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2.- RESUMEN

En la busqueda de metabolitos secundarios con posible actividad herbicida
a partir de plantas mexicanas, en el presente trabajo se investigo la planta Senecio
salignus. Este trabajo se inici6 con la obtencidn de los extractos organicos
(hexano, cloroformo, y metanol) de las partes aéreas de la planta, los cuales se
ensayaron en estudios pre-emergentes como son: la germinacion de semillas y el
crecimiento de las plantulas de Trifolium alexandrinum (trébol) y Amaranthus
hypocondriacus (amaranto), asi como en ensayos post-emergentes in vitro como
la sintesis de ATP y el transporte de electrones en cloroplastos aislados de hojas
de espinaca (ensayos de cernimiento).

Los resultados de los ensayos arriba mencionados mostraron que el
extracto hexanico era el mas activo como inhibidor de las actividades medidas, por
lo que se escogid para continuar el estudio.

El extracto hexanico se fracciond biodirigidamente por cromatografia en
columna abierta (CCA) para obtener los metabolitos secundarios responsables de
la actividad inhibitoria, la fraccion F6 (30-54) present6é un Isp= 87 ppm la cual
resultd ser la mas activa en los ensayos de cernimiento, por lo que se refraccioné
en CCA. En la fraccion F-J del segundo fraccionamiento, los compuestos. -
cariofileno (1), 6xido de cariofileno (2) y cariofilano (3), fueron caracterizados e
identificados por métodos espectroscopicos y espectrométricos.

Los compuestos (1) y (2) se ensayaron in vitro e in vivo para analizar su
probable actividad inhibitoria de crecimiento vegetal. En el crecimiento de las
plantulas de Echinocloa crus-galli y Physalis Ixocarpa se observo que (1) a 150
ppm inhibié en un 50% la elongacién de la raiz y un 20 % la elongacion del tallo,
en Physalis ixocarpa. En cambio el éxido de cariofileno incrementé la elongacion

del tallo y de la raiz en la misma plantula.
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En Echinocloa crus-galli el compuesto (1), inhibié un 40% tanto la raiz como
el tallo a 150 ppm. El éxido de cariofileno solo inhibié 20% la raiz y 10% el tallo a
150 ppm. La germinacién no se vio afectada por los compuestos en ninguna de las

dos plantulas.

Al medirse la emision de la fluorescencia de la clorofila a en las hojas de
plantas de tomate (Physalis ixocarpa) y de pasto (Lolium perenne) crecidas por 20
dias en el invernadero, se asperjaron y se midio la fluorescencia de la clorofila a a
las 24, 48 y 72 hr, observandose que (1) causé dafio en el aparato fotosintético en
el PSII, tanto en el lado donador como en el lado aceptor las plantas de (Physalis
ixocarpa). Por otra parte (1) no afecto las hojas de las plantas de L. perenne.

El compuesto (2) no mostré efectos significativos en la emision de la
fluorescencia de la clorofila a de ambas plantas.

Los datos obtenidos en biomasa seca demuestran que el compuesto (1)
inhibié aproximadamente el 40% el crecimiento de (Physalis ixocarpa) planta de
tomate a 100 ppm, y en un 15% el pasto (Lolium perenne), no obstante los
resultados del compuesto (2) mostraron que afecta en menor proporcion la
biomasa seca, 22% y 4% respectivamente.

Estos resultados sugieren que el compuesto (1) es un candidato a ser

empleado como herbicida post-emergente especifico para plantas dicotiledéneas.
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3.-INTRODUCCION

La Sociedad Norteamericana de Ciencias de las Malezas (WSSA) define
como maleza aquellas plantas que crecen donde no son deseadas. Las malezas
se caracterizan por competir con los cultivos por agua, nutrientes y luz; ademas
pueden ser hospederos de plagas y enfermedades, reduciendo la calidad del
producto cosechado e interferir con las labores de cosecha.

Las malezas presentan caracteristicas como: a) adaptabilidad, que les
ayuda a proliferar en ambientes perturbados, con el suelo y la vegetacion natural
dafnados. b) Se reproducen y crecen rapidamente, tienen semillas que duran afios
en los suelos. Y c) algunas han desarrollado alelopatia, que es un medio quimico

que impide el crecimiento y germinacion de las plantas vecinas.

Para que los cultivos no se vean severamente afectados, las plagas deben

ser controladas (Kogan et al., 2003).

Por tal motivo, la industria de los pesticidas continia en la busqueda de
compuestos mas eficaces, econémicos y benignos con el medio ambiente. La
mayoria de los herbicidas comerciales han sido el resultado del cernimiento de
moléculas sintéticas, lo cual es contraproducente ya que afectan severamente el
medioambiente. Asi, las estrategias de sintesis de analogos de moléculas
comerciales y el diseio molecular de herbicidas basados en un sitio blanco en
particular, han resultado de gran interés, debido a la necesidad de contar con
compuestos con nuevos sitios de interaccion. Asi, la busqueda de herbicidas de
origen natural, mas benignos para el medio ambiente, debido a su relativo tiempo
de vida media (comparandolos con los pesticidas sintéticos), con una actividad
bioldgica selectiva y una toxicidad baja (Duke et al., 1995), ha sido de gran interés

por representar una forma mas efectiva para combatir las malezas. Por tal motivo,

3
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en este trabajo se presentan los resultados encontrados en nuestro esfuerzo por
encontrar metabolitos secundarios con posible actividad herbicida aislados de
plantas, en este caso Senecio salignus.
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4.- ANTECEDENTES

4.1.- Senecio salignus
Origen: México.

Nombres comunes: Jarilla, asomiate amarillo, alzumiate, chilca. (Rzedowski y
Rzedowski, 2001).

Izcatzoyatl (ndhuatl): “faja de algodén” o “faja de borrego”.

México: Azomiate, azumiate, camiso macho, chilca, flor de dolores, higuerilla, jara,

jaral, jara mexicana, jarilla amarilla, jaralillo, pajarilla.

Estado de México: necheloli (ndhuatl), ra-yhotitha (otomi), yescha (mazahua).

Michoacan: it oksini (purépecha), thojteni, toksini.

Morelos: izcatzoyatl (nahuatl), alzumihatl.

Oaxaca: baldag shi ingol (zapoteco)

Puebla: atzumiate.

(Argueta y Mata 2009) Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana

http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx

Nombre botanico: Barkleyanthus salicifolius (H.B.K.) Rob. & Brett especie

sindnima de Senecio salignus.



http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/pueblos.php?l=2&t=nahua&v=p
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/pueblos.php?l=2&t=otomi&v=p
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/pueblos.php?l=2&t=mazahua&v=p
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/pueblos.php?l=2&t=purepecha&v=p
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/pueblos.php?l=2&t=zapoteco&v=p
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4.2.- Caracteristicas de la especie Senecio salignus

Usos: La Planta es muy empleada en la medicina casera, la gente de
campo aconseja los bafios de agua de jarilla, el cocimiento de las hojas se utiliza
como remedio contra las fiebres intermitentes y contra el reumatismo (Rzedowski
y Rzedowski, 2001). Ademas la jarilla se utiliza para el dolor de cintura, muelas,

luxaciones y fracturas.

De Chiapas se reporta el uso como insecticida en almacenes de maiz, y se
reporta actividad de la raiz contra el gorgojo mexicano Zabrotes subfasciatus. (E.
Lépez et al., 2007).

Muchas especies de Senecio tienen usos medicinales, y los estudios
fotoquimicos en algunas de ellas encontraron alcaloides pirrolizidinicos
hepatotoxicos; estos causan necrosis y cirrosis del higado, en humanos y
animales domeésticos (Romo de Vivar A. et al., 2007).

4.2.1.- Clasificacion botanica

Reino: Plantae

S Figura 1. S. salignus
Divisidon: Spermatophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Compositae

Género: Senecio

Especie: S. salignus




ANTECEDENTES

4.3.- Descripcion

Arbusto de 1 a 2 (2.5) m de altura, hojas sésiles o subpecioladas (son aquellas
hojas en las que el limbo sale directamente de la rama), angostamente
lanceoladas, de 1.5 a 9 cm de largo y de 2 a 10 (15) mm de ancho, agudas o
acuminadas en el 4pice, margenes con el borde entero o aserrado, atenuadas en
la base, cabezuelas radiadas, muy numerosas, de 7 a 10 mm de largo, flores
liguladas y del disco, amarillas, de 5 a 6 mm de largo; el fruto es subcilindrico de 1
a 1.5 mm de largo, de color café-verdoso a negruzco, cerdas de color blanco. Fig.
ly?2

Planta silvestre que crece a la orilla de caminos, asociada a bosques
tropicales, bosque espinoso, matorral xerofilo, pastizal y bosques mesoéfilo de

montafia, de encino, de pino y mixto de encino-pino.

Figura 2. S. salignus. (www.conabio.gob.mx)
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Distribucién: Abundante en areas abiertas de los bosques de pino.
Epoca de floracion: Febrero a mayo.

Importancia en la apicultura: Abundante productora de polen.
Forma de propagacion: Se reproduce por semilla.

4.4.- Distribucion geogréfica:

En la Republica Mexicana se encuentra en varios estados como Chiapas,
Colima, Durango, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Morelos, Hidalgo,
Jalisco, Michoacan, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Sonora, Tabasco y

Veracruz, ademas de Sudamérica (Fig. 3).

Figura 3. Distribucion geografica de la planta S. salignus en México.
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4.5.- Composicion quimica:

En las ramas se han identificado dos sesquiterpenos derivados del furano
eremofilano: un alcaloide de tipo pirrolizidina y el flavonoide quercetina; en la raiz,
cuatro sesquiterpenos también derivados del furanoeremofilano (Fig. 4). Estos
estudios se han realizado en muestras de la planta obtenidas de México
(Bohlmann et al., 1986).

4.6.- Compuestos identificados en la planta S. salighus

N

7-angelilheliotridina Quercetina

O o7 R=Val
O 0
W | ) R=Met
OHI.

OR OiBut R= Ang

6-cetofuranoeremofilano Epoxido

Figura 4. Compuestos identificados en S. salignus
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4.7.- Caracteristicas de B-cariofileno:

Es un sesquiterpeno con formula molecular CisHzs y con un peso
molecular de 204 g/mol, se puede aislar de diferentes plantas como Copaifera
langsdorfii, orégano (Origanum vulgare), la canela (Cinnamomum sp.), la pimienta

negra (Piper nigrum) y mariguana (Cannabis sativa).

Los usos mas conocidos del B- Cariofileno son como agente antiinflamatorio e

insecticida y fungicida (Arrhenius y Langenheim, 1983).

4.8.- Caracteristicas del 6xido de cariofileno:

Es un sesquiterpeno con férmula molecular Ci5H240 y con un peso
molecular de 220 g/mol; se puede obtener de diferentes plantas como, las
especies Hymenea (leguminosa), el uso mas atribuido al oxido de cariofileno es

antifangico. (Arrhenius y Langenheim, 1983)

4.9.- Herbicidas:

La palabra herbicida proviene del latin herba, planta, y caedere, que
significa matar. Asi por su etimologia, los herbicidas son productos quimicos que
se utilizan para alterar la fisiologia de la planta por un periodo de tiempo
relativamente largo, afectando severamente su crecimiento u ocasionando su

muerte.

La mayoria de los herbicidas son compuestos organicos, que ademas del
carbono, contienen hidrégeno, oxigeno y nitr0geno, y en menor proporcion

algunos contienen cloro, fosforo, azufre y flior (Kogan et al., 2003).

Sin embargo actualmente la mayoria de los herbicidas utilizados son

altamente eficaces pero muchos de ellos producen dafios irreversibles al
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ecosistema, dafidndolo severamente, junto con el alto grado de contaminantes

gue producen en suelos, aire, agua y diferentes productos.

Existe una preocupacion muy importante por lograr una agricultura no
contaminante, esto ha llevado a restringir el uso de varios productos que afectan
severamente el ecosistema, promoviendo la busqueda de nuevos herbicidas de

origen natural.

Las plantas producen miles de metabolitos secundarios, los cuales tienen
funciones especificas y muchas de ellas aiun son desconocidas; se sabe que
algunos son atrayentes alimentarios para insectos y favorecen la polinizacion y
dispersion de semillas. Muchos de ellos son compuestos que actian en guerra
guimica contra insectos, patdogenos y plantas que lleguen a encontrase a su
alrededor y que compitan por los nutrientes. Este tipo de interacciones son

conocidas como Alelopatia (Duke et al., 1987).

4.9.1.- Clasificacion de Herbicidas:

Los herbicidas pueden clasificarse de varias maneras dependiendo su
actividad, el uso, el modo de accion, o el tipo de vegetacion, y entre las mas

sobresalientes existen los herbicidas de:

Contacto: son aquellos herbicidas que destruyen el tejido fino de la planta
al entrar en contacto con el producto quimico. Generalmente, estos son mas

rapidos, pero son menos eficaces en las plantas perenes.

Sistémicos: son aquellos herbicidas que se desplazan en la planta, del uso
foliar bajo las raices, o desde el suelo hasta las hojas. Son capaces de controlar el
crecimiento de las plantas perennes, son mas lentos pero mas eficaces que los

herbicidas de contacto.

Clasificacion por su uso:

Clasificacion Aplicacion

Suelo-aplicado Se aplican en el suelo y son tomados

por las plantas desde las raices hasta
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la hoja

Pre-planta Se aplican previamente antes de
plantar y son incorporados previamente

por la planta mecanicamente

Pre-emergentes Se aplican en el suelo antes de que la
maleza emerja 'y previene la
germinacion o el crecimiento temprano

de malezas

Post-emergentes Son aquellos que se aplican una vez

gue la maleza ha emergido

4.9.2.- Factores que afectan la efectividad de los herbicidas

El funcionamiento de varios herbicidas se encuentra bajo la influencia de
varios factores como la flora, la etapa de crecimiento de hierbas y cosechas, el
tipo de suelo, condiciones climaticas, formulaciones (adyuvantes) y la presencia

de otros pesticidas en la competitividad por los nutrientes (Kudsk et al.,2002).

4.9.3.- Tipo de flora

Probablemente sea el factor mas importante y determinante en la accion de
un herbicida, los estudios de dosis-respuesta y varios experimentos han revelado
una gran diferencia en susceptibilidad de diferentes especies de hierbas. Las
especies altamente susceptibles pueden ser controladas con dosis dos o cuatro

veces menores comparadas a las especies menos susceptibles.

El principal obstaculo es explotar todas las diferencias de susceptibilidad
entre la especies con una identificacion temprana en las etapas de crecimiento de
las especies (Kudsk et al., 1989, 2002).
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4.9.4.- Etapa de crecimiento

La etapa de crecimiento es otro factor en la optimizacion de un herbicida,
generalmente las especies anuales son mas susceptibles cuando estan

comenzando a crecer que después de haber crecido (Kudsk, 1989).

4.9.5.- Condiciones climéticas

A pesar del hecho de que las condiciones climéticas puedan influenciar el
funcionamiento de los herbicidas significativamente, se pueden reducir las dosis
bajo condiciones favorables, esto se encontré6 con diferentes estudios en
simuladores climaticos para lograr entender el complejo Herbicida-planta-ambiente
y las interacciones en los pardmetros climaticos, sin embargo la relevancia en

situaciones de campo es aun mas complejo y cuestionable (Kudsk, 2001).

4.9.6.- Adyuvantes

La adicion de adyuvantes y la presencia de otros pesticidas pueden
influenciar en el funcionamiento de un herbicida. Los adyuvantes y otros
ingredientes de las formulaciones son considerados biol6gicamente inactivos pero
influencian la retencion como la toma del herbicida aumentando o disminuyendo

la cantidad del ingrediente activo para alcanzar el sitio de accion (Kudsk 2002).

4.9.7.- Mezclas de herbicidas

En contraste con la eficacia de los adyuvantes y formulaciones, el
funcionamiento de mezclas de dos o mas herbicidas es mas complicado ya que
requiere de un modelo de referencia bien definido y un disefio experimental
(Kudsk y Streibig, 2003).

4.10.- Alelopatia

La alelopatia es un fenomeno que implica la inhibicion directa o indirecta de
una especie, ya sea vegetal o animal, utilizando sustancias téxicas que pueden
ser los metabolitos secundarios de la planta los cuales son acumulados en sus

organos y existen en una gran variedad.
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El uso de la alelopatia es un método alternativo para el control de malezas.
La alelopatia es un fendmeno natural que se refiere a los efectos perjudiciales o
benéficos que puede provocar la accion de diferentes compuestos quimicos
liberados por una planta y que ejerce su efecto sobre otra, afectandola de manera

directa o indirecta.

En todos los fendmenos alelopaticos existe una planta donador que libera al
medio ambiente por una determinada via (lixiviacién, descomposicion de residuos,
exudacién o volatilizacion), compuestos quimicos que pueden ser incorporados a
la planta receptora provocando un efecto sobre la germinacion, crecimiento y

desarrollo de la misma (Fig. 5).

Figura 5. Vias de liberacion de agentes alelopaticos

El impacto de la aleloquimica ha llevado a estudiar mas este campo que
abre las puertas en la produccion de los metabolitos secundarios, conduciendo
hacia metas mas ecologicas, eficientes y en la busqueda de encontrar nuevas

alternativas que nos permitan aprovechar dicho potencial.

En México existe una gran biodiversidad de plantas lo cual es componente
principal para poder llevar a cabo esta investigacion, dirigida a la exploracion de

nuevas alternativas de productos naturales con actividad herbicida
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(biodegradables y con baja toxicidad) para su conservacion y aprovechamiento

racional.
4.11.- Herbicidas inhibidores de la fotosintesis

Se ha demostrado que los mecanismos de accion de algunos herbicidas
pueden ser por un proceso metabdlico, la fotosintesis es el proceso metabdlico
afectado por una gran variedad de herbicidas, sin embargo muchos de sus sitios
de accion son desconocidos, la mayoria de ellos ejerce su efecto a través de la
inhibicion de la cadena de transporte de electrones del fotosistema I, esto significa
gue inactiva o elimina los intermediarios del transporte de electrones en la region

donadora del sistema.

Otros inhiben la fotofosforilacion o sintesis de ATP interaccionando a nivel
de la enzima H'-ATPasa, o bien actGan como desacoplantes y aceptores de
electrones (Moreland, 1980; Corbett, 1984). Los herbicidas que inhiben la
fotosintesis son los mas estudiados por su baja toxicidad en mamiferos (Lotina et
al., 1989).

4.12.- Fotosintesis

La Fotosintesis es un proceso metabdlico por medio del cual la planta es
capaz de sintetizar materia organica a partir de las moléculas inorganicas que

encuentra en el medio y energia luminosa o luz solar.

El proceso de la fotosintesis se lleva a cabo en los érganos especializados
llamados cloroplastos, los cloroplastos constan de una membrana externa, una
interna y una serie de pequefios sacos llamados tilacoides, en cuyas membranas

se forma la clorofila y pigmentos propios de la planta.

El espacio restante en el interior de los cloroplastos queda cubierto por un
fluido llamado estroma, la reaccion de la fotosintesis se produce en las
membranas tilacoidales, donde la clorofila es capaz de absorber la luz, la

absorcion de esta luz produce una reaccion quimica cuando la energia de los
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fotones descompone el agua y libera oxigeno junto con protones y electrones. A
su vez los electrones excitados son transmitidos por medio de una serie de
aceptores en la cadena de transporte de electrones, los electrones se utilizan para
sintetizar dos moléculas encargadas de almacenar y transportar la energia; ATP y
NADP, al mismo tiempo los protones bombeados hacia el interior de la membrana
tilacoidal impulsan la produccién de ATP. Los electrones excitados reducen el
NADP* a NADPH, y la energia almacenada se emplea en el segundo acto para la
biosintesis de glucosa en el exterior oscuro del estroma, fuera de la membrana
tilacoidal. EI ATP y NADPH se utilizan en la siguiente fase de la fotosintesis para
transformar el dioxido de carbono (CO;) y agua (H.0), para la produccién de

materia organica.

La mayoria de los herbicidas, ejercen su efecto a través de la inhibicién del
transporte de electrones fotosintético en el lado reductor del fotosistema II, e
inactivan o eliminan a alguno de los intermediarios del transporte de electrones en
la region donadora de este sistema. Otros inhiben la fotofosforilacion o sintesis de
ATP interaccionando a nivel de la enzima H*-ATPasa, o bien actlan como

desacoplantes y aceptores de electrones (Moreland, 1980; Corbett, 1984).

La reaccion del proceso se simplifica y muestra en la Fig. 6
CO, + H,O —_— (CHQO)n + 0O,

Figura 6. Estructura del cloroplasto y organelos internos de la célula vegetal (En:
Carrajola, 2007Db).
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4.12.1.- Clorofila

La clorofila es el pigmento fotorreceptor responsable de la primera etapa en
la transformacion de la energia de la luz solar en energia quimica. El evento
primario de la fotosintesis es la absorcion de la luz por la clorofila; hay dos tipos
principales de clorofila, la clorofila a y la clorofila b. La diferencia entre ellas es que
la clorofila b tiene un grupo formilo (-CHO) en lugar de un grupo metilo de la
clorofila en uno de los carbonos del anillo de porfirina. En los vegetales superiores,
la mas abundante es la clorofila a ademas de que los espectros de absorcion de
las clorofilas a y b difieren levemente, ambas absorben en la porcion roja y azul

del espectro visible (600 a 700 nm y 400 a 500nm respectivamente).

En la fotosintesis intervienen cuatro componentes basicos;

Fotosistema | PSI

Fotosistema Il PSII

Cadena transportadora de electrones

Enzima ATP-sintetasa

4.12.2.- Fotosistemas

Se puede definir fotosistema como el conjunto de proteinas
transmembranales que engloban a los pigmentos fotosintéticos cuya funcién es
captar la energia luminosa para poder utilizarla durante el transporte de

electrones.

4.12.3.- Fotosistema |

El fotosistema | es el encargado de captar la energia luminosa de una

longitud de onda menor o igual a 700 nm, la clorofila especial se denomina Pqo.
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4.12.4.- Pigmentos antena

Sirven para captar la luz, pero no inician ningun tipo de reaccion, en las
plantas superiores predomina la clorofila a sobre la clorofila b que se encuentra en

menor proporcion.

4.12.5.- Fotosistema |l

Capta la energia luminosa de longitud de onda igual o menor a 680 nm, la

clorofila especial se denomina Pggo.

Ambos fotosistemas deben funcionar para que el cloroplasto produzca

NADPH, ATP y O, en la cadena de transporte de electrones.

La absorcion de luz por Pggy permite la transferencia de electrones a la
cadena de transporte que relaciona el PS Il con PS | generando un agente
oxidante suficientemente fuerte como para dividir la molécula de H,O y producir
O,. Cuando P7oy absorbe la luz, se produce energia necesaria para permitir la
reduccion del NADP®, este proceso se puede representar en un diagrama

conocido esquema Z (Fig. 7)

Figura 7. Esquema de los fotosistemas | y Il reaccién de Hill (Bioquimica . Jhon Wiley &

Sons)
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4.13.- Reaccion de Hill

La captacién de la radiacion electromagnética y la transformacién en
energia quimica se encuentran en los cloroplastos, la fase luminosa es la primera
etapa de la fotosintesis, que convierte la energia solar en energia quimica, la luz

es absorbida por las clorofilas de la planta.

Robert Hill separé las reacciones luminosas de las oscuras, descubriendo
que los cloroplastos iluminados carecian de CO,, en presencia de un aceptor
artificial de electrones como el ferrocianuro se producia O, con la reducciéon del

aceptor a ferrocianuro.

Esta reaccion se define como la foto-reduccion de un aceptor de electrones,
ya sea natural o artificial a costa del H,O produciendo O, y se indica a

continuacion:

hv

H.O + aceptor oxidado o ¥ 0, + aceptor reducido
Cloroplastos

4.14.- Fotosistema Il division de H,O para formar oxigeno

El fotosistema Il es el primer complejo de la proteina en la fotosintesis
dependiente de la luz, la absorcion se produce en una onda menor a 680 nm, lo
cual produce la excitacion del centro de reaccion en la clorofila, la cual es excitada
produciendo la separacion de un electrén, transfiriéndolo a feotinina (una clorofila
sin Mg?"), llevandolo a su forma reducida. La oxidacién de las moléculas de H,0
ocurre a partir de los electrones. Los electrones liberados por la oxidacion del
agua son transmitidos principalmente a P 680, la cual es reducida de la siguiente

manera.

2H20 +4 Pego * e 02 + 4H+ + 4P680
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Para los pasos intermediarios se requieren dos pares de electrones, para
lograr oxidar el H,O y P680" los cuales s6lo pueden aceptar un electrén a la vez.
Para tal proceso se requiere una proteina que contenga Manganeso y otros
componentes que sirvan como intermediarios para la transferencia de electrones y
acoplar los dos pares de electrones donados por dos moléculas de H,O

permaneciendo en el lumen tilacoidal.

El electron expulsado por P680+ se transfiere a la molécula de feotinina
(Ph) quien previamente después sede el electron al complejo de Plastoquinona-
Fe (II) designando Qa, quien después transfiere dos electrones a una segunda
molécula de Plastoquinona Qg, que captura los protones en la superficie del
estroma para formar QgH, quien se disocia de su proteina y se difunde a través
del centro de reaccién. Los electrones de QgH, son transferidos a través de los
acarreadores unidos a través de la membrana hasta NADP®, reduciéndolo a
NADPH y liberando H”,

Los electrones de QgH> pasan del citocromo b6/f a la plastocianina (PC), la
cual es una proteina acarreadora de electrones que contiene cobre, y después los

electrones son transferidos desde la plastocianina al fotosistema I.
4.15.- Fotosistema |

El siguiente evento en la cascada del transporte de electrones comienza
cuando la luz solar es captada por las moléculas a y b de la clorofila asi como los
complejos antenas (pigmentos). El primer paso consiste en que el centro de
reaccion P70+ pierde un electron y lo dona a un aceptor Ao; nuevamente la
excitacion de estos centros reactivos produce una separacion de cargas en el
centro de reaccion Pzqo el cual es un oxidante fuerte el cual recibe un electron de
la PC. La clorofila en un estado excitado transfiere su electron a la molécula de
Ferredoxina que a su vez se reduce a una enzima que contiene FAD denominada
Ferredoxina NADP reductasa. La porcion de FAD de la enzima reduce el NADP" a
NADPH (Fig. 8).
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Para la produccion de NADPH se requiere un electrén por cada una de

ferredoxinas.

Figura 8. Representacion esquematica de la membrana tilacoidal que muestra los
componentes de su cadena de transporte electronico. El sistema consta de tres complejos
proteicos: el fotosistema Il, el complejo citocromo bf y el fotosistema I, que se encuentran

conectados mediante la plastoquinona y plastocianina (En: Voet, 2005).

4.16.- Complejo citocromo bf
El complejo bf contiene un citocromo tipo b con dos grupos hemo, una
proteina hierro azufre y un citocromo f.

Este complejo estd implicado en la transferencia de electrones de la

membrana tilacoidal, su funcion principal es conectar al fotosistema | con el
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fotosistema II; este complejo es quien bombea protones del estroma del
cloroplasto al lumen tilacoidal, a medida que los electrones fluyen por la cadena
transportadora de electrones, el flujo de electrones proviene de QgH, a través de

del complejo citocromo bf hasta el citocromo f.

4.17.- ATP sintetasa

Es un complejo enziméatico en la membrana tilacoidal que cataliza la
sintesis de ATP, a partir de ADP y Pi, con formacion de agua. Al proceso de
sintesis de ATP se le denomina fotofosforilacion, al complejo ATP sintetasa se le
denomina factor de acoplamiento porque acopla la formacion de ATP con el
transporte de electrones.

Existen varias reacciones que contribuyen con un gradiente de protones en
los cloroplastos. La oxidacion del agua llega a liberar protones al espacio
tilacoidal. La ATP sintetasa consta de dos partes: CF1 y CFO, que son
componentes de la cadena de transporte de electrones los cuales estan
ordenados de manera consecutiva para efectuar la cascada del transporte de
electrones. La liberacion de ATP y NADPH que se produce en la reaccién de la

fotosintesis se efectla en la fase oscura de la fotosintesis.

4.18.- Fluorescencia de la clorofila a

La fotosintesis es el proceso por el cual las plantas, algas, cianobacterias y
bacterias fotosintéticas convierten la energia luminosa en energia quimica en
forma de enlaces quimicos y es la base de todas las cadenas alimenticias de las

que depende la vida animal.

El proceso fotosintético se inicia cuando la luz es absorbida por los
pigmentos fotosintéticos (basicamente clorofilas a y b). Parte de la energia

absorbida es transferida como energia de excitacién y atrapada por el centro de
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reaccion y la otra parte es disipada principalmente como calor y en menor grado
re-emitida como energia luminosa de menor energia (fluorescencia). Un fotén de
luz roja contiene suficiente energia para excitar una molécula de clorofila a, a su

primer estado excitado, llamado singulete.

La diferencia de energia entre los dos niveles es la energia del foton
absorbido. La molécula de clorofila a excitada libera esta energia y regresa a su
estado basal. Durante este periodo de tiempo, ocurre una separacion de carga en
el centro de reaccion, es decir el electron en el nivel de alta energia puede ser
transferido a un aceptor, formando un aceptor reducido I' lo que comprende el
primer paso de la fotosintesis. Si la separacion de carga no se lleva a cabo, la
energia absorbida es liberada como calor y/o fluorescencia cuando el electron
excitado regresa al estado basal. La relacion entre los tres procesos, fotoquimico
(P), fluorescencia (F) y calor (desactivacion por la radiacion, D), es expresada
matematicamente usando constantes de velocidad (Bolhar-Nordenkampf and
Oquist, 1993).

El evento fotoquimico primario utiliza alrededor del 97% de la luz absorbida,
mientras que el 2.5 % es transformada en calor y 0.5% es re-emitida como luz
fluorescente roja. En las plantas, las moléculas de clorofila a se encuentran
asociadas a los fotosistemas | y Il que son los responsables de la emision de la
fluorescencia. La fluorescencia emitida es determinada por la intensidad luminosa
de excitacion, la concentracion de pigmentos que absorben la luz, la transferencia

de la energia de excitacion y la orientacién de los pigmentos fluorescentes.

Al iluminar con luz continua las hojas adaptadas a la oscuridad o una
suspension de hojas de plantas superiores, algas o cianobacterias, se observan
cambios caracteristicos en la intensidad de la fluorescencia de la clorofila a. La
curva de fluorescencia conocida como curva de induccion de Kautsky (Strasser et
al., 1995) mostr6 una fase de incremento rapido de fluorescencia en el primer
segundo de iluminacion seguida de una fase lenta o de declive de fluorescencia
durante varios minutos; la fase rapida es Illamada O-J-I-P y estd relacionada

principalmente con eventos primarios del PSIl. Por otro lado, la fase lenta
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compuesta de las fases o inflexiones después de P y seguida de S-M-T, esta
asociada principalmente con interacciones entre procesos de las membranas de
los tilacoides y procesos metabdlicos del cloroplasto. Principalmente relacionado

con la asimilacion de CO; (Fig. 9).

Figura 9. Curva de induccion de la fluorescencia, o curva de Kautsky de

cloroplastos adaptados a la obscuridad por 30 minutos.
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5.- OBJETIVOS

5.1.- Objetivo Principal

e Obtencién de metabolitos secundarios con posible actividad herbicida a

partir de extractos organicos de la planta Senecio Salilgnus.

5.2.- Objetivos Particulares

e Obtencidn de diferentes extractos organicos (hexanico, cloroférmico y
metandlico) a partir de las partes aéreas de S. salignus.

e Medicion de la actividad de los diferentes extractos organicos en la sintesis
de ATP en cloroplastos aislados de hojas de espinaca (ensayo de
cernimiento).

e Evaluacion de la actividad de los extractos organicos en ensayos de
germinacién de dos semillas, Trifolium alexandrinum y Amaranthus
hypochondriacus (dicotiledéneas), para actividad pre-emergente.

e Fraccionamiento biodirigido del extracto activo para obtener el o los
metabolitos puros responsables de la actividad inhibitoria.

e Caracterizar la estructura quimica del o los metabolitos obtenidos de

Senecio salignus con posible actividad herbicida.
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6.- DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1.- Recoleccion del material vegetal.

La planta Senecio salignus fue colectada en el Cafion del Zopilote en el
Estado de Guerrero en el afio 2007, por los profesores Nelly Diego y José Ricardo

de Santiago. Un ejemplar esta depositado en el Herbario Nacional MEXU.

6.2.- Registro de constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas

La determinacién de los andlisis espectroscopicos y espectrométricos de
los metabolitos secundarios se realiz6 en la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion (USAI), Facultad de Quimica, UNAM.

| Para los andlisis de IR se utilizé un espectrofotometro FTIR- Modelo

Spectrum RX-1 Perkin Elmer.

La técnica de Cromatografia de gases / Espectrometria de masas emple6
un equipo Thermo electron Corporation. Trace GC Ultra.High resolution Magnetic

Sector M3DFS; Leco pagasos lll. Agilant Technologies.

Para las fracciones como el p-cariofileno y el 6xido de cariofileno, la
espectroscopia de RMN se determind a 300 MHz en 'H, en un espectrometro
analitico VARIAN INOVA 300 / 75.5 VNMRS Mod. Como disolvente se emplearon
CDCI; 0 CD3COCD3Y los desplazamientos quimicos se designaron en unidades 6

(ppm), referidos a TMS o CDCl3; como referencia interna.
Preparacion de muestras para los bioensayos.

La preparacion de los extractos procede en pesar 10mg del compuesto o extracto
y disolverlo en 1mL de DMSO.
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6.3.- Fraccionamiento primario

La planta Senecio salignus fue secada en su totalidad para posteriormente
pulverizarla (todas sus partes aéreas) y someterla a una maceracion exhaustiva

con diferentes disolventes hexano, metanol y cloroformo a temperatura ambiente.

El disolvente fue evaporado para recolectar el extracto crudo (2 g) por cada

50 mL de disolvente empleado.

Para cada extracto y algunas fracciones se realizaron las pruebas
preliminares de actividad inhibitoria de crecimiento vegetal (sintesis de ATP y
germinacion de semillas), utilizando las concentraciones que se refieren en los
apartados 6.7 y 6.8, las cuales indicarian el extracto activo con posible actividad

herbicida de la planta S. salignus.

De los extractos organicos obtenidos, el mas activo como inhibidor de las
actividades medidas fue el hexanico, por lo que se procedid6 a su bio-
fraccionamiento mediante una cromatografia de columna abierta, aplicando 22 g
de extracto, utilizando silica gel 60 (063-0.200,400 g) y un sistema de elucién con
un gradiente de polaridad ascendente con hexano-AcOEt y después con acetona
100 %.

Las fracciones fueron recolectadas en volimenes aproximados de 100 mL,
las cuales después de calentar fueron analizadas por cromatografia en capa fina,
usando como reveladores luz UV (lampara Spectroline UVGL-25) de onda corta
254 nm y onda larga 366 nm y sulfato cérico amoniacal (Apéndice 1) como agente
cromoégeno, y exposicion a 100°C durante 5 minutos en una placa caliente, para
lograr el desarrollo de color. Las fracciones que presentaban similitud en
composicion quimica, fueron colectadas, obteniendo 17 fracciones primarias de
275 eluatos. El procedimiento de obtencién de los compuestos activos se presenta

en la Fig. 10.
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6.4.- Purificacion de los metabolitos secundarios activos

La fraccion 30-54 presentd actividad en la prueba de transporte de
electrones, teniendo un efecto inhibitorio con un Isp = 87; este efecto inhibitorio

esta en el rango para caracterizarlo como posible herbicida, y dado que la fraccion

30-54 resultdé ser compleja se realizé un segundo fraccionamiento cromatografico

en columna abierta de gel de silice, en el cual se obtuvieron 465 fracciones las

cuales por similitud fueron recolectadas en 30 fracciones nombradas de la A — Z,

continuando con a, B, Y, Y Y.

El B-cariofileno y el 6xido de cariofileno fueron identificados en la fraccion
98-119, por cromatografia de gases-espectrometria de masas, demostrando esta
fraccion un efecto inhibitorio con posible actividad herbicida con Isp= 19.01 en el

transporte de electrones fosforilante.

Diagrama de flujo del sistema de elucion de las fracciones obtenidas
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Figura. 10. Diagrama de flujo de la obtencion de los compuestos activos a partir del

extracto hexanico.
6.5.- Bioensayos
Aislamiento de cloroplastos a partir de hojas de espinacas

Los cloroplastos se aislaron de hojas de espinacas las cuales fueron
lavadas y secadas con toallas de papel higiénico, utilizando aproximadamente
entre 40 g y 60 g escogiendo aquellas que no estuvieran rotas, maltratadas o
amarillas. Una vez lavadas y secas las hojas de espinacas se procedio a separar
la nervadura y la punta de cada hoja haciendo cortes pequefios de la misma. Los
trozos se molieron en una licuadora (modelo L-21 Osterizer) con
aproximadamente 250 mL de medio de aislamiento dependiendo de la cantidad de
cloroplastos a aislar. El medio se enfrié a 4°C, y después se procedio a realizar la
molienda, la cual se hizo cuidadosamente ya que de lo contrario se podrian dafiar

los cloroplastos.

Una vez molidas las hojas de espinacas se filtraron a través de 8 capas de
gasa, recibiendo el filtrado en tubos de ensayo de plastico de 50 mL, los cuales
fueron enfriados previamente en un bafio de hielo. El filtrado se centrifugd a 4000
rom durante 5 minutos a 4°C en una centrifuga Sorval® Modelo Super T-21,
DUPONT), posteriormente se desechd el sobrenadante y se re-suspendieron los

cloroplastos en un maximo de 2 mL de medio de aislamiento. (Apéndice 2)

La suspension se guardd en la obscuridad, y la técnica se realiz6 en

completa ausencia de luz.

6.6.- Determinacion de la Clorofila

La clorofila se cuantifico segun el método de Arnon (1949), el cual consistio
en aforar con acetona en un volumen de 5 mL una alicuota de 30 pL de

cloroplastos resuspendidos, después se incubaron en la oscuridad a 0°C por 5 min
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y se centrifugaron 5 minutos a 4000 rpm en un centrifuga clinica (centrifuga

modelo EBA 8S, Hettich) para eliminar las membranas y proteinas precipitadas.

El contenido de clorofila se cuantific6 midiendo las absorbancias a dos
longitudes de onda, 663 y 645 nm en un espectrofotometro Beckman modelo

DU650, la concentracion de la clorofila se calcul6 con la siguiente férmula:

[Ch|]=805(A563)+2029(A645)

En donde:
[ChI] ug de clorofila por mL
8.05y 20.29 Constantes establecidas experimentalmente a partir de los
coeficientes de extincién para cada una de las longitudes
de onda.
A Absorbancia

6.7.- Medicidn en la sintesis de ATP

Para la evaluacion de la sintesis de ATP se utilizaron cloroplastos aislados
de hojas de espinaca, de acuerdo a la metodologia descrita en la literatura
(Morales-Flores et al., 2007), la medicion se realizé con los cambios de pH
medidos con un electrodo marca Orion Mod. Ross 8103, conectado a un
potenciometro Corning, modelo 12, con escala expandida, y registrados en un

registrador Kipp and Zone Modelo BD111.

Para este procedimiento, en la cubeta de reaccion se agregaron 3 mL de medio
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Bomba (Apéndice 2), 30 uL de ADP y 30 uL de Pi (fosfato inorganico) y
posteriormente se ajustdo a un pH entre 8 y 8.05 con KOH y HCI a diferentes
concentraciones 0.1, 0.01, 0.001 N y 60 pg de Chl, se iluminé por 1 minuto
empleando una lampara de proyector de 150 watts. EI consumo escalar de H* por

ATP se representa con la siguiente reaccion.

[Mg-ADP] + PO,*"+ H" =[Mg-ATP-H]*

Este es un método simple que provee una medida real de la sintesis o de
hidrélisis de ATP. La técnica es por lo tanto, la ideal para determinar la velocidad
de hidrélisis de ATP y para efectuar estudios cinéticos de este proceso (Hipkins,
1986).

Para medir la inhibicion de la sintesis de ATP por un extracto o compuesto
determinado, se realiza la metodologia descrita pero se adicionan las muestras a
concentraciones en un rango de 12.5 a 150 ppm, y de ser necesario, se probaran
otras concentraciones por arriba o debajo de estos limites hasta encontrar la
respuesta notoria. Estas concentraciones se adicionan antes de ajustar el pH vy

agregar los cloroplastos.

6.8.- Medicién de la velocidad del transporte de electrones

La determinacion del flujo del transporte de electrones se llevo a cabo con
un electrodo tipo Clark conectado a un oximetro Modelo YSI (Yellow Spring
Instrumental),y un electrodo tipo Clark, en sus tres estados: basal, fosforilante y
desacoplado segun la metodologia descrita en la literatura (Morales Flores et al.,
2007). Para el transporte de electrones basal se agregaron 3 mL de medio de
transporte de electrones (Apéndice 2) a la cubeta de reaccion y 60 ug de Chl, se

iluminé por 3 minutos empleando una lampara de proyector de 150 watts.

Para determinar la velocidad de transporte de electrones por un extracto o

compuesto determinado, éste se adiciona a diferentes concentraciones (12.5 a
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150 ppm) hasta observar una respuesta significativa, después de agregar el medio

de transporte de electrones a la cubeta de reaccion.

6.9.- Germinacion in vitro de Physalis ixocarpa y Echinochloa crus-galli

Para la determinacion del efecto en la germinacién y el crecimiento
radicular en semillas de Physalis Ixocarpa y Echinocloa crus-galli, se escogieron
30 semillas por planta, s