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Introduccion

La ciencia de la maleza o Malherbologia es la ciencia que estudia la biologia, ecologia y
manejo de malas hierbas o maleza. De acuerdo con la mayor parte de la literatura, se puede
definir a la maleza como “una planta que crece en un momento y en un lugar no deseado”.
La Sociedad Americana de la Ciencia de la Maleza 0 WSSA, por sus siglas en inglés, las
define como una planta que causa pérdidas econdmicas o dafio ecoldgico, ocasiona
problemas de salud a los humanos o animales o no es deseada en el lugar en donde esta
creciendo (WSSA, 2022).

Las malezas ocasionan pérdidas directas a la produccion agricola con variaciones regionales
muy grandes que, en México, son dificiles de estimar, debido a la falta de estadisticas, sin
embargo, se acepta que es uno de los principales factores que reducen el rendimiento agricola
(Zita, 2021). Desde la invencién misma de la agricultura, el hombre ha tratado de disminuir
las densidades poblacionales de estas plantas, para lo cual ha desarrollado una serie de
metodologias, que van desde el arranque manual hasta el uso de sistemas inteligentes.

La clasificacion de los métodos de control varia segun el autor consultado, algunos los
clasifican como preventivos, curativos y culturales (Barberi, s.f.), otros en manual, mecanico
y quimico (Gémez J. , s.f.) o como menciona Rosales (2006) mecanicos, culturales,
biologicos, quimicos o con la integracion de varios de ellos.

En este escrito nos referiremos solamente al control quimico. El control quimico de malezas
se define como la disminucion de las poblaciones de maleza mediante el uso de sustancias
quimicas que inhiben o interrumpen el crecimiento y desarrollo de esas plantas, estas
sustancias fitotoxicas se conocen con el nombre de herbicidas.

Los herbicidas se usan extensivamente en la agricultura, la industria y en zonas urbanas. En
la agricultura, los herbicidas han sido una herramienta importante para el manejo de maleza
por muchos afios. Desde su desarrollo y utilizacion en la década de los afios cuarenta, los
herbicidas han sido cada vez mas sofisticados en cuanto al espectro y duracidn del periodo
de control. Su uso correcto, proporciona un control eficiente de maleza a un bajo costo
(Kansas State University, 2012).

Por otro lado, si no se aplican correctamente, pueden causar dafos a las plantas cultivadas,
al medio ambiente e incluso a las personas que los aplican. Aunque los herbicidas son
aplicados extensivamente, son probablemente el componente menos entendido de un sistema
de manejo integrado de maleza (Baumann, Dotray, & Prostko, 1998).



Aunado a lo anterior, el uso inadecuado de herbicidas ha conllevado una presidn de seleccion
en las poblaciones de plantas provocando lo que se conoce como resistencia. EI nimero de
biotipos de malezas resistentes a herbicidas ha ido en aumento desde el primer caso reportado
en 1957, cuando se describi6 un biotipo de zanahoria (Daucus carota) con resistencia al 2,4-
D, posteriormente, a mediados de los afios setenta mas casos de resistencia fueron surgiendo
y desde entonces, la resistencia se ha convertido en un constante problema creciente en todo
el mundo (Beffa, Menne, & Kdcher, 2019).

Actualmente estan reportadas 267 especies (de las cuales 154 son dicotiledéneas y 113
monocotiledoneas) de maleza con uno 0 mas biotipos resistentes a 164 herbicidas, reportadas
en 96 cultivos localizados en 71 paises (Heap, 2022).

En el caso de nuestro pais, la disponibilidad de herbicidas no es tan amplia como en otras
partes del mundo. A nivel global se reconocen 358 ingredientes activos y 26 mecanismos de
accion, mientras que en México solamente disponemos de 103 ingredientes y 13 mecanismos
de accion (HRAC, 2022c; Umetsu & Shirai, 2020).

Considerando las problematicas mencionadas, es evidente la importancia de la clasificacion
por mecanismos de accion, ya que esto ayudara a entender las causas detras del desarrollo de
resistencia (Sherwani, Arif, & Khan, 2015), asi como la apropiada eleccion y rotacion de
herbicidas, la implementacion de estrategias contra la resistencia y un mejor diagnostico de
sintomas de dafio herbicida en las plantas.

La fuente principal de informacion acerca de cudles, cuantos, y quién comercializa los
herbicidas que hay en el pais, recae en la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS), sin embargo, su portal no se actualiza con la celeridad que los
usuarios quisieran.

El presente trabajo pretende ser una fuente de consulta actualizada y de calidad de los
herbicidas de uso en México, sin embargo, dada la complejidad del tema se incluiran
solamente los herbicidas pertenecientes al grupo de activacion por luz o generadores de
Especies reactivas de oxigeno (ROS) y disponibles en el portal de COFEPRIS.

Es importante recalcar que no en todos los paises existe la misma disponibilidad y/o
aprobacion para el uso permitido de todos los herbicidas, por lo que es necesario adaptar la
informacion de acuerdo con la normatividad y el mercado nacional.



Se incluye un primer capitulo de generalidades de herbicidas y sus sistemas de clasificacion,
en el segundo capitulo se hace una exhaustiva y actualizada revision bibliogréfica sobre los
mecanismos de accion de los herbicidas agrupados como generadores de ROS. Finalmente,
en el capitulo 3 se concentran los herbicidas de uso en México ordenados por mecanismos
de accion y siguiendo la clasificacion actualizada de la Sociedad Americana de la Ciencia de
la Maleza (WSSA por sus siglas en inglés) y el Comité de Accidn de Resistencia a Herbicidas
(HRAC, también por sus siglas en inglés).



Objetivos

Objetivo general

Generar una fuente de informacion actualizada, en espafiol y de calidad de los herbicidas de
uso en México pertenecientes al grupo de activacion por luz o generadores de ROS.

Objetivos especificos

e Caracterizar los herbicidas registrados ante COFEPRIS.

e Investigar las fuentes de informacion disponibles sobre los mecanismos de accion de los
herbicidas permitidos en México.

e Recopilar la informacién suficiente y actualizada para presentarla en espafiol con el fin

de desarrollar una fuente de consulta confiable.



Resumen

La efectividad del control quimico de malezas recae en gran parte en la comprension de su
mecanismo de accidn, sin embargo, actualmente las fuentes de informacién disponibles en
espafol y acordes a la normatividad mexicana son escasas y/o desactualizadas. Ante tal
problematica, la solucién y consecuente objetivo del presente trabajo es: crear una nueva
fuente de informacion vigente y en espafiol. Es asi que posterior a la delimitacion del
proyecto a los herbicidas generadores de ROS permitidos en México, se llevd a cabo la
investigacion pertinente para la creacién de la presente tesis. En ella se encuentran las
descripciones de los grupos 5, 6, 10, 13, 14, 22 y 27 de acuerdo a la clasificacién del HRAC
y la WSSA, en ellas se abarca la aplicacién, el mecanismo de accién detallado y algunos
casos de resistencia de cada uno. Se pretende que este trabajo sirva como material académico

de calidad, asi como una fuente de consulta para una aplicacion herbicida informada.

Palabras clave: Herbicidas, Mecanismo de accion, ROS.



Capitulo 1. Generalidades sobre herbicidas

Como se menciona en la introduccion, la finalidad de este capitulo es dar al lector una serie
de conceptos basicos y actualizados referentes al control quimico de malezas, los herbicidas
y la forma en que éstos actlian en las plantas. De acuerdo con la Sociedad Americana de la
Ciencia de la Maleza, un herbicida se define como una sustancia quimica o un organismo
bioldgico cultivado usado para suprimir el crecimiento o matar plantas (WSSA, 2022).

1.1. Nomenclatura

La nomenclatura de los herbicidas consta de tres nombres: quimico, comin y comercial. El
nombre quimico describe la composicién quimica del compuesto, por ejemplo: 3',4'-
Dicloropropionanilida. EI nombre comin es generalmente el mas conocido y usado en las
publicaciones, ejemplo: Propanil. Esta aprobado por autoridades apropiadas, incluyendo el
Instituto Britanico de Estandares (BSI), la Sociedad Americana de Ciencia de Malezas
(WSSA) vy la Sociedad Internacional para la Estandarizacion (1SO). Asi, por ejemplo, el
nombre comercial " HERBIRICE " es el que se usa con los propositos de mercadeo y registro
de la patente del producto. La compafiia que desarrollo el producto tiene el uso exclusivo del
mismo durante los 17 afios que siguen a la aprobacion de la patente (Caseley, s.f.).

1.2. Clasificacién de herbicidas

Los herbicidas pueden ser clasificados de acuerdo con varios criterios (Tabla 1), siendo los

mas comunmente usados: época de aplicacion, selectividad, tipo de movilidad en la planta,
familia quimica y modo y mecanismo de accion. Sin embargo, la clasificacion més util de
los herbicidas es por su modo de accion (Duke & Dayan, 2001; Beffa, Menne, & Kdcher,
2019).

Tabla 1. Ejemplos de clasificacion de herbicidas

Preemergentes
Epoca de aplicacion Postemergentes
Presiembra
. De contacto
Movilidad en la planta o
Sistémicos
Mecanismo de accion 26 mecanismos de accién

50 familias quimicas conocidas y 13
con un solo elemento

Selectivos
No selectivos

Familia quimica

Selectividad




Cuando salieron al mercado los primeros herbicidas, debido a la poca cantidad que existia,
no era necesario un sistema de clasificacion, pero, al pasar los afios cada vez fueron més los
herbicidas sintetizados, sobre todo en la década de los afios 70. Dada la diversidad de
estructuras quimicas, usos, formulaciones, marcas, etc, -surgio la necesidad de elaborar un
sistema de clasificacién que no se basara en los nombres de los productos (puesto que habia
muchos con nombres distintos pero que contaban con los mismos ingredientes activos) sino
uno que se enfocara en los efectos que éstos tenian sobre las plantas (Plant and Soil Sciences
eLibrary, s.f.). Ademas, la creciente aparicion de biotipos resistentes hace necesaria una
rotacion de ingredientes activos con mecanismos de accion diferentes (Székéacs, 2021).

Se han desarrollado varios sistemas de clasificacion a través de la historia, Retzinger y
Mallory-Smith (1997) mencionan que fue desde 1991 que cientificos canadienses crearon
una clasificacion que estandarizé los grupos herbicidas, ahi enlistaron cada herbicida, el
grupo (numérico) al que pertenecian, las especies arvenses cuya poblacién presentaba
resistencia y recomendaciones para retrasar la aparicion de resistencia en las malas hierbas.
Maés tarde fue en Australia, a principios de 1994 en donde se requirio que a todos los registros
herbicidas se les asignara un grupo alfabético por modo de accion con el fin de evitar
confusidn con las designaciones numéricas que se usaban en el pais para sustancias toxicas.

En 1995, en una reunion organizada por la WSSA, el Comité de Resistencia a Herbicida
encargo la redaccion de un sistema de clasificacion que se basara en los ya existentes sistemas
canadiense Yy australiano. Esta clasificacion unificada fue revisada por expertos en malezas
en Estados Unidos, Canada, Europa y fue desarrollado con la cooperacion del Comité de
Accion Contra la Resistencia a Herbicidas (HRAC), fundado en 1989 por representantes
técnicos de la industria agroguimica con el objetivo de desarrollar un plan de gestion que
abordara la resistencia a los herbicidas. Cabe resaltar que en ese entonces las clasificaciones
de la WSSA y el HRAC diferian en la designacion de los grupos (Retzinger & Mallory-
Smith, 1997). Fue asi como durante varios afios fueron tres los sistemas de clasificacion
predominantes: el australiano, el de la WSSA y el del HRAC.

El uso de diferentes numeraciones Yy letras entre los sistemas de clasificacion provocaban a
menudo confusiones y malos entendidos a nivel global, por lo que fue creado un sistema
alfanumérico comun que permitiera un mejor entendimiento de las diferencias entre las clases
moleculares y que a la vez, fuera mas facil de entender (Menne & Kdécher, 2011).

Actualmente a nivel global se ha homogenizado un sistema de clasificacibn numérica
(HRAC, 2022a) resultado de un consenso global por parte del HRAC (tanto global como
regionalmente), miembros de la organizacién CropLife (internacional y Australia) y algunas
sociedades de malezas (tal como la WSSA) con la finalidad de promover la adopcion de
practicas responsables de manejo de la resistencia (HRAC, 2022b) y se ha elaborado un
“mapa” (Figura 2 y Tabla 2) en el que se puede apreciar que el sistema de clasificacion no



solo muestra los sitios de accion de cada ingrediente activo, sino también las familias
quimicas a las que pertenecen (Menne & Kdécher, 2011).

En esta nueva clasificacion los herbicidas se agrupan en tres grandes rubros de acuerdo con
el proceso metabolico que afectan:

1)  Aquellos herbicidas que mediante la activacién por luz actian mediante la generacién
de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS).

2)  Los que causan dafio u ocasionan alguna interrupcién en el metabolismo celular.

3)  Los que interfieren en los procesos de division celular y/o el crecimiento de la planta.
(Ver Figura 1 y Tabla 2).

Cloroplasto
Microtubulos e B

"

Transporte de
hormonas: 19

I

Nucleo

Figura 1. Sitios de accion de los modos de accion herbicidas. Nota: Elaboracion propia a partir del
mapa de HRAC (2022d).



"(pZ202 ‘OWVYHH) :81Usn4 "SepIdigJay UQIooe ap SOpOL SO| ap UQIdealyise|d ap edely “Z eanbiq

W02 [2qO|BIIY MMM I2 papeckwop aq ued Jaisod sijo Adoo 22y g s
iepep oL 2 D U4 dHO

asepfa suadood o ucgany, g4 3 sEoWeUmgY ¢ G vasers, asephy auadoak
NS oddownaw 3 n 4o uoniqiyu|
. osayuls YOO UMW B B a

s oz o

£ n, T

AUNICAUY DUIE J0 UOIGIL]
= 5
weSpOMpEAE RIS D o6 aseyuhg sjeosaydoiphyig aseuaboipAyaq .
b ’ Jouopiquyuy 2JE101004pAYIQ Jo UORIGIU saphosRY KuaugN
agooaniyp puegguy, Y - SAUOUIPHOZEXOS|
TcicH # ey 1] & ¥
sadnooun W 14
wjEb s PR Y 6 anquenwpung M€ aseyjuks apeydsoyq
WS WIPRISd O 44 SWOW 8 z asojnjAx-q-Axoaq Jo uoniqIyu| &

‘SIUQUHOGSUER UXTY d 8 oSeOOV O UoRqY Y '

aseinjesag
ausoyfyd jo vomaqiyu; K4
aseyufs ajeydsoydiq aseuabixoiq ajeanslg 1
‘saeuoidoxd-Axouaydroikry Msauejos jo uoniqiu a3 IAuaydAxoipAH jo uopiqiyul

s sauouljozeuHU-N

‘ SAOOZRIPEXOHUN N

aselajsuelyifsaueios €€ @
ajespuabowoH Jo uopiaiyul

@ UOISIoNd
uojdd|3 | Sd
SAUOPAUEXYOAD @ SPpeJANeoHd

asesa)ssoy| sisaujuAs pioy Aned aselixoqie) o9 asejayuis asepixQ uabouukydiodojoid
PIoy Aied jo uoiqiyu| E ureyg-Buot Aisp jo uomaquuy o8 1fzay Jo vopiaiyul [ auweinig Jo uoniqyul Jdd Jouopiqyu; fedd

aseujufs sjeydsoyd jewniiys asejeydsoyd uisjoid [ sisauus I8
1ianiAdiouz jo uoniqiyu| 3UJUC3.YL 3L JO UORIAIYU] asoln20 Jo uopiqIyu] a

uopay jo
3POI UMOUUN

sioyauyuy
Jodsues) uxny w saeifxoqr-Axouayd

sajeifxoqe>-aulpliAd

@ 2 2dk) - suipuuAdojozen . 1 2df - aujpjwifdojozelsy
@ s— Uy sauoujozelL
siaidnodun a

S1apuld 51z
auIplsiH ‘a

sauourzey)

(S13puIq 612 UIPHSIY-UOU J3UI0
pue) siapuiq y9z 2uuas 1o [
yezueBio ~ W aseuiuks o010y 11 Sd 3 SISayauAS0I0Ud 4O UORIGIYY]
anqmoson o uopiaiyul R4 Jouopaiyul k3 Jo uopqIyu|

UIMOI9 pUE UOISIAI] 118D wsljogejon Jejniied .SOY JO UoneAndy Jybi

JILLIWWOD

o Kb 2207 UONeIYISSE|) UOIIY JO 3PN IVEH

3Q1219¥3H



Tabla 2. Clasificaciéon de herbicidas por mecanismos de accidn de acuerdo con el HRAC

Metabolismo celular

Clasificacion : -,
- Mecanismo de accion
numerica
1 Inhibicién de la ACCasa
2 Inhibicidn de la Acetato lactato sintasa
9 Inhibicion de la EPSPS (5-enolpiruvil shikimato 3-fosfato sintetasa)
15 Inhibicién de la sintesis de acidos grasos de cadena muy larga
18 Inhibicién de la Dihidropteroato sintasa
28 Inhibicién de la dihidro-orotato deshidrogenasa
29 Inhibicién de la sintesis de celulosa
30 Inhibicidn de la tioesterasa de &cidos grasos
31 Inhibicidn de serina treonina proteina fosfatasa
Division celular y crecimiento
3 Inhibicion del ensamblaje de los microtubulos
4 Imitadores de auxinas
19 Inhibicidn del transporte de auxinas
23 Inhibicién de la organizacion de los microtubulos
24 Desacopladores
0 Modo de accion desconocido
Especies reactivas de oxigeno
5 Inhibicidn de la fotosintesis a nivel del Fotosistema I1- Histidina 215
6 Inhibicidn de la fotosintesis a nivel del Fotosistema I1- Serina 264
10 Inhibicidn de la glutamino sintetasa
12 Inhibicion de la Fitoeno desaturasa
13 Inhibicién de la Desoxi-D-Xilulosa-Fosfato-sintasa
14 Inhibicién de la Protoporfirinégeno Oxidasa
22 Desviadores de los electrones en Fotosistema |
27 Inhibicién de la Hidroxifenil piruvato dioxigenasa
32 Inhibicion de la solanesil difosfato sintasa
33 Inhibicion de homogenisato solanesil-transferasa
34 Inhibicién de la licopeno ciclasa

Fuente: (HRAC, 2022a)
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1.3. Modo de accion

El modo de accidn es la secuencia de eventos que ocurren desde la absorcion del herbicida
hasta la muerte de la planta. El modo de accion abarca la inhibicion, interrupcion, disrupcion
o mitigacion del crecimiento regular de la planta (Sherwani, Arif, & Khan, 2015) (Ver Figura
3). Los herbicidas con el mismo modo de accion tienen el mismo comportamiento de
absorcion y transporte, y producen sintomas similares en las plantas tratadas (Gunsolus &
Curran, 1999). Ademas, la clasificacion de los herbicidas seguin su modo de accién permite
predecir, en forma general, su espectro de control de maleza, época de aplicacion,
selectividad a cultivos y persistencia en el suelo (Ashton & Craft, 1981; Cobb & Reade,
2010), se distinguen siete grandes grupos, dentro de los cuales a su vez se incluyen uno o
mas mecanismos de accion.

€ —
=
S\l Aspersion Primer contacto

Pores

Ectodesmas  pigrioflicos Estomis
» Muerte de la s e O]
Absorcion |
planta E ¢

*Activacion

i
H
\”

Sitioo
mecanismo de Translocacion
accion

Figura 3. Representacidn esquematica del modo de accién de un herbicida.
1.4. Mecanismo de accion

El mecanismo de accién de un herbicida se define como la principal reaccién bioquimica o
biofisica que es afectada por el herbicida para dafiar a la planta tratada. Como se puede
observar en la Figura 3, el modo de accién incluye al mecanismo de accién. EI mecanismo
de accién comunmente incluye el bloqueo de algin proceso enzimatico vital para la planta.
Los herbicidas pueden funcionar de diferentes maneras en la planta, interfiriendo con algun
proceso esencial para el correcto crecimiento y desarrollo de la misma. Los herbicidas pueden
ser clasificados por su mecanismo de accion, con base en los sintomas provocados por éstos
en las plantas tratadas (Zita, 2012). En el caso de México, de los 26 mecanismos de accion
existentes, solo estan permitidos 16 (Tabla 3), de los cuales 8 pertenecen a la categoria de
activacion por luz.
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Tabla 3. Herbicidas permitidos en México ordenados por mecanismo de accion

Grupo No. de No. de No. de
HRAC . . - . empresas
Mecanismo de accion familias Ingredientes .
& uimicas Activos  comerciali-
WSSA q zadoras

Metabolismo celular

1 Inhibicion del acetil CoA carboxilasa 3 10 14

2 Inhibicion de la acetolactato sintasa 6 24 19

Inhibicion de la 5-enolpiruvil
shikimato 3-fosfato sintasa
Inhibicion de la sintesis de acidos

15 6 15 21
grasos de cadena muy larga

29 Inhibicion de la sintesis de celulosa 1 1 1

Division celular y crecimiento

0 Modo de accién desconocido 1 1 10

Inhibicion del ensamblaje de

3 o 2 5 23
microtdbulos

4 Irnlt’alglores de auxinas (Auxinas 4 9 42
sintéticas)

Procesos activados por luz que generan especies reactivas de oxigeno

5 Inhibicién del fotosistema Il: Serina 5 17 67
264

6 Inhibicién del fotosistema Il: Histidina ) 3 3
215

10 Inhibicién de la glutamino sintetasa 1 1 12

12 Inhibicién de la fitoeno desaturasa 1 1 1

13 Inhibicion _de la 1-Desoxi-D-xilulosa- 1 1 5
5-fosfato sintasa

Inhibicién de la protoporfironégeno
oxidasa (Protox)

29 Desw_adores de electrones en el 1 » 39
Fotosistema |

Inhibicién de la hidroxifenil piruvato

dioxigenasa (HPPD)

14

27 3 4 7

Nota: Se incluyen también las familias quimicas y nimero de empresas que los comercializan.

Fuente: Elaborado a partir de datos recopilados de COFEPRIS.
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Capitulo 2. Mecanismos de accion involucrados en la generacion de
especies reactivas de oxigeno

En este capitulo se iniciara definiendo y caracterizando las especies reactivas de Oxigeno y
su importancia en el metabolismo celular. Posteriormente, a partir de un esquema de la célula
vegetal se explican los procesos metabdlicos involucrados. Los herbicidas aqui enlistados
acttan en el cloroplasto por lo que se hace una descripcion de éste, sus estructuras y los
procesos metabolicos que en él se llevan a cabo. Se incluyen las 8 familias de venta en
México y por lo tanto registrados ante COFEPRIS.

2.1. Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

El oxigeno es el elemento mas abundante en la corteza terrestre y es indispensable para
mantener la vida en el planeta ya que forma parte de la estructura de todas las biomoléculas,
constituyendo una cuarta parte de todos los &tomos de la materia viva. Su forma diatémica,
molecular o basal (O2) es una molécula paramagnética (contiene dos electrones
desapareados) muy estable (esta caracteristica se debe a que tiene dos spins paralelos en los
electrones desapareados), por lo que no hace dafio a moléculas organicas (Chang, 2010;
Hajiboland, 2014).

Bajo condiciones normales, cerca del 90% del oxigeno consumido por los seres vivos es
usado a nivel mitocondrial en la cadena de transporte de electrones por medio de una
reduccién con cuatro electrones, esto aunado a la oxidacion nutrimental que resulta en la
produccidn de energia, didéxido de carbono y agua. Sin embargo, menos del 5% del oxigeno
consumido es reducido a través de una adicion individual de electrones que conduce a la
formacion de una serie de productos llamados colectivamente especies reactivas de oxigeno
0 ROS, por sus siglas en inglés, las cuales incluyen moléculas que pueden ser radicales libres
0 no (Lushchak & Semchyshyn, 2012).

Los radicales libres son aquellos atomos o moléculas con un electron desapareado en su
orbital externo, por lo que tienden a ser muy inestables, reactivos y capaces de producir
alteraciones quimicas. Pueden formarse de dos maneras: cuando un enlace covalente se
rompe y cuando un atomo o molécula acepta un solo electron transferido durante una
reaccion redox (Karp, 2010).

Las ROS son tdxicas debido a que son extremadamente inestables y reactivas, y para que se
formen son necesarios estimulos fisicos o quimicos. La activacién fisica del oxigeno toma
lugar mediante la transferencia directa de energia desde un pigmento foto-activado, en donde
el O absorbe suficiente energia y como resultado el spin de uno de sus electrones es
invertido. Cuando ocurre una transferencia de energia se forma el oxigeno singlete (*O2) que
es una especie reactiva altamente transferible a través de las membranas y es capaz de
reaccionar con diversas moléculas organicas (cuyos electrones se encuentran usualmente
apareados), dafiando asi al aparato fotosintético de las plantas (Hajiboland, 2014).
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Por otro lado, la activacion quimica o transferencia de electrones ocurre mediante una
reduccion univalente (adicion individual de electrones) del O2. Cuatro electrones (y cuatro
protones) son necesarios para la completa reduccion del O, hasta agua. Las tres formas
intermediarias de la reduccion del Oz incluyen a los radicales superéxidos (O%), al perdxido
de hidrégeno (H203) y al radical hidroxilo (OH") que son sus formas quimicamente reactivas
y bioldgicamente toxicas (Hajiboland, 2014; Pazmifio, 2009).

El superoxido es el primer producto de la reduccion del O, y puede ser sujeto a reacciones
tanto de oxidacion como de reduccidn y es capaz de reaccionar con otras moléculas para
producir otras especies reactivas o bien pueden ser dismutados a H>O. espontanea o
enzimaticamente (Arora, Sairam, & Srivastava, 2002).

El H>O2 opera como un oxidante o reductor en muchas reacciones celulares y a comparacién
del O%, el peroxido de hidrgeno es muy difusible en las membranas y puede inactivar
algunas enzimas sensibles directamente, incluso en concentraciones muy bajas. Si se
compara con otros ROS, el H>O> es de los méas estables y por lo tanto menos toxico. La
verdadera amenaza respecto al O% y el H2O- recae en la habilidad de ambos de generar
radicales hidroxilos altamente reactivos (Mgller, Jensen, & Hansson, 2007).

El OH" es el ROS mas dafiino en las células ya que provoca la oxidacion de varias moléculas,
siendo capaz de reaccionar con cualquier molécula biolégica de manera no especifica
(Mgller, Jensen, & Hansson, 2007).

La mayoria de los mecanismos celulares antioxidantes de defensa estan disefiados para
contrarrestar la produccion de OH" ya que son los miembros mas peligrosos de las ROS, sin
embargo, cuando se producen pueden ser neutralizados por antioxidantes de baja masa
molecular como el acido ascorbico, el tocoferol, glutation, acido Urico, carotenoides, etc.
Pero cuando cierta porcion de OH™ no es eliminada, muchos componentes celulares sufren
oxidacion (Lushchak & Semchyshyn, 2012).

Cuando las plantas se encuentran en condiciones fisiologicas normales, éstas producen ROS
naturalmente por el metabolismo celular en los organelos como el cloroplasto (durante la
fotosintesis), la mitocondria (fotorrespiracion) y peroxisomas (respiracion) (Ver Figura 4).
Generalmente las ROS fungen como oxidantes de proteinas y lipidos que cambian su funcion
mediante la liberacién de compuestos activos que regulan la fotosintesis, la senescencia
floral, generacion de polen y formacion de raices y pelos radiculares (Dietz, Mittler, &
Noctor, 2016).
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Figura 4. Algunas de las multiples funciones reguladoras de las ROS en plantas. Nota: Adaptado de
Dietz et al., 2016 (p. 1536).

Es asi que las ROS tienen multiples funciones dentro de los sistemas biolégicos, las cuales
pueden clasificarse en cuatro grupos:

1) Sefializacion. Diferentes tipos de ROS generan sefiales sistémicas en las plantas en
respuesta al estrés biotico y abiotico, como el oxigeno singlete que tiene un rol importante
en la mediacion de las respuestas a diferentes sefiales celulares y subcelulares (Dietz, Mittler,
& Noctor, 2016).
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2) Defensa contra infecciones. Generan una respuesta ante el estrés abiotico y la presencia
de patdgenos (Dietz, Mittler, & Noctor, 2016).

3) Modificacién de moléculas. Estas modificaciones no necesariamente resultan en un
deterioro en los componentes celulares, en algunos casos regulan sus funciones (Lushchak &
Semchyshyn, 2012).

4) Dafio a constituyentes celulares. El efecto que se genere dependeré del tipo de ROS vy la
molécula con la que interactue. Usualmente, bajas concentraciones de ROS se relacionan a
la comunicacion intra e intercelular por medio de vias especificas, mientras que altas
concentraciones estan implicadas en dafios a componentes celulares. Sin embargo, debe
tomarse en cuenta que el resultado de dicha interaccién depende no de la concentracion de
las ROS, sino de la posibilidad que tienen de interactuar con ciertos componentes celulares
(Lushchak & Semchyshyn, 2012).

En condiciones normales las ROS son eliminadas eficientemente por la planta por medio de
diferentes sistemas antioxidantes que se encuentran localizados en distintos compartimentos
celulares (Alscher, Donahue, & Cramer, 1997). Esta red de defensa compuesta de un sistema
antioxidante enzimatico actua de dos formas: 1) A través de una reduccion en la produccion
de ROS mediante diversos procesos como adaptaciones fisioldgicas, reorganizacion del
aparato fotosintético, supresion de la fotosintesis, accion de enzimas desviadoras de
electrones, etc. (Mgller, 2001; Mittler, 2002; Peralta & Volke, 2012) y 2) Eliminacion de
ROS llevada a cabo por moléculas y enzimas antioxidantes (Peralta & Volke, 2012). Un
ejemplo de accion contra las ROS es la accion de la enzima superoxido dismutasa (SOD), la
cual se encuentra en una de las primeras lineas de proteccion regulando la peroxidacion
lipidica e inhibiendo el dafio provocado por las ROS en el sistema de membrana (Zandalinas,
Mittler, Balfagon, Arbona, & Gdémez-Cadenas, 2018).

Sinembargo, el equilibrio que existe entre la produccién y la eliminacién de ROS en la planta
puede ser alterado por aspectos ambientales externos bidticos o abidticos que provocan
estrés, como pueden ser la sequia, bajas temperaturas, salinidad, presencia de metales
pesados, moléculas herbicidas, entre otros, provocando que los niveles de concentracion de
ROS se eleven rapidamente (Pazmifio, 2009).

2.1.1 Efectos adversos en las plantas

Aunque una cantidad balanceada de ROS es importante para el metabolismo bioquimico y
fisiologico de las plantas (Grene, 2002), se ha reportado que, como respuesta a su incremento
frente a algln estrés biotico o abidtico, las ROS son la causa clave del dafio celular
(Esfandiari, Shekari, Shekari, & Esfandiari, 2007; Gara, de Pinto & Tommasi, 2003). Cuando
se presenta este aumento de ROS, se produce un estrés oxidativo, el cual puede definirse
como el efecto toxico provocado por especies quimicas altamente reactivas (Peralta & Volke,
2012) y que a nivel molecular provoca una disrupcion estructural y funcional en proteinas,
acidos nucleicos, lipidos, carbohidratos, etc., lo que provoca la desnaturalizacion de proteinas
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y peroxidacion lipidica (Quiles & Lopez, 2004), causando la oxidacion de componentes
celulares, interferencia con las actividades metabdlicas y afectando la integridad de los
cloroplastos (Liu, Zhou, & Bao, 2018).

Las membranas son el sitio primario de dafio celular (Candan & Tarhan, 2003), ya que las
ROS reaccionan con &cidos grasos insaturados causando la peroxidacién de la doble
membrana lipidica en las estructuras intercelulares y celulares (Esfandiari, Shekari, Shekari,
& Esfandiari, 2007). El dafio celular consecuentemente provoca una fuga de su contenido,
una rapida desecacion e inevitablemente la muerte (Janda, Hidega, Szalai, Kovacs, & Janda,
2012), mientras que el dafio intracelular afecta la actividad respiratoria en la mitocondria y
causa una pérdida de pigmentos en el cloroplasto (Dietz, Mittler, & Noctor, 2016; Huang,
Van Aken, Schwarzlander, M., & Millar, 2016).

2.2. Estructuray funcion de los cloroplastos

La fotosintesis se puede definir como un proceso fisiologico llevado a cabo por determinados
organismos Vivos autotrofos (también Ilamados fotoergonicos o fotosintéticos) que son
capaces de absorber y utilizar la energia luminosa (Azcon & Talon, 2013; Mukherji & Ghosh,
2018; Ruban, 2014). En este proceso se distinguen dos fases: la fase luminosa, de
fotoabsorcion o reaccion de Hill y la de fotoasimilacion, oscura, ciclo de Calvin-Benson o
ciclo de la reduccion fotosintética del carbono (CFRC).

El proceso de fotosintesis se lleva a cabo de principio a fin en el cloroplasto, un organelo
citoplasmatico semiauténomo de arquitectura compleja. El cloroplasto tiene una forma
lenticular/ovalada con una longitud de aproximadamente 4-10 um (Mukherji & Ghosh,
2018). En las hojas se encuentran alrededor de 100 cloroplastos en cada célula mesofilica,
convirtiéndolas en los oOrganos con mayor actividad fotosintética (Woodson, 2016).
Encontramos tres regiones principales en el cloroplasto.

2.2.1. Membrana o envoltura: Los organulos del cloroplasto se separan del citosol mediante
una doble membrana (una interior y otra exterior) que crean un espacio cerrado o vesicula.
La membrana interna es selectivamente permeable y estd conectada con un sistema
membranoso del interior cloropléastico (membranas tilacoidales), la membrana externa por su
parte es bastante mas permeable (debido a la presencia de la proteina porina) y regula la
entrada de intermediarios de carbono, moléculas reductoras y adelinatos al cloroplasto, al
mismo tiempo que retiene almidones para su disolucion en la noche (Azcon & Taldn, 2013;
Mukherji & Ghosh, 2018).

2.2.2. Estroma: Es una matriz acuosa, proteinica e hidrofilica que ocupa el mayor volumen
del cloroplasto y consiste en alrededor del 50% de ribulosa 1,5-bifosfato
carboxilasa/oxigenasa (RuBisCQO). Contiene las enzimas solubles para el metabolismo,
sintesis de proteinas y almacenamiento de almidon, junto con el aparato biomolecular que
realiza la segunda fase de la fotosintesis, incluyendo la via de fijacién del CO2. En el estroma
estan contenidos ribosomas unidos a la superficie externa de las membranas tilacoidales. El
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estroma también contiene moléculas de ADN circulares (Azcon & Talon, 2013; Mukherji &
Ghosh, 2018).

2.2.3. Tilacoides 0 membranas tilacoidales: Constituidos por biomembranas, los tilacoides
son una especie de disco o vesicula aplanada que apilados uno arriba del otro forman lo que
se conoce como grana (granum en plural). Estas membranas lamelares altamente organizadas
contienen los pigmentos fotosintéticos involucrados en la captura y transduccion de la
energia. Los cloroplastos de las plantas superiores contienen tilacoides de dos tamafios:
tilacoides del estroma (los mas grandes) o lamelas estromaticas que son laminas simples y
tilacoides de grana (méas pequefios) o lamelas grana que son apilamientos de muchas laminas
a modo de discos. Las lamelas grana y estromatica dejan un espacio interior acuoso separado
del espacio general del cloroplasto llamado lumen, en él se lleva a cabo la fot6lisis del agua.
Pueden haber de 40 a 60 grana por cloroplasto y usualmente entre 5 a 20 tilacoides por
granum. Los tilacoides se encuentran conectados entre si por medio de estructuras tubulares
que forman un compartimento continuo, a estas conexiones tubulares se les llama estroma
lamelar (Azcdn & Talén, 2013; Mukherji & Ghosh, 2018). Dentro de la membrana tilacoidal
se encuentran los sistemas de pigmentos y portadores de electrones que Ilevan a cabo la fase
luminosa de la fotosintesis (Ver Figura 5) (Mukherji & Ghosh, 2018).

Membrana Interna Plastoglébulo Plastorribosoma

Espacio Intermembrana

Membrana Externa

Granum

DNA
Cloroplastico

Estroma
(pH Alto)

Tilacoide
de los grana

Membrana del Tilacoide

Espacio Intratilacoidal
(pH Bajo)

Espacio
Intratilacoidal

Figura 5. Estructura del cloroplasto. Nota: Adaptado de Miguelsierra, 2008.
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2.2.4. Fotosistemas: Son unos complejos proteinicos membranales compuestos de maltiples
subunidades (Gao, Wang, Yuan, & Feng, 2018). Se pueden encontrar dos tipos de
fotosistemas en las plantas: el fotosistema | (PSI), localizado en la lamela estromética del
tilacoide y el fotosistema 11 (PSII), que se encuentra en la lamela grana (Albertsson, 2001;
Dekker & Boekema, 2005). Cada fotosistema incluye un centro de reaccion y un complejo
antena respectivamente.

Como parte del PSII encontramos a dos proteinas de union a la clorofila denominadas D1 y
D2, ambas constituyen el ndcleo del centro de reaccion Peso del fotosistema (Blankenship,
2014). De la misma manera, también encontramos al complejo generador de oxigeno o
complejo de divisién del agua (OEC, Oxygen-Evolving Complex), que lleva a cabo la
fotolisis del agua, estd formado por un clister de cuatro atomos de manganeso y uno de calcio
(Mn4CaOs) (Martinez, 2021). La estructura de este cluster permite que los cuatro electrones
extraidos de la molécula de agua y que eventualmente producen O, sean aceptados por los
atomos de Mn, cambiando su estado de oxidacion de manera ciclica (Damian, Rivera,
Lizarraga, & Vazquez, 2021).

Por otro lado, el PSI esta conformado por su centro de reaccion P700, que a su vez consta de
dos subunidades (PsaA y PsaB) y es el encargado de coordinar a la mayor parte de los
elementos que participan en la transferencia de electrones en el fotosistema: el par de
clorofilas P700 (AO y Al), las filoquinonas y el centro sulfoférrico (Fe-S). En el centro de
reaccion P700 tres subunidades hidrofobicas (PsaC, PsaD y PsaE) se encuentran adheridas
del lado que esté en contacto con el estroma, al mismo tiempo, en la PsaC residen dos centros
Fe-S tipo [4Fe-4FS] (Fa y Fb), completando la cadena de trasporte de electrones. Por otro
lado, la parte del PSI en contacto con el lumen contiene el sitio de union de los acarreadores
de electrones, el cual es mediado tanto por el citocromo C6 como por la plastocianina (Pc),
esta Ultima se une con el PSI mediante interacciones hidrofébicas con PsaA y PsaB (Caspy,
Borovikova, Klaiman, Shkolnisky, & Nelson, 2020).

2.2.5. Complejos antena: Tambien llamados complejos cosechadores de luz LHCI y LHCII
(por sus siglas en inglés), se encuentran en las plantas superiores como antenas periféricas
asociadas con los fotosistemas | y 11, respectivamente (Croce & van Amerongen, 2014). Es
a través de esta serie de complejos conformados por proteinas y pigmentos (clorofila y
carotenoides) que se lleva a cabo el primer paso de la fotosintesis al absorber los fotones.
Cuando la clorofila recibe la energia luminica, su estado basal pasa a un estado
energéticamente mas alto o excitado, transfiriendo la energia que obtuvo al centro de reaccion
y regresando a su estado basal, de igual manera los carotenoides ayudan a disipar esta energia
(Anzalone, 2007).

La migracion de los complejos antena entre los fotosistemas en la membrana del tilacoide es
esencial para el balance de la energia excitada entre los fotosistemas (Minagawa, 2013).

19



2.2.6. Centros de reacciéon (CR): Consisten en unos complejos de pigmentos y proteinas
que convierten la energia de excitacion de los fotones en energia quimica potencial (Olson
& Blankenship, 2004) (Ver Figura 6). Al PSI le corresponde el centro de reaccion Pzqo
(debido a su pico de absorcién de 700 nm), mientras que el centro de reaccion del PSlI es el
Psso (con un pico de absorcion de 680 nm) (HyperPhysics, 2022).
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Figura 6. Esquema que integra los dos componentes del fotosistema (antena y centro de reaccion).
Nota: Adaptado a partir de Azcony Taldn, 2003 (p. 193).

La energia solar es capturada por los complejos antena y rapidamente transferida a los centros
de reaccion de los fotosistemas para impulsar la separacion de carga transmembranal
(Pessaeakli, 2005).

2.2.7. Citocromo y ATP sintasa: Los citocromos son mayormente responsables de la
transferencia de electrones liberada de los procesos primarios en los centros de reaccion. El
Cytb6f es un complejo dimérico intrinseco a la membrana tilacoidal y es esencial para las
cadenas de transferencia de electrones tanto fotosintéticas como respiratorias (Berry, Lee,
Huang, & Daldal, 2009). Durante la transferencia de electrones de la fotosintesis el Cytb6f
recibe electrones por parte del PSIl mediante el plastoquinol y los transfiere al PSI
reduciendo a la plastocianina o al CytC6. Esto resulta en una liberacion de protones en el
lumen, generando un gradiente electroquimico a través de la membrana (Shikanai, 2014).

La ATPasa es un complejo proteinico grande que cataliza la sintesis de ATP con ADP y
fosfato inorganico impulsado por el gradiente de protones generado en la membrana durante
la transferencia de electrones. Las ATPasas estan localizadas en la membrana tilacoidal del
cloroplasto. Junto con la reduccion del NADP™, también se genera ATP (dicho proceso
también requiere de energia) (Mukherji & Ghosh, 2018).
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2.2.8. Procesos metabdlicos en el cloroplasto
2.2.8.1. Fotosintesis
2.2.8.1.1. Fase de fotoabsorcion o reaccion de Hill

La fase de fotoabsorcion radica en la transformacion de la radiacion fotosintéticamente activa
(PAR del inglés Photosynthetically Active Radiation) en energia electroquimica. El proceso
energético esencial es la reduccion del nicotiamida-adenina dinucleotido fosfato (NADP)
por electrones provenientes de la molécula del agua con la energia obtenida de la luz solar
(Azcon & Talon, 2013).

Estas reacciones primarias de la fotosintesis estdn mediadas por una serie de complejos
fotosintéticos incrustados en la membrana del tilacoide del cloroplasto. Estos complejos se
clasifican de acuerdo con sus funciones: los fotosistemas, los complejos antena cosechadores
de luz, los centros de reaccién, el complejo citocromo bef (Cytbef) y la enzima ATP sintasa
(ATPasa); todos funcional y estructuralmente vinculados en orden a través de la cadena de
transporte de electrones (Pessaeakli, 2005).

Del rompimiento de la molécula de agua llevado a cabo por un conjunto de manganeso (Mn)4
(Barber, 2017) se obtiene una molécula de oxigeno, cuatro iones hidrogeno (o protones) y
cuatro electrones (Ver Ecuacion 1).

20,0 ~*"W _, 0, + 4H* + 4e-

Ecuacion 1. Reaccion de la oxidacion del agua. Nota: Adaptado de Barber, 2017 (p. 1).

2.2.8.1.2. Fotoasimilacion o Ciclo de Calvin

Esta etapa se desarrolla en el estroma del cloroplasto a traves del ciclo de Calvin-Benson, en
donde el ATP y NADPH (producidos durante la fase luminosa) son usados para la fijacion
del carbono y la produccién de carbohidratos (Cortassa, Aon, Iglesias, Aon, & Lloyd, 2012;
Iglesias & Podesta, 2005; Rochaix, 2011). Esta ruta se compone de tres fases:

Carboxilacion

Se refiere a la incorporacion del COz en la RuBP, este proceso se desarrolla en cinco pasos,
todos catalizados por la enzima ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO).
Se lleva a cabo la incorporacion de tres moléculas de CO; a tres moléculas de RuBP y se
obtienen seis moléculas de 3-PGA.

Reduccion del carbono fijado a hidratos de carbono, que requiere energia en forma de ATP.
Las moléculas de 3-PGA son fosforiladas (con el consumo de una molécula de ATP por cada
una de 3-PGA) en una reaccion catalizada por la GPA quinasa. De las seis moléculas de 1,3-
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bisfosfoglicerato (1,3-BPG) originadas son reducidas a gliceraldehido 3-fosfato (GAP) por
la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, que consume poder reductor en forma de
NADPH. Una de las moléculas GAP formadas es utilizada para la sintesis de carbohidratos
(principalmente sacarosa y almidon) mientras que el resto participan en la regeneracion de
RuBP.

Regeneracion de la RuBP

La fase de regeneracion de RuBP esta compuesta por una secuencia de interconversiones
entre moléculas de azlcares fosfato (que tienen de tres a cinco atomos de carbono) en donde
es necesaria la interconversion de GAP en dihidroxiacetona fosfato (DHAP) mediante la
enzima triosa fosfato isomerasa. A partir de cinco moléculas de GAP y después de un
conjunto de reacciones se obtienen tres moléculas de ribulosa 5-fosfato, las cuales son
fosforiladas (con gasto de ATP) por la fosforribuloguinasa para generar tres moléculas de
RuBP que vuelven de este modo, al comienzo del ciclo.

Los pasos que componen este ciclo pueden concretarse en la siguiente expresion:
6 CO, +6 H,0+6 RuBP+12 NADPH+18 ATP—-60, +RuBP+1 GAP+ 1 DHAP
+12 NADP" +12 H* +18 ADP+16 P,

Ecuacion 2. Reaccidn global del Ciclo de Calvin.

A partir de los compuestos obtenidos en la fotoasimilacion se sintetizan la sacarosa y el
almiddn que se consideran los principales productos finales de la fotosintesis. La sintesis de
sacarosa tiene lugar en el citosol y se lleva a cabo a partir de triosas fosfato sintetizadas en el
cloroplasto y exportadas al citosol a través de un transportador localizado en la membrana
interna del cloroplasto llamado translocador de fosfato (hnombrado asi ya que también facilita
la entrada del fosforo inorganico procedente del citosol, asi como la salida del 3-PGA),
después pasa a ser transportada junto con otros productos a través del floema.

El exceso de triosa fosfato no utilizado en la sintesis de sacarosa se convierte en almidon
(que acttia como sustancia de reserva de carbono), cuya sintesis y almacenamiento tiene lugar
en el cloroplasto, en donde es acumulado en el dia para ser movilizado durante la noche, de
esta manera los cloroplastos proporcionan carbono reducido al resto de la planta tanto de dia
como en la noche (Azcon & Taldn, 2013).

Ademas de los carbohidratos mencionados, en el cloroplasto y a partir del carbono fijado en
la fotosintesis se sintetizan también algunos aminoacidos esenciales (leucina, isoleucina,
valina y lisina), &cidos grasos e isoprenoides y terpenos (Azcon & Taldn, 2013).
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2.2.8.2. Metabolismo del nitrégeno

El Nitrégeno elemental (N) juega un papel esencial para las plantas debido a que forma parte
de la composicion de proteinas, acidos nucleicos, coenzimas, nucleétidos, clorofila, entre
otros componentes celulares importantes para su estructura y metabolismo. EIl nitrégeno
representa un 78% de la composicion de la atmdsfera en su forma molecular (dinitrégeno,
N2) con su triple enlace que le otorga alta estabilidad, pero en esa forma no es asimilable para
la mayor parte de las plantas superiores, por lo que tiene que pasar por una serie de
bioprocesos que lo incorporan en su sustancia organica o lo ceden en forma de compuestos
organicos para que pueda ser aprovechado por las plantas, a esto se le conoce como fijacién
bioldgica del nitrégeno (FBN) (Alcantar & Trejo, 2012; Chang, 2010). Algunos de los
procesos que aportan nitrégeno aprovechable para las plantas son la precipitacion pluvial
(que contiene nitrégeno aprovechable procedente de diferentes fuentes en forma de 6xidos
de nitr6geno o nitratos sintetizados por las descargas eléctricas o como productos de la
contaminacién ambiental), mineralizacion de la materia organica (cuando la materia organica
se mineraliza libera nutrimentos, entre ellos el nitr6geno), fijacion por organismos
simbioticos (la simbiosis ocurre en casi todas las leguminosas y algunas otras familias, se
lleva a cabo por la bacteria Rhizobium que fija nitrégeno atmosférico y lo cede a la planta a
cambio de carbono orgéanico fijado por la planta mediante la fotosintesis), fijacion por
organismos no simbidticos (llevada a cabo por algunas bacterias, hongos y algas) y fijacion
artificial (sintesis de fertilizantes quimicos nitrogenados, en donde a partir de N del aire y gas
natural se sintetiza amoniaco (NHs) que sirve como base para la fabricacion de todos los
demas fertilizantes nitrogenados) (Alcantar & Trejo, 2012). Entre los microorganismos
involucrados en la FBN encontramos una caracteristica en comun, la presencia de un sistema
enzimatico nitrogenasa, que es el que les permite reducir el N2 a formas asimilables para las
plantas, su forma de nitrato (NO3) y en iones amonio (NH4*) (Mayz, 2004). EI NH,* también
se convierte en NO3™ mediante un proceso microbioldgico llamado nitrificacion, que se
realiza en dos pasos: 1) nitritacion, que consiste en el paso del amonio a nitritos llevado a
cabo por bacterias de los grupos Nitrosomonas y Nitrosococcus (organismos autotroficos
aerobicos) que utilizan la energia liberada en la oxidacion del amonio; 2) nitratacion, otra
bacteria autotréfica aerdbica Nitrobacter que aprovecha la energia liberada en la oxidacion
de los nitritos para la transformacion de NO2" a NOs™ (Alcantar & Trejo, 2012; Paredes,
2013). Se debe tomar en cuenta que en el interior de la planta también se genera NH4" por
procesos como la fotorrespiracion, reciclaje de nitrogeno y via fenilpropanoide, entre otros
(Hirel & Lea, 2001).

Cuando el NO3" y el NH4" son absorbidos por las plantas del suelo, el NO3™ se reduce a NH4*
en las células de las raices, tallos u hojas. Este proceso se lleva a cabo en dos reacciones
consecutivas: 1) la primera ocurre en el citosol y es catalizada por la enzima nitrato reductasa
(NR) en donde se reduce el nitrato en nitrito. La NR utiliza NADH+ o NADPH como donador
de electrones; 2) la segunda reaccion es plastidica y catalizada por la nitrito reductasa (NiR)
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que emplea ferredoxina reducida (Fdred) o NADPH como donadores de electrones para
reducir el nitrito aamonio (Ver Figura 7) (Diaz, Gonnet, Irisarre, Milnitsky, & Monza, 2010).

NITRIFICACION

" MNitrosomas _ Mitrospira _
NH, , NO; , NO;
Amonio Mitrosococcus Mitrito Mitrobacter MNitrato
. o . -
~— P T ~— B T
Mitrito reductasa Mitrato reductasa

REDUCCION DEL NITRATO

Figura 7. Algunos bioprocesos del ciclo de la fijacién del nitrgeno (FBN) en el suelo: Nitrificacion
y reduccidn del nitrato. Nota: Paredes, 2013, (p.8) y de Diaz, et al., 2010 (p.2).

Cuando el NH4" es incorporado para que el N pueda ser asimilado se debe llevar a cabo lo
que se conoce como “Ciclo GS-GOGAT?”, el cual consta de dos reacciones enzimaticas:

Incorporacion del NH4* al glutamato para obtener glutamina, catalizada por la enzima
glutamina sintetasa (GS) que requiere ATP como fuente de energia.

Glutamato + NH; + ATP — —— Glutamina

El grupo amida de la glutamina se transfiere al a-cetoglutarato para generar dos moléculas
de glutamato. La reaccion es catalizada por una enzima amido transferasa, la glutamato
sintasa (GOGAT), la cual utiliza como cofactores al NADPH o a la Fdred.

Glutamina + o — cetoglutarato — —— 2 Glutamato

Uno de los glutamatos generados en la segunda reaccion es reutilizado como aceptor de
NH.", de manera que se cierra asi el ciclo GS-GOGAT (Diaz, Gonnet, Irisarre, Milnitsky, &
Monza, 2010; Fijacion bioldgica de N2, s.f.), el cual podria decirse que representa el punto
central en la regulacién de la asimilacion del nitrégeno (Ver Figura 8) (Florencio, 1999).
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Figura 8. Representacion esquematica del Ciclo GS-GOGAT. Nota: Redibujado de Takano y
Dayan, 2020 (p.42).

2.2.8.3. Biosintesis de terpenoides, precursores de carotenos

La formacion de carotenos comienza con la sintesis de terpenos, que a su vez son producto
del metabolismo primario y secundario del carbono en las plantas (Ver Figura 9). Los
terpenoides, también conocidos como isoprenoides intervienen en diversas funciones
esenciales primarias y secundarias en las plantas. Como metabolitos primarios intervienen
en el mantenimiento en la fluidez de las membranas, procesos de modificacion pos-
traduccional de proteinas y formando parte de las cadenas de transporte electronico. Como
metabolitos secundarios, tienen funciones defensivas contra patdgenos y herbivoros y
ademas proporcionan pigmentacion a flores y frutos (Bouvier, Rahier, & Camara, 2005;
Croteau, Kutchan, & Lewis, 2000; Vranova, Coman, & Gruissem, 2013).
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Figura 9. Biosintesis de metabolitos secundarios. Nota: Adaptado de Avalos y Pérez, 2009 (p.123) y
Leal, 2013 (p.65).

Existen dos vias metabdlicas para la formacion de isoprenoides en plantas:

La ruta del mevalonato o Ruta MVA: Llevada a cabo en el citosol, inicia con una
condensacion secuencial de tres moléculas de acetil CoA en dos pasos enzimaticos para
formar acetoacetil CoA y 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA (HMG-CoA) sucesivamente y
catalizados por las enzimas acetoacetil CoA tiolasa (AACT) y HMG-CoA sintasa (HMGS)
respectivamente. Después el HMG-CoA es reducido a mevalonato (MVA) por la HMG-CoA
reductasa (HMGR). Posteriormente, el radical primario hidroxi del MV A es fosforilado por
la enzima mevalonato quinasa (MVK), resultando mevalonato 5-fosfato (MVVA-P) que, a su
vez se transforma en mevalonato 5-difosfato (MVA-PP) catalizado por la enzima
fosfomevalonato quinasa (PMK). Este Gltimo intermediario es descarboxilado y convertido
a isopentenil difosfato (IPP) por la enzima difosfato mevalonato descarboxilasa (PMD), y
finalmente a partir del IPP y por la accion de la enzima isopentenil difosfato isomerasa (ID1),
se forma el DMAPP (dimetilalil difosfato) (Ver Figura 10) (Dubey, Bhalla, & Luthra, 2003;
Hemmerlin, Harwood, & Bach, 2012).
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Figura 10. Ruta del mevalonato o Ruta MVVA. Nota: Adaptado de Ledn, et al., 2007 (p.83).

La ruta del no mevalonato o Ruta del 2-C-metil-D-eritritol 4- fosfato (MEP): Se localiza en
los plastos. El primer paso de la ruta es la formacion del D-desoxixilulosa 5-fosfato (DXP) a
partir de la condensacion de la (hidroxietil)-tiamina derivada del gliceraldehido 3- fosfato
(GAP) con el piruvato y mediante la accion de la enzima DXP sintasa (DXS). Posteriormente
la DXP se convierte en 2-C-metil-eritritol 4- fosfato (MEP) en una reaccion catalizada por la
enzima DXP reductoisomerasa (DXR) en donde se lleva a cabo un reacomodo intramolecular
y una reduccién. A continuacion, el MEP y el citidin trifosfato (CTP) actian como sustratos
para la sintesis de 4-difosfocitildil-2-C-metil-D-eritritol (CDP-ME) por accion de la enzima
4-MEP citidiltransferasa (MCT). El paso siguiente es la fosforilacion del CDP-ME por la
enzima CDP-ME kinasa (CMK) y transformado a CDP-ME 2-fosfato (CDP-MEP), que a su
vez es convertido a 2-Cmetil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato (ME-cPP) por la accion de la
enzima ME-cPP sintasa (MDS). Es entonces que la ME-cPP es reducida a 4-hidroxi-3-metil-
but-2-enil pirofosfato (HMBPP), reduccion catalizada por la enzima hidroximetil butenil
difosfato sintasa (HDS). Finalmente, y a partir de la reduccion del HMBPP catalizada por la
enzima HMBPP reductasa (HDR), se obtienen IPP y DMAPP. Cabe aclarar que, si bien las
enzimas de esta ruta, que estan codificadas por genes nucleares, se sintetizan en el citosol,
estas son posteriormente importadas a los plastos (Bouvier, Rahier, & Camara, 2005; Dubey,
Bhalla, & Luthra, 2003; Rodriguez-Concepcion & Boronat, 2002; Rodriguez-Concepcion,
Campos, Ferrer, & Boronat, 2012). Es importante mencionar que a partir de los isoprenoides
producidos en esta ruta se obtienen carotenoides, fitol, plastoquinona-9 y varias hormonas
(como el acido abscisico) (Ver figura 11) (Milborrow & Lee, 1998; Lichtenthaler,
Schwender, Disch, & Rohmer, 1997; Carlomagno, 2013).
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Figura 11. Ruta del no mevalonato o Ruta MEP. Nota: Adaptado de Ledn, et al., 2009 (p.83).

A partir de los isoprenoides que se forman en las rutas, y dependiendo del namero de
isoprenos que los componen, estos se clasifican en:

*Hemiterpenos (C5): Con una sola unidad de isopreno. Producto volatil que se desprende de
los tejidos fotosintéticamente activos (Universidad de Murcia, s.f.).

*Monoterpenos (C10): Dos isoprenos. Aceites esenciales de muchas hierbas y especias, que
les otorgan su olor y sabor caracteristico (mentol, geraniol, limoneno, alcanfor, etc)
(Universidad de Murcia, s.f.; Terpenos o Isoprenoides, 1999).

Sesquiterpenos (C15): Igualmente pertenecen algunos aceites esenciales. El &cido abscisico
es estructuralmente un sesquiterpeno (Terpenos o Isoprenoides, 1999; Universidad de
Murcia, s.f.).

Diterpenos (C20): En este grupo se encuentra el fitol, que forma parte de la clorofila (su
lado hidrofobico) y es precursor de la vitamina A. Las vitaminas E y K igualmente son
diterpenos (Terpenos o Isoprenoides, 1999).

Triterpenos (C30): Constituyen una porcidn significativa de las sustancias lipidicas de las
plantas. Son precursores de los esteroides en plantas y animales (Hussein & EIl-Anssary,
2018).

Tetraterpenos (C40): Quimicamente la mayoria de los carotenoides son tetraterpenoides, se
dividen en dos grupos, carotenos (hidrocarburos) y xant6filas (contienen atomos de oxigeno)
(Meléndez, Vicario, & Heredia, 2007). El caroteno también es precursor de la vitamina A
(Terpenos o Isoprenoides, 1999).

«Politerpenoides (>C45): Aqui se incluyen las plastoquinonas y ubigquinonas, asi como a
polimeros de cadena larga relacionados con la fabricacion de materiales de goma/latex
(Terpenos o Isoprenoides, 1999; Universidad de Murcia, s.f.).

Los carotenoides, que son tetraterpenos, deben sus funciones a su estructura quimica
particular que contiene sistemas de enlaces dobles conjugados y ramificaciones de grupos
metilo (Calvo, s.f.), los cuales son los responsables de su espectro de absorcion de la luz (la
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mayoria absorben fotones en la region azul del espectro luminoso, 400-500 nm) y por lo tanto
su color, su reactividad frente a radicales, su forma, localizacion en estructuras subcelulares
y su capacidad de transferencia de energia en el aparato fotosintético (Ver figura 12)
(Carotenoides, 2022; Meléndez, Vicario, & Heredia, 2007).
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Figura 12. Biosintesis de carotenoides. Nota: Adaptado de Duke et al., 1991 (p. 345) y Rodriguez,
2010 (p. 112).

2.2.8.4. Biosintesis de porfirinas y clorofilas

La biosintesis de clorofila tiene como precursor al acido &-aminolevulinico (AAL),
compuesto derivado del esqueleto carbonado aportado del glutamato y la accién de la enzima
AAL sintetasa. Después de una serie de reacciones en los que se forman varios compuestos
intermediarios, encontramos entre ellos al protoporfirindgeno 1X (Protonogen), que es
oxidado por protoporfirindgeno oxidasa (Protox o PPX) dando lugar a protoporfirina IX
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(Proto o PPIX por sus siglas en inglés) (Anzalone, 2007). La protoporfirina IX es un
pigmento rojizo fotodindmico (Cox, Krieg, & Whitten, 1982) que con su habilidad de
transferir electrones a otras moléculas (Becerril & Duke, 1989), genera especies de oxigeno
reactivas (ROS) en presencia de luz y oxigeno molecular (Ver figura 13) (Dayan et al., 2019).
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Figura 13. Via biosintética de porfirinas y clorofila. Nota: Adaptado de Brzezowski, 2019 (p. 4) y
Cobb y Reade, 2010 (p. 121). GTS: Glutamil tRNA Sintetasa, GTR: Glutamil tRNA Reductasa, GSA:
Glutamato -1 —Semialdehido, 8-ALA: Acido 8-aminolevulinico, 8-ALAD : Acido 8-aminolevulinico
dehidratasa, PBG: Porfobilindgeno, PBGD: Porfobilindgeno Desaminasa, UROS: Uroporfirinégeno
111 Sintetasa, UROD: Uroporfirindgeno I11 descarboxilasa, CPX: Coproporfirindgeno Oxidasa, PPX:
Protoporfirindgeno oxidasa, PPMT: Mg protoporfirina X metiltransferasa, CHL27: Mg
protoporfirina 1X monometilester ciclasa, DVR: Divinil clorofilida a 8-vinil-reductasa, POR:
Protoclorofilido oxidorreductasa. CHS: Clorofila sintasa, CAO: Clorofila a oxigenasa.
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Capitulo 3. Herbicidas de uso en México

En este capitulo se concentran los herbicidas de uso en México ordenados por mecanismos
de accion y siguiendo la clasificacion actualizada de la Sociedad Americana de la Ciencia de
la Maleza (WSSA por sus siglas en inglés) y el Comité de accion de Resistencia a Herbicidas
(HRAC, también por sus siglas en inglés).

3.1. Grupos 5 & 6.- Inhibicién del fotosistema I1.

Los herbicidas pertenecientes a estos grupos quimicos actan sobre el fotosistema Il de las
plantas, interrumpiendo el flujo de electrones en la fotosintesis. Como ya se mencion6 en el
Capitulo 2, el PSII aprovecha la energia luminica capturada por los pigmentos transfiriendo
los electrones obtenidos de la fotélisis del agua al centro de reaccion Pego, posteriormente el
Psgo los transfiere a la feofitina (Cobb & Reade, 2010; Hess, 2000), la cual se encarga de
migrarlos hacia la permanentemente unida molécula de plastoquinona Qaen la proteina D2
y esta hacia la plastoquinona Qgen la D1 (de Wijn & van Gorkom, 2001), en donde la PQ,
al obtener los electrones es reducida a plastohidroquinona, también conocida como
plastoquinol (PQH:), el PQH: transfiere los electrones al complejo citocromo bef y hacia el
fotosistema | (PSI) a través de la plastocianina (proteina soluble que se ubica en el lumen)
(Ver figura 14) (Salisburry & Ross, 1992; Hess, 2000; Herréez, s.f.).

Fotosistema ll

Estroma
D2 D1
Fe
Qa—P Qb "~ __
N
Membrana @
Tilacoidal b559  Feofitina
CP43 « CP47
Lumen

hv

Figura 14. Conformacion estructural hipotética del fotosistema Il. Nota: Adaptado de Anzalone,
2007 (p. 44).
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En la proteina D1 la PQ se une a través de enlaces de hidrégeno con una serina en la posicion
264 y una histidina en la posicion 215, al aceptar dos electrones de la Qa, los enlaces se
rompen y la Qg deja el sitio de unién en su forma reducida, dejando el sitio disponible para
que otra Qg no reducida la reemplace (por esta propiedad se ha llegado a considerar que la
Qe actlia mas como un sustrato que como un cofactor (Lambreva et al., 2014)), y de esta
manera continta el flujo de electrones (Ver figura 15). Cuando se aplica el herbicida, la
molécula herbicida va a actuar como un analogo de la Qg Yy ocupara su sitio de union en la
proteina D1 con dos enlaces de hidrégeno, ya que tiene una mayor afinidad a comparacién
de la Qg, ésta no podrd sustituirla. La molécula herbicida no es reducible por lo que no
recibira el electrdn por parte de la Qa (Tharayil-Santhakumar, 2003) y por lo tanto el
transporte de electrones se interrumpe y la fotosintesis se detiene. Dicho de manera sencilla,
los herbicidas de estos grupos compiten por el sitio de union en la proteina D1 con la
plastoquinona dentro del complejo del fotosistema Il (Larran, 2018) ya que las moléculas
herbicidas muestran cinéticas de unién competitivas con la Qg y por lo tanto por su sitio de
union en la D1 (Ver figura 16) (Hess, 2000).

D1

Ser 264
i 1 H i H
—C-C-N-C-C—
H CHo
HO
: PQH:2
5 HO CHs
H(CH,— (|3=('_3|—CH2)0 CHs 2e” + 2H*
c;r,ﬁ —————— HCH,—C-C-CHa, CHa
CH
Pa A, ; g
S
NH

HN
Qs His 215

Figura 15. Interaccion de la PQ en el sitio de union de la Qg en la proteina Ds, recibiendo dos
electrones y dos protones, convirtiéndose en PQH.. Las lineas punteadas representan enlaces de
hidrogeno y las lineas onduladas representan interacciones hidrofébicas. Nota: Redibujado de Cobb
y Reade, 2010 (p. 95).
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Figura 16. Interaccion de la Atrazina en el sitio de union de la QB en la proteina D1, impidiendo a
la PQ unirse. Las lineas punteadas representan enlaces de hidrogeno y las lineas onduladas
representan interacciones hidrofébicas. Nota: Redibujado de Cobb y Reade, 2010 (p. 95).

Cuando el flujo de los electrones se ve interrumpido, lo mismo le ocurre a la produccion de
NADPH y ATP (Larran, 2018), la clorofila que en su estado sobreexcitado se encuentra en
grandes cantidades e incapacitadas de transferir la energia al Psgo junto con los carotenoides
viendose sobrepasados de trabajo de disipacion (Anzalone, 2007), trae como consecuencia
la generacidn de un exceso de clorofila en estado de excitacion y generando junto con el
oxigeno molecular (O2) resultantes del rompimiento de las moléculas de agua y la
transferencia de electrones, especies de oxigeno reactivo (ROS) como el peréxido de
hidrogeno y superoxidos (Pazmifio, 2009), compuestos altamente toxicos que acabaran
degradando a la clorofila y los carotenoides, las especies reactivas de oxigeno peroxidan los
lipidos de la membrana del cloroplasto (Larran, 2018), esta peroxidacion puede llevarse a
cabo por dos mecanismos, ya sea por la formacion directa de radicales lipidicos en acidos
grasos insaturados o por la reaccion de la clorofila excitada con el oxigeno y produciendo
oxigeno activado (O2) que reacciona con los lipidos formando radicales lipidicos, lo anterior
provocara la desintegracion de la membrana y una pérdida de componentes plasmaticos,
ademas de la acumulacion de compuestos toxicos, provocando el deterioro de tejido y
consecuente muerte de la planta (Anzalone, 2007).
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En México se encuentran disponibles herbicidas pertenecientes a ocho familias quimicas
dentro de estos dos modos de accién (cinco del grupo 5y tres del grupo 6), como se puede
observar en la tabla 4, esto de acuerdo con el registro de plaguicidas agricolas emitido por la
COFEPRIS (COFEPRIS, s.f.). Son efectivos en un amplio rango de malezas de hoja ancha y
algunos como atrazina, diuron, propanil y metribuzina también en pastos (Ver Tabla 4)
(Congreve & Cameron, 2020).

Tabla 4. Ingredientes activos con registro sanitario en México de los grupos 5 (con 17 i.a.) y 6
(con 3i.a) HRAC & WSSA.

Familia quimica Ejemplo de Herbicida (i.a.)

Grupo 5. Serina 264 y otros aminoacidos diferentes a la histidina

Ametrina (Deltametrina)

Atrazina

Prometrina

Triazinas X )
Simazina

Terbutilazina

Terbutrina

o Hexazinona
Triazinonas

Metribuzina

) Bromacil
Uracilos

Terbacil

Diuron

Tidiazuron

Fluometuron

Ureas
Isoproturon

Linuron

Tebuthiuron

Amidas Propanil
Grupo 6. Histidina 215

Nitrilos Bromoxinil

Familia quimica con un Piridato (fenil-piridazina)

elemento Bentazona (benzotiadiazol)
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Respecto a los efectos de estos herbicidas en las plantas y a pesar de que todos los herbicidas
pertenecientes a estos grupos tienen el mismo sitio de accion (fotosistema I1), pueden tener
diferencias en los sintomas de fitotoxicidad que provocan. Los primeros sintomas que se
presentan después de la aplicacién es clorosis (amarillamiento del tejido) seguida de la
necrosis (muerte) de los tejidos, ya que el proceso fotosintético es dafiado (Pitty, 2018).

Las plantas susceptibles a la accion de los herbicidas inhibidores del PSII presentan dafios
hasta que las primeras hojas comienzan la fotosintesis y en cuanto a las plantas de hoja ancha
susceptibles, estas presentan clorosis intervenal comenzando en los bordes y hasta el centro
de las hojas, esta se desarrolla hasta llegar a necrosis (Ver figura 17). En gramineas la clorosis
inicia en los apices foliares y se extiende hasta su base. En condiciones de alta humedad y
calor la necrosis se acelera (Peterson, Regehr, Thompson, & Al-Khatib, 2001; Gunsolus &
Curran, 1999). La clorosis es debida a la destruccién ocasionada por las reacciones de
fotooxidacion en los cloroplastos, mientras que la necrosis se debe al dafio membranal
provocado por la peroxidacion de los lipidos (Ver figura 18) (Hess, 2000).

Figura 17. Dafio de clorosis intervenal y necrosis en el tejido foliar mas viejo en el cultivo de soya
tras aplicacion de herbicida del grupo 5 (triazina). Nota: Adaptado de Gunsolus y Curran, 1999 (p.
10).
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Figura 18. Dafio en follaje de maiz en forma de clorosis y eventual necrosis y muerte causado por
aplicacion de bromoxinil. Nota: Adaptado de Gunsolus y Curran, 1999 (p. 11).

Diferencias en la Inhibicién del PSII entre los grupos 5y 6

Los herbicidas con estos modos de accion también suelen clasificarse de acuerdo con el sitio
de uniény el efecto sobre la proteina D1, ya que este sitio puede variar entre ellos. De acuerdo
con Anzalone (2007) las ureas se unen en el PSII en donde se le conoce como “el sitio de la
urea” y este sitio le confiere una unién mas fuerte a comparacion de las Triazinas. Al igual
que las ureas, las benzotiadiazinonas y piridazinonas también tienen sitios de union
diferentes. Estas observaciones indican que los miembros de los inhibidores del PSII
interacttan con diferentes aminoacidos en el sitio de unién de Qg, aunque los respectivos
sitios de unidn se superpongan parcialmente entre si (Nakajima, Yoshida, & Ono, 1996).

Puede que estas diferencias entre activos se deban a que éstos tengan sitios de union
especificos en la D1, como es el caso de los fenoles, en los que segin Cobb y Reade (2010),
tienen un sitio especifico con una masa molecular de 41-47 kDa que los vuelve menos
susceptibles a que la planta los “asimile”, al mismo tiempo que les permite acomodarse mas
profundamente en el tilacoide. De hecho, fue Trebst (1980) quien sugirié que los herbicidas
del grupo 5 orientaban su unién hacia un péptido cercano a Ser 264 y con él formaban el
enlace de hidrégeno, mientras que los del grupo 6 (fenoles) no eran capaces de formar este
enlace en ese péptido y por lo tanto se trasladaban hacia His 215, en donde formaban una
union mas fuerte a la membrana, de ahi que surgiera la divisioén del grupo de la serina y el
grupo de la histidina.

Resistencia y Transgénicos

Una mutacion que se llega a presentar en algunas especies arvenses en el sitio S264G impide
la unién de la triazina, concediéndoles resistencia contra los productos con este ingrediente
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activo, pero para otras familias de herbicidas la naturaleza de su interaccion con la proteina
D1 es diferente a pesar de contar con el mismo modo de accion, por lo que pueden seguir
cumpliendo con su accién herbicida (Preston & Mallory-Smith, 2001). Esto concuerda con
lo dicho por Duke (1990), quien sostiene que en plantas que presentan resistencia a la triazina
y en las que se presenta la mutacion, tienen una resistencia cruzada con aquellos herbicidas
que se unen en el sitio de union con la serina pero que presentan baja o nula resistencia a
aquellos que acttan principalmente con la histidina. La resistencia a triazinas por parte de las
malezas se encuentra en un total de 282 especies hasta ahora (Heap, 2022).

El empleo de cultivos transgénicos tolerantes a herbicidas es comin para un mejor manejo
agronémico y una reduccién en los costos por control de malezas. El primer transgénico
comercial resistente en ser desarrollado fue el del algodon resistente al bromoxinil,
introducido en 1995, cuyo transgen introducido codifica para una enzima detoxificadora que
convierte el bromoxinil en 3,5-dibromo 4-&cido hidroxibenzoico, compuesto mucho menos
fitotoxico.

En cuanto a transgénicos resistentes a la triazina, encontramos a un cultivo de canola
(Brassica napus) cruzado con una variedad de B. rapa resistente a inhibidores del PSII (Duke
et al., 2019). También se desarrollo el arroz japdnica transgénico, tolerante a la atrazina, éste
fue desarrollado en el experimento de Zhang et al. (2014), donde aislaron el gen atzA
(atrazine chlorohydrolase gene) de Pseudomonas ADP, una bacteria del suelo. Transfirieron
el gen mejorado en lineas parentales del hibrido japdnica y, aunque se debe probar tambien
en etapas reproductivas, los resultados indicaron que estas lineas muestran tolerancia al
herbicida, asi como su posible utilizacion para mejorar la pureza en la produccion de semilla
de este hibrido.

3.2. Grupo 10.- Inhibicion de la glutamina sintetasa

Los herbicidas con este mecanismo de accion estan incluidos en la familia quimica de acidos
fosfinicos que de acuerdo con Heap (2022), son el bialafos y el glufosinato de amonio (Tabla
5). Este Gltimo autorizado en México.

Tabla 5. Ingredientes activos con registro sanitario en México del grupo 10 HRAC & WSSA.

Grupo 10. Inhibicion de la glutamino sintetasa

Familia quimica Ejemplo de Herbicida

Acidos fosfinicos Glufosinato de amonio
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Glufosinato de amonio y su mecanismo de accién

El glufosinato de amonio (GLA, por sus siglas en inglés) es un &cido fosfinico analogo del
glutamato que actiia como un inhibidor de la glutamina sintetasa (GS). Contiene de manera
intrinseca el isomero L- de la fosfinotricina (producida por Streptomyces spp.) (Duke &
Dayan, 2011), que es la responsable de la actividad herbicida que inhibe a la GS (Gémez,
Reyes, Bermudez, Chong, & Alvarado, 2010).

El GLA es un herbicida no selectivo, de contacto y sistémico que controla un amplio rango
de malezas anuales y perennes de hoja ancha y pastos, también suele utilizarse en
plantaciones de caucho, palma aceitera y arboles ornamentales, ademas de desecante en papa
y girasol (Ujvary, 2010) y cuyos efectos son una rapida acumulacion de amonio que en altas
concentraciones es toxico para la planta debido principalmente a un colapso del gradiente del
pH que normalmente se mantiene en las membranas, llegando a ocasionar perturbaciones en
los procesos de transporte en ésta (Schulte, Krahmer, & Donn, 2019), asi como reduccion en
la asimilacion del carbono, deficiencia de la enzima glutamina y consecuentemente la
inhibicion de los procesos de fotosintesis y fotorrespiracion (Drdge, Siemeling, Plhler, &
Broer, 1994). El hecho que el glufosinato tenga una estructura similar al glutamato le confiere
la capacidad de que al momento que la GS cataliza la reaccion secuencial de union de la ATP
con la enzima, el herbicida puede fosforilarse e impedir la entrada del glutamato al sitio
activo de la GS, de manera que la inhibe de manera irreversible (Anzalone, 2007; Schulte,
Krahmer, & Donn, 2019).

Los sitios activos de la GS tienen una forma de reloj de arena o “doble embudo” con el area
estrecha en el medio, en donde se forman dos cavidades en los extremos, una mas grande que
la otra, siendo la mas chica en la que se unen el glutamato y el glufosinato, y en donde la
glutamina es formada y liberada (Ver Figura 19). Por lo anterior, recibe el nombre de “sitio
de union de los aminoacidos”, mientras que ¢l lado mas grande es llamado “sitio de union de
los nucleotidos” (Ver Figura 20), ya que en él se unen el ATP, ADP y AMP (Dos Santos,
Ribeiro, & Azevedo, 2019). Los enlaces de union del glufosinato con el sitio activo de la GS
incluyen enlaces de hidrégeno en glul31, glu192, arg332, gly245, his249, arg291 y arg311,
asi como interacciones entre el grupo fosfato y con atomos de manganeso, el cambio de los
aminodacidos en estas posiciones afecta la union tanto del glufosinato como del glutamato
(Takano & Dayan, 2020).
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Figura 19. Estructura de GSI en maiz. a. Vista superior de la estructura. Cada subunidad se muestra
en diferente color. b. Vista lateral de la estructura. Nota. Adaptado de Unno et al., 2006 (p. 29289).

Sitio de unidn de los nucledtidos

d Vo

Glufosinato de amonio

Sitio de unién de los aminodcidos

Figura 20. Representacion esquematica del sitio activo de la GS en donde se une el glufosinato de
amonio. Nota: Adaptado de Dos Santos, Ribeiro y Azevedo, 2019 (p.3).

Respecto a la GS, debe tomarse en cuenta que las plantas tienen dos isoformas principales:
la GS1 que se encuentra en el citoplasma y que juega un papel esencial en el transporte de N
a traves de la planta en forma de glutamina y la GS2 que se encuentra en el cloroplasto y la
cual tiene un rol clave en la ruta de la fotorrespiracion reciclando amonio (Takano & Dayan,
2020).

La penetracién del ingrediente activo en el tejido foliar de la planta se completa en un 50%
dentro de las primeras 4-6 horas y en un 90% dentro de 24 horas a partir de la aplicacion
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(Kdcher & Lotzsch, 1985; Steckel, Hart, & Wax, 1997). Los efectos a partir de la aplicacion
del glufosinato de amonio son visibles después de uno atres dias, dependiendo de la especie
y condiciones climaticas. Manchas cloréticas seguidas de zonas necrdticas se incrementan
rapidamente, estos sintomas se presentan simultdneamente en dicotiledoneas y
secuencialmente en el caso de pastos, de igual manera en pastos a estos sintomas los preceden
marchitamiento y desecacion. Las plantas tardan en morir un tiempo aproximado de 7 a 10
dias (Schulte, Kréahmer, & Donn, 2019) y se ha reportado que el glufosinato funciona muy
bien en hierbas anuales no mayores a los 15 cm (Zhou, Luo, Chen, Zhang, & Gao, 2020), sin
embargo, bajas temperaturas (menores a 10°C) pueden retrasar el efecto herbicida y la
translocacion del compuesto (Ver Figura 21) (Kumaratilake & Preston, 2005).
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Figura 21. Apariencia clordtica y necrosis foliar tras la aplicacion de glufosinato de amonio en el
cultivo de maiz. Nota: Adaptado de University of California, 2015.

Mientras que el exceso de amonio en las plantas tratadas con glufosinato genera clorosis
severa, supresion de crecimiento y eventual muerte de la planta, esta sintomatologia no
concuerda con los sintomas observados de necrosis en individuos tratados con glufosinato.
Es por esto por lo que, aunque la acumulacién de amonio puede ser toxica para la planta, este
efecto no es el principal causante de la fitotoxicidad de este ingrediente activo, sino las
especies reactivas de oxigeno (ROS). Primero, cuando el glufosinato inhibe a la GS, se
presenta un agotamiento de glutamina y glutamato, asi como una acumulacion de amonio.
Lo anterior lleva a la interrupcidn de la ruta de fotorrespiracién y la subsecuente inactivacion
del ciclo de Calvin, por lo que el equilibrio entre la generacion de energia y su consumo se
rompe. Bajo estas condiciones los fotosistemas alin son capaces de seguir capturando energia
luminosa y mantener el flujo de electrones, pero el NADPH y ATP no estan siendo
consumidos, por lo que un exceso de electrones es aceptado por oxigeno molecular y genera
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la acumulacion de ROS en los tilacoides del cloroplasto. De manera general, la inhibicion de
la GS interrumpe la fotorrespiracion y el flujo de electrones, cuando el glufosinato es aplicado
a las plantas a plena luz solar, su sistema antioxidante se ve sobrepasado y los electrones son
aceptados por O proveniente del rompimiento del agua en el fotosistema Il lo que conduce
a una produccién enorme de ROS, entre ellas el malondialdehido (un bioproducto del estrés
oxidativo), causando la peroxidacion de las membranas celulares, un estrés oxidativo masivo
en los cloroplastos (dependiente de luz) y posteriormente la muerte celular (Takano & Dayan,
2020).

Resistencia y transgénicos

El primer transgénico resistente al glufosinato fue desarrollado en el cultivo de canola en
1995, seguido del maiz en 1997, algoddn en 2004 y la soya en 2011. Estos cultivos resistentes
pueden metabolizar al glufosinato por medio de la expresion del gen fosfinotricin-acetil
transferasa (pat), asi como el gen de resistencia a bialafos (bar) (Takano & Dayan, 2020).
Estas plantas genéticamente modificadas convierten rapidamente el glufosinato en N-acetil
glufosinato, un metabolito no fitotoxico del glufosinato (Gomez, Reyes, Bermudez, Chong,
& Alvarado, 2010). La expresion de los genes pat y bar en niveles altos permite la aplicacion
de glufosinato en postemergencia en los cultivos antes mencionados (Takano & Dayan,
2020).

La literatura reporta otros mecanismos que podrian brindar resistencia como la
sobreexpresion de GS o su mutacion (Eckes, Schmitt, Daub, & Wengenmayer, 1989), pero
solo los genes pat y bar han sido utilizados para el desarrollo de cultivos resistentes hasta el
momento.

En cuanto a biotipos de malezas resistentes, se reportan seis monocotiledoneas (Heap, 2022),
dos de ellas son Eleusine indica y Lolium perenne L. ssp. multiflorum. En la segunda se ha
reportado una mutacion en un sitio activo de la GS que le confiere resistencia al glufosinato
(Avila, Sanchez, Hulting, & Mallory, 2012). Respecto a Eleusine indica, Jalaludin et al.
(2017) mencionan que su resistencia podria deberse a mecanismos citoplasmaticos que
reducen la concentracion del herbicida que logra alcanzar el sitio activo de la GS, como su
secuestro dentro de la vacuola o una entrada celular restringida, lo que se traduciria en una
menor cantidad de herbicida en el citosol.
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3.3. Grupo 13.- Inhibicion de la Desoxy D-Xilulosa Fosfato Sintasa

El clomazone (Ver Tabla 6), Unico ingrediente activo de este grupo permitido en México, es
una molécula altamente soluble en agua, considerablemente volatil, débilmente sorbible
(Stevanovic et al., 2021) y no ionizable que es utilizado como herbicida selectivo para varios
cultivos, su aplicacion puede ser pre y post-emergente para controlar especies arvenses
monocotiledoneas y algunas dicotiledoneas (Du et al., 2018; Tropaldi et al., 2021; Ferhatoglu
& Barrett, 2006) en cultivos de soya, tabaco, arroz, maiz, algoddn, cafia de azlcar, entre otros
cultivos en hilera (Cabral et al., 2017; Rong et al., 2021).

Tabla 6. Ingredientes activos con registro sanitario en México del grupo 13 HRAC & WSSA.

Grupo 13. Inhibicion de la 1-Desoxi D xilulosa-5
fosfato sintasa (DXS)

Familia quimica Herbicida

Isoxazolidinonas Clomazone

El clomazone actua inhibiendo la sintesis de carotenoides (Kruse, 2001), es absorbido por el
meristemo apical y brotes emergentes de la planta (mayoritariamente por la raiz), realizando
un flujo transpiracional a traves del xilema y hacia las hojas, en donde producira su accion
(Senseman, 2007; Llambias, 2019). Los carotenoides son los pigmentos mas abundantes en
la naturaleza, derivados principalmente de procesos fotosintéticos en cianobacterias, algas y
plantas superiores. Entre sus funciones se encuentran la coloracion, captacion de luz,
fotoproteccion y ser precursores de muchas hormonas (Capa, 2006).

El clomazone por si solo no afecta a los carotenoides directamente, lo hace mediante uno de
sus metabolitos, el cual es el que en realidad actia como el activo inhibidor de la enzima
DXP sintasa (DXS) (Ferhatoglu & Barrett, 2006). Para que el clomazone ejecute un efecto
herbicida en las plantas, necesita ser bioactivado a través del complejo enzimatico de la
citocromo monooxigenasa P450 (P450s) (Guo et al., 2021), la cual convierte al clomazone
en 5-OH clomazone (2-[(2-clorofenil)metil]-5-hidroxi-4,4-dimetil-3-isoxazolidinona), que
subsecuentemente se metaboliza/oxida y se obtiene el 5-quetoclomazone (2-[(2-
clorofenil)metil]-4,4-dimetil-3,5-isoxazolidinediona), que es el metabolito toxico que inhibe
la accion de la DXS bloqueando asi, la sintesis de isoprenoides, precursores en la biosintesis
de los B-carotenos (Carlomagno, 2013; Llambias, 2019).

El principal sintoma asociado a este herbicida es el blanqueamiento del tejido foliar joven
que presenta una apariencia blanca, amarilla o verde péalida, (dependiendo de la especie, el
método y dosis de aplicacion) (Ferhatoglu & Barrett, 2006). Este blanqueamiento es
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consecuencia de dafios micromorfométricos en los tejidos foliares, como la reduccion del
radio de tejido mesofilo y/o el adelgazamiento de los parénquimas esponjoso y empalizado
(Rodrigues & Almeida, 2011). También, se han reportado sintomas morfolégicos que indican
la presencia de clomazone en el suelo (Cabral et al., 2017). Los efectos sobre el grosor del
parénquima empalizado (caracteristica ligada a la proteccion de las hojas contra altas
intensidades de luz) por el herbicida, son una consecuencia de la disminucion en la tasa de
crecimiento de las plantas tratadas, ya que clomazone afecta indirectamente el proceso
fotosintético, provocando una disminucion en la disponibilidad de metabolitos y por ende en
el crecimiento de las plantas (Cabral et al., 2017).

Es asi como una alta reduccion de carotenoides en las plantas provoca la presencia de
radicales lipidicos que comprometen la absorciéon de los lipidos y acidos grasos de la
membrana, provocando una peroxidacion lipidica que lleva a la disfuncionalidad de la
clorofila, otros lipidos de la membrana celular y algunas proteinas. Como resultado de todo
lo anterior se genera una “fuga” del contenido celular en la membrana, dicho contenido queda
expuesto y posteriormente destruido, provocando finalmente el marchitamiento y eventual
muerte de la planta (Ver figura 22) (Sherwani, Arif, & Khan, 2015).
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Acetil-CoA
1 AACT

Acetoacetil-CoA
1 HMGS

HMG-CoA
lHMGR

DMAPP «——» IPP
DI

ﬁzAccién herbicida

Figura 22. Sitio de accion del clomazone en la ruta del MEP. Nota: Adaptado de Rodriguez, 2010
(p- 7).
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Resistencia

Se ha observado que el tratamiento en plantas con forato u otros inhibidores de la
monooxigenasa P450 reducen el metabolismo del clomazone y las protege del
blanqueamiento (Ferhatoglu & Barrett, 2006; Ferhatoglu, Avdiushko, & Barrett, 2005;
Dayan et al., 2015).

En el cultivo de soya se ha observado tolerancia al clomazone, que se atribuye a que el cultivo
realiza una detoxificacion metabdlica (Ferhatoglu & Barrett, 2006).

En el estudio realizado por Guo y colaboradores (2021) se mencionan tres cultivares de arroz
tolerantes a la accion de clomazone: “Nipponbare”, “Koshihikari” y uno de grano largo
“Kasalath” que presenté mayor tolerancia y en el cual se revel6 que su tolerancia esta
parcialmente controlada por un elemento genético localizado en el cromosoma 5. En este
estudio también se menciona que una alteracion en el sitio de accién del herbicida, como una
sobreexpresion y/o sustitucion de un aminoécido, puede resultar en la disminucion de
sensibilidad al herbicida, aunque el nivel de resistencia otorgado por cada mecanismo difiere
dependiendo del sitio de accion.

Investigaciones han revelado que en A. thaliana la sobreexpresion de DXS resulta en una
disminucion de sensibilidad al clomazone (Guo et al., 2021).

3.4. Grupo 14.- Inhibicion de la protoporfirindgeno oxidasa (Protox)

Los herbicidas pertenecientes a este grupo inhiben la enzima protoporfirind6geno oxidasa,
también llamada Protox o PPO por sus siglas en inglés. Esta enzima es requerida para la
sintesis de porfirinas en la mayoria de los organismos vivos. Las porfirinas son necesarias
para la sintesis tanto de grupos hemo (compuestos involucrados en el transporte y
almacenamiento de oxigeno) (Castro & Moreno, 2004) como para la clorofila y estan
contenidas en la membrana mitocondrial y en los cloroplastos (Dayan et al., 2019).

Actualmente son 10 los ingredientes activos de este grupo permitidos en México, como se
puede observar en la Tabla 7:

Tabla 7. Ingredientes activos con registro sanitario en México del grupo 14 HRAC & WSSA.

Grupo 14. Inhibicién de la protoporfirindgeno oxidasa (Protox)

Familia quimica Ejemplo de Herbicida
Flumioxazina

N-fenil-imidas Flutiacet metil
Saflufenacil
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Tabla 7. Continuacién

Oxadiargil
N-fenil-oxadiazolonas

Oxadiazon

Sal sodica de Acifluorfen

Difenil-éteres Fomesafen

Oxifluorfen

o Azafenidina
N-fenil-triazolinonas

Sulfentrazona

Todos los compuestos quimicos de este grupo poseen al menos dos anillos que les permiten
unirse a un sitio de union en la Protox, que es en donde normalmente acepta al
protoporfirindgeno IX (Anzalone, 2007; Dayan et al., 2019). El protoporfirindgeno IX posee
una region lipofilica y una region hidrofilica y la alta afinidad que poseen los herbicidas de
este grupo con la Protox se atribuye a la similitud de dichos herbicidas con la region
hidrofdbica del protoporfirindgeno 1X, caracteristica que facilita el enlazamiento entre ambos
(Duke & Dayan, 2001).

Cuando la protoporfirindgeno oxidasa es inhibida, se produce una incontrolable
sobreacumulacion de protoporfirinégeno 1X, el cual se desvia de la via y se dispersa fuera de
la membrana externa del cloroplasto y hasta el citoplasma, en donde es oxidado, ya sea por
cuestiones no enzimaticas o por oxidasas no especificas (como pueden ser las peroxidasas) y
convertido en protoporfirina 1X (Anzalone, 2007; Dayan, Romagni, & Duke, 2003).
Entonces se produce una rapida acumulacion de protoporfirina IX, la cual en presencia de
luz (capturada por la clorofila) pasa a su forma fotosintetizada (Dayan et al., 2019) y produce
un triplete-PP1X, el cual al reaccionar con O2 genera singletes de oxigeno altamente reactivos
que inducen al rompimiento de los enlaces de hidrogeno en los acidos grasos y en los lipidos,
provocando una peroxidacion lipidica en la membrana plasmatica (Devine, Duke, & Fedtke,
1993; Lee, Duke, & Duke, 1993; Nwani et al., 2010). Ante el dafio en la membrana celular,
los lipidos y proteinas se oxidan, lo que provoca que la clorofila y otros pigmentos se filtren
y causen una desintegracion celular y su consecuente muerte (Sherwani, Arif, & Khan, 2015;
Watanabe, Ohori, Sandmann, Wakabayashi, & Bdger, 1992), este fendmeno explica la
naturaleza dependiente de luz del modo de accion de los inhibidores de la Protox (Ver figura
23) (Dayan, Romagni, & Duke, 2003).
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Figura 23. Esquema general del mecanismo de accion de los herbicidas inhibidores de la
protoporfirindgeno 1X oxidasa. Nota: Redibujado de Anzalone, 2007 (p. 57).

La peroxidacion es sustentada constantemente por el aumento del flujo de carbono
proveniente de la fotosintesis y debido a la ausencia de clorofila (ya que es un regulador de
la ruta), lo que provoca una continua produccion de protoporfirindégeno X, incrementando
los dafios celulares (Merotto & Vidal, 2001).

En su mayoria los herbicidas inhibidores de Protox son de aplicacién post-emergente, salvo
algunas excepciones como la sulfentrazona (Theodoridis et al., 1992) y durante los primeros
estados de crecimiento de la maleza (Dayan, Romagni, & Duke, 2003). La mayor parte de
los miembros de este grupo son aplicados en forma de aspersiones foliares, sin embargo,
también los hay de aplicacion en suelo como la sulfentrazona (Dayan et al., 2019). Las dosis
y rangos de aplicacion de estos herbicidas son muy variados, llegando a ser de 1 g por
hectarea para los mas activos (Dayan, Romagni, & Duke, 2003).

Los inhibidores de Protox tienen una translocacion limitada en las plantas y a veces son
referidos como herbicidas de contacto por esta razon. Son aplicados mayoritariamente a
malezas de hoja ancha, sin embargo, ciertos ingredientes tienen efecto sobre pastos.
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Usualmente generan quemaduras en el tejido foliar después de unas cuéntas horas o dias a
partir de la exposicion. La selectividad de los herbicidas de este grupo se basa en las
diferencias metabolicas de degradacion y es por eso por lo que los inhibidores de Protox son
disefiados para diferentes cultivos (Dayan et al., 2019).

Los sintomas caracteristicos de los herbicidas de este grupo en las plantas tratadas y como
consecuencia de la peroxidacion lipidica de la membrana celular son, en primer lugar, un
aspecto de hoja mojada en el follaje, seguido de necrosis profunda en los tejidos expuestos
(Anzalone, 2007; University of California, 2015). Los sintomas aparecen mas pronto si las
condiciones climéticas son soleadas (Ver figura 24) (University of California, 2015).

ght 2015 Regents, University of Callfornia

Figura 24. Apariencia necrdtica en el cultivo de maiz por aplicacién del herbicida Fomesafen. Nota:
Adaptado de University of California, 2015.

En condiciones normales tanto el protoporfirindgeno 1X como otros intermediarios de la via
de la sintesis de porfirinas se encuentran en concentraciones muy bajas y confinados dentro
de la mitocondria y cloroplastos, organelos que poseen cierto grado de proteccion contra las
ROS, especialmente el cloroplasto (Dayan & Duke, 2020) a comparacion de las membranas
celulares que son particularmente vulnerables por la alta concentracion de acidos grasos
insaturados que las componen (Markwell, Namuth, & Hernandez, 2021). Cuando el Protox
funciona normalmente el protoporfirindgeno 1X no se acumula porque la enzima siguiente
en la via lo convierte rapidamente en el intermediario para la sintesis de los grupos hemo y
la clorofila.

Resistencia y transgénicos

Si bien el uso de herbicidas inhibidores de PPO disminuyé con la llegada de los cultivos
transgénicos resistentes a glifosato en 1996, su aplicacién volvio a estar en auge cuando
empezaron a presentarse cada vez mas biotipos con resistencia al glifosato. Este incremento
en su uso ha intensificado la presion de seleccion y en consecuencia han surgido biotipos
resistentes a herbicidas con este modo de accion (Mendes et al., 2020). Hasta el dia de hoy
son 14 las especies que presentan resistencia a este modo de accion (Heap, 2022).
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En las plantas encontramos distintas isoformas de PPO en el cloroplasto y la mitocondria, y
los genes PPO1 y PPO2 son los encargados de codificar para estas isoformas respectivamente
(Dayan, Barker, & Tranel, 2018). Las mutaciones en el sitio activo de las secuencias de
aminoécidos del PPO2 son los mecanismos de resistencia mas comunes de las plantas a los
inhibidores de Protox (Mendes et al., 2020). Un ejemplo de esto es la delecion de la glicina
en la posicion 210 (AG210) en PPO2 que confiere resistencia en [Amaranthus tuberculatus
(Moq.) Sauer] (Patzoldt, Hager, McCormick, & Tranel, 2006; Sarangi et al., 2019).
Diferentes mutaciones en ARG-128 en PPO2 han sido reportadas como responsables de
conferir resistencia en Amaranthus palmeri S. Watson (Varanasi et al., 2017), parecido a la
mutacion en Arg-98-Leu identificada en Ambrosia artemisiifolia L. (Giacomini et al., 2017;
Rousonelos, Lee, Moreira, VanGessel, & Tranel, 2012).

Recientemente se descubri6 que la especie Eleusine indica (L.) Gaertn presenta una mutacion
en el gen PPO1, lo que conduce a un cambio en Ala-212-Thr, confiriéndole resistencia a
inhibidores de Protox (Bi et al., 2020).

De igual manera, poblaciones de Amaranthus tuberculatus y A. palmeri han desarrollado
formas de PPO resistentes a inhibidores de Protox, esto debido a que uno de sus genes pierde
un coddn entero encargado de codificar un amino&cido involucrado en la union de la
molécula herbicida, provocando que las uniones de la molécula herbicida en los sitios de
accion sean debiles (Dayan et al., 2019).

La especie Stellaria media (L.) Vill tolera el efecto herbicida del Oxifluorfen debido a que
tiene la capacidad natural de evitar la acumulacion de la protoporfirina I1X en el citoplasma
(Matsumoto, Kashimoto, & Warabi, 1999).

Se han desarrollado organismos transgénicos por medio de la insercion de genes que generan
formas resistentes de PPO, sin embargo, ain no son viables para su utilizacion agricola
(Dayan et al., 2019).

3.5. Grupo 22.- Desviadores de electrones en el Fotosistema |

La familia quimica de los piridinios contiene a los herbicidas conocidos como desviadores o
secuestradores de electrones: paraquat (metil viologeno) y diquat, ambos son no selectivos y
post-emergentes y como se muestra en la Tabla 8, estan permitidos en México.

La desviacidn de electrones se lleva a cabo a nivel del fotosistema | (PSI) (Anzalone, 2007).
El ingrediente activo Paraquat fue un pionero de herbicidas no selectivos e inactivos en suelo,
se aplica en especies perennifolias y gramineas como deshidratante de follaje, mientras que
Diquat se utiliza mas en malezas acuéticas -como es el caso de su uso sobre Lemna minor-y
en algunas especies de hoja ancha (L6pez, 2018), ademas de ser utilizado en algunos casos
como arboricida (Funderburk & Lawrence, 1964). Los piridinios a comparacion de otros
herbicidas no selectivos tienen la ventaja de provocar un efecto desecante rapido, llegando a
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ser efectivos incluso si llueve después de poco tiempo de su aplicacion, ademéas de contar
con un movimiento sistémico limitado (Hawkes, 2014).

Tabla 8. Ingredientes activos con registro sanitario en México del grupo 22 HRAC & WSSA.

Grupo 22. Desviadores de electrones en el
fotosistema |

Familia quimica Ejemplo de Herbicida

Diquat /Dibromuro de Diquat
Piridinios

Paraquat

Cuando los electrones del PSII son transportados por la plastoquinona (PQ) ésta los transfiere
al citocromo b6f anclado en la membrana del tilacoide. Posteriormente son transferidos a la
plastocianina (Pc) y al PSI (Carrillo, 2004).

Cuando un foton es capturado en los complejos antena o complejo LHC (light harvesting
complex) del PSI por una red de moléculas de clorofila que se encuentran muy préximas la
una de la otra, se lleva a cabo la transferencia de energia en forma de excitones moleculares
entre ellas (Menor, 2020). Los complejos antena transfieren alrededor del 90 al 95% de la
energia de los fotones absorbidos hacia el centro de reaccion y debido a que la maxima
absorcion de los pigmentos se encuentra desplazandose continuamente a longitudes de onda
mas altas, la diferencia de excitacion entre dos pigmentos vecinos se libera en forma de calor
(Hajiboland, 2014).

Cuando las clorofilas pasan a su estado excitado, transfieren la energia al centro de reaccion
P700 del fotosistema, constituido por moléculas clorofilicas especializadas en la conversion
de la energia luminosa en energia quimica. EI P700 al encontrarse en su estado foto-excitado
(P700%), lleva a cabo una transduccion de energia fotosintética a través de una serie de
centros sulfoférricos, transfiriendo los electrones a la proteina ferredoxina (Fd) (Fassioli,
Dinshaw, Arpin, & Scholes, 2013; Caspy, Borovikova, Klaiman, Shkolnisky, & Nelson,
2020).

Las ferredoxinas son proteinas con cimulos de hierro-azufre de tamafio pequefio, solubles y
que funcionan como acarreadores de electrones gracias a la tendencia del hierro al cambio
entre sus estados de oxidacion (+2 y +3), adoptando asi potenciales redox que los vuelve
tanto donadores como aceptores de electrones excelentes (Franco & Castillo, 2013;
Villavicencio, 2012). La union de la ferredoxina con las subunidades del PSI se lleva a cabo
por medio de interacciones electrostaticas, debido a la carga positiva de los aminoécidos del
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PSl y la superficie con carga negativa de la Fd (Ver figura 25) (Caspy, Borovikova, Klaiman,
Shkolnisky, & Nelson, 2020).

Figura 25. Fotosistema | y sus componentes. A. Estructura proteica completa del fotosistema I. Nota:
Recuperada de Menor, 2020 (p. 5). B. Estructura del triple complejo Pc-PSI-Fd. Pc de color cian, Fd
de color magenta y clorofilas del centro de reaccion de color morado. Nota: Recuperada de Caspy et
al., 2020 (p. 2).

Los electrones excitados que son transferidos a la ferredoxina, son transportados después a
la coenzima Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato (NADP™) para formar el hidruro
NADPH, el cual permite la fijacion de CO. (LoOpez, 2018) entre otras necesidades de las
distintas rutas metabdlicas en la planta (Markwell, Namuth, & Hernandez, 2021a). Una vez
que la Fd acepta los electrones y se encuentra en su forma reducida, interactda con distintas
enzimas dependientes de Fd, principalmente con la ferredoxina-NADP+ reductasa (FNR) en
donde se producira NADPH (Ver Ecuacion 3) (Franco & Castillo, 2013).

NADP* +2e~ +2H" — ——— NADPH + H*
Ecuacion 3. Reaccion de la reduccion del NADP. Nota: Adaptado de Lopez, 2018 (p. 11).
Cuando el paraquat es aplicado en forma de catién divalente incoloro (PQT™™) éste actla

como aceptor de electrones, compitiendo con el NADP*. Al aceptar los electrones a la Fd
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(provocando su reduccidn), se convierte en un cation monovalente (PQT™) de color azulado
que se los transfiere al oxigeno molecular que se encuentra libre a partir del rompimiento del
agua, reduciéndolo a aniones superoxido, consecuentemente empieza una cadena de
reacciones peroxidantes generadas por las especies reactivas de oxigeno (ROS) que se
forman (Lopez, 2018). Los perdxidos también reaccionan junto con los superoxidos mediante
la intervencion de iones hierro (liberados a partir de dafios oxidativos a los centros
sulfoférricos Fe-S) y se forman radicales hidroxilo (Ver Figura 26), los cuales son altamente
reactivos con macromoléculas como lo son los lipidos de las membranas celulares, una vez
que comienzan las reacciones de los radicales hidroxilos con los lipidos membranales se
dispara una peroxidacion lipidica en cadena que acabara destruyendo la membrana celular y
provocando que se pierda el agua de la célula vegetal y consecuentemente una desecacion
del tejido foliar (Hawkes, 2014). Dicho de otra manera, cuando la molécula herbicida
secuestra los electrones se desestabiliza la energia fotosintética de la maquinaria celular y la
convierten en energia letal que acaba matando a la célula (Markwell, Namuth, & Hernandez,
2021b; Tiwari, Kharwar, & Tiwari, 2019).
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Figura 26. Representacion esquematica del mecanismo de accion de herbicidas en el PSI. FD:
ferredoxina, FNR: ferredoxina-NADPH reductasa, PC: plastocianina, PQ: plastoquinona, PQT™:
paraquat. Nota: Adaptada de Tiwari, Kharwar, y Tiwari, 2019 (p. 314).

Algunos de los principales sintomas caracteristicos de estos herbicidas son la marchitez
evidente y la aparicion de clorosis intervenal, presentandose éstos, pocas horas después de la
aplicacion, seguido de coloracién marrén y apariencia clorética hasta la desecacion completa
del follaje. Este proceso se ve acelerado cuando se aplica el producto en condiciones con alta
incidencia solar y calidas (Ver figura 27) (Hawkes, 2014).
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Figura 27. Apariencia de flacidez y posterior necrosis foliar tras la aplicacion de paraquat. Nota:
Adaptado de Gunsolus y Curran, 1999 (p. 12).

Resistencia y Transgénicos

Las especies arvenses que han desarrollado resistencia a los piridinios lo han hecho por medio
de distintos mecanismos. Usualmente se asocia con una traslocacion reducida del piridinio
fuera de los tejidos tratados, asi como a enzimas protectoras que minimizan a las ROS
(Tahmasebi et al., 2018). Otro mecanismo que se ha planteado es en el que el metabolismo
degrada enzimaticamente a los radicales hidroxilos ultra reactivos antes de que éstos puedan
romper los componentes proteicos y lipidicos de las células. También puede ocurrir que el
organismo desarrolle resistencia por medio del “secuestro” o acumulacion de las moléculas
herbicidas en las vacuolas de la célula o bien uniéndolas a componentes de la pared celular
previniendo asi, que lleguen al sitio de accién en el PSI (Bayer, 2013).

Actualmente el nimero de biotipos con resistencia a los secuestradores de electrones es de
32, de los cuales 22 especies son dicotiledoneas y 10 son monocotileddneas, segun lo
reportado por Heap (2022).

Los casos de resistencia a este herbicida se han desarrollado relativamente lento considerando
que fue después de 50 afios de su uso. Los estudios acerca de los biotipos mutantes o
transgénicos indican que la resistencia ha sido conferida por pérdida de funcion en los
transportadores responsables de llevar a la molécula de paraquat hasta el sitio de accién en
la célula, otro mecanismo de resistencia es a través del incremento de los pigmentos y
enzimas asociados a conferir proteccidn contra las especies reactivas de oxigeno en la planta.
También se ha observado correlacion con especies que naturalmente cuentan con otro tipo
de tolerancias, por ejemplo, tolerancia a la salinidad o al estrés oxidativo (como es el caso de
Conyza bonariensis) que confieren tolerancia al paraquat. Sin embargo, no es facil encontrar
muchos casos de resistencia que se hayan originado naturalmente, ya sea por la rapidez con
la que acttan los piridinios, o simplemente porque algunos mecanismos, como el de la
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relocalizacion de la catalasa desde el peroxisoma hasta el cloroplasto es sumamente
improbable que ocurra sin que se realicen modificaciones genéticas y aquellos que lleguen a
ocurrir naturalmente y contribuyen parcialmente a la resistencia o tolerancia de sobrevivir a
la aplicacion de paraquat, no lo hacen de una manera en la que se pueda considerar un buen
nivel de resistencia. Ya que paraquat es un activo que tiene efecto gracias al transporte de
electrones generado por la exposicién a luz solar, es de esperarse que en condiciones en
donde esta luz es reducida, la planta contara con cierto grado de tolerancia (Hawkes, 2014).

Se han desarrollado transgénicos que tienen la capacidad de desarrollar mecanismos que los
protejan de los radicales superéxidos que el paraquat genera, ya sea generando enzimas que
reduzcan las ROS, membranas proteicas que impidan la incorporacién de paraquat en las
células (Jo, Won, Son, & Lee, 2004), o removiendo los peréxidos por medio de produccion
de catalasa. Este ultimo mecanismo se probd en un experimento en el cual a cloroplastos
aislados y genéticamente modificados se les agreg6 catalasa aislada de Escherichia coli y se
observé que éstos exhibian un aumento en su capacidad de resistencia a paraquat a una dosis
cuatro veces mayor a la dosis recomendada comercialmente (Hawkes, 2014). Podemos
encontrar entre estos cultivos transgenicos, al de tabaco, que tiene resistencia a paraquat a
través de la sobreexpresion del gen pgrA obtenido de la bacteria Ochrobactrum anthropi, el
cual expresa la generacion de la proteina Pgra que, al ser una transportadora en la membrana,
reduce la permeabilidad y propicia la salida del paraquat de la célula (Jo, Won, Son, & Lee,
2004).

3.6. Grupo 27.- Inhibicion de la Hidroxifenilpiruvato Dioxigenasa (HPPD)

Los herbicidas con este modo de accion inhiben la sintesis de pigmentos, por lo que se
conocen también como “herbicidas blanqueadores” al ocasionar una decoloracion en los
tejidos foliares de las plantas debido a las lesiones provocadas en las células (Sherwani, Arif,
& Khan, 2015). Se han reportado varias ventajas en cuanto a su uso: tienen un amplio
espectro de control (incluso en malezas que son resistentes a otros herbicidas), excelente
selectividad de cultivos, baja tasa de aplicacion y baja toxicidad (Wang et al., 2015).

La enzima HPPD es importante en el metabolismo de la tirosina, la cual se encarga de
catalizar la conversion del &cido 4-hidroxifenilpirdvico (HPPA) en acido homogentisico
(HGA). En las plantas el HGA se convierte en tocoferoles y plastoquinona (Wang et al.,
2015), ambos cruciales para el crecimiento de las plantas debido a que evitan que éstas sufran
estrés por luz, frio, sequia y salinidad (Ver Figura 28) (Fryer, 1992).
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Figura 28. Biosintesis de tocoferoles y plastoquinona en plantas. Nota: Adaptado de Ndikuryayo,
2017 (p. 8524).

Los herbicidas blanqueadores inhiben especificamente la catalisis de la enzima 4-hidroxifenil
piruvato dioxigenasa (HPPD) que se produce en los cloroplastos (Fiedler, Soll, & Schultz,
1982), de manera que la via biosintética de los carotenoides se ve interrumpida y la reduccion
de estos pigmentos afecta directamente a la fotosintesis, siendo las plantas dafiadas
gravemente ante la exposicion a la luz solar (Wang et al., 2015). Los carotenoides juegan un
papel importante en las plantas, ya que se encargan principalmente de proteger al aparato
fotosintético de los efectos del exceso de energia a través de su disipacion y extincion cuando
ésta no es procesada en la fotosintesis, como funciones secundarias se encuentran el control
oxidativo y la captacion de luz en rangos del espectro en que la clorofila no es capaz
(Anzalone, 2007; Sherwani, Arif, & Khan, 2015); al ser tratadas las plantas con estos tipos
de herbicidas, el nivel de carotenoides se ve considerablemente reducido, lo que conlleva a
la presencia de radicales lipidicos sin unir. Debido a estos radicales lipidicos la captacion de
los lipidos y &cidos grasos de la membrana celular se ven comprometidos y se presenta una
peroxidacion de los lipidos, lo que causa la destruccion de la molécula de clorofila por
exposicion a radiacién UV y de especies con oxigeno reactivas debido a la falta de proteccion
frente a la luz que normalmente es proporcionada por los carotenoides (Ver Figura 29)
(Norris, Barrette, & Penna, 1995), de igual manera provoca que otros lipidos de la membrana
y algunas proteinas sean disfuncionales. Como resultado de esta “fuga” o falta de
carotenoides en la membrana, el contenido de la célula queda expuesto y destruido,
provocando el marchitamiento y considerablemente muerte rapida de la planta en
aproximadamente 14 dias después de la aplicacion (Bayer, 2013; Sherwani, Arif, & Khan,
2015).

54



Planta protegida

Escudo natura
contra los rayes UV

protector active

g

. ) N
o Clorofila dafiada

:ISC.JdIG carotencide por los rayos UV
inactivo

— Luz ultravicleta (perjudicial) — Luz visible (productiva)

Figura 29. Dafio producido en la planta sin y con la aplicacion del herbicida Laudis®. Nota:
Adaptado de Bayer, 2013.

Actualmente son tres las familias quimicas de herbicidas permitidas en México que llevan a
cabo este mecanismo de accion: las triketonas (Biciclopirona, Mesotriona, Tembotriona), los
pirazoles (Topramezona) y los Isoxazoles (Isoxaflutol) (Ver Tabla 9). Estos herbicidas se
aplican a malezas de hoja ancha principalmente en presencia de cultivos que son tolerantes,
como lo es el maiz (Zea mays) (Bayer, 2018).

Tabla 9. Ingredientes activos (4) con registro sanitario en México del grupo 27 HRAC & WSSA.

Grupo 27. Inhibicion de la hidroxifenil piruvato dioxigenasa (HPPD)

Familia quimica Herbicida
] Mesotriona
Triketonas _
Tembotriona
Pirazoles Topramezona
Isoxazoles Isoxaflutol
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Familia: Triketonas

Las propiedades estructurales de las triketonas difieren de otros herbicidas blanqueadores
(que comunmente afectan a la fitoeno desaturasa) inhibiendo a la HPPD, lo que ocasiona una
acumulacién de tirosina y una reduccion de plastoquinona en tejido meristematico en las
plantas tratadas (Knudsen et al., 1998). Cabe recordar que, en las plantas, la HPPD es un
componente de la biosintesis de la plastoquinona, la cual actia como cofactor de la fitoeno
desaturasa (Lee et al., 1997). El descenso de plastoquinona lleva automéaticamente a la
disminucién de carotenoides, lo que termina ocasionando el blanqueamiento de la planta
(Knudsen et al., 1998). Unas de las caracteristicas a las que se les puede atribuir su alta
eficacia, es que se unen fuertemente con la HPPD en comparacién con otros blanqueadores.
Ademas de que su accion inhibitoria depende en gran medida de su estructura quimica: la
posicion de la cadena lateral saturada, alto impedimento estérico, asimetria, planaridad
molecular, enantiomero, su alta lipofilicidad de la cadena de alquilo (Ndikuryayo, Moosavi,
Yang, & Yang, 2017) y especialmente el sustituyente orto- en el anillo de arilo, el cual es un
requisito absoluto para su actividad herbicida (Lee et al., 1998), todas éstas caracteristicas
influencian su actividad enzimatica (Ndikuryayo, Moosavi, Yang, & Yang, 2017).

Familia: Pirazoles

Los pirazoles son compuestos heterociclicos aromaticos y se han sintetizado una gran
cantidad de derivados del pirazol para el desarrollo de herbicidas debido a su amplia
bioactividad y porque han presentado un buen control de la maleza (Fu et al., 2017). Dentro
de los herbicidas correspondientes a esta familia no solo se encuentran los que actuan
inhibiendo a la HPPD, sino que también lo hacen mediante la inhibicion directa de la enzima
fitoeno desaturasa, la inhibicion de esta enzima ocasiona una gran acumulacion tanto de
fitoeno como de fitoflueno en las plantas tratadas, el fitoeno se encuentra presente en
reacciones de desaturacion en las que el producto final son los carotenoides. Cuando actuan
para inhibir a la HPPD, se conduce a una disminucion del contenido de plastoquinona, lo que
ocasiona que la desaturacion de fitoeno se vea perjudicada ya que la plastoguinona es
necesaria como un cofactor clave para aceptar hidrégeno de la fitoeno desaturasa.
(Matsumoto, 2004).

En un experimento se estudié el efecto de un herbicida perteneciente a esta familia sobre la
maleza Cyperus serotinus, en el cual se observo que, bajo condiciones de exposicion solar
continua, se presentaba deformacién en los plastidos y que su sistema de membranas internas
se deterioraba, lo que llevé a un colapso en las membranas de los tilacoides (Ogawa, Miyake,
& Maeda, 2001).

Aunque los mecanismos de accion pueden variar entre una familia quimica y otra, el
resultado final es el mismo: las plantas tratadas se ven incapacitadas de convertir el fitoeno
a fitoflueno, lo que resulta en la destruccion de los pigmentos fotosintéticos y, por lo tanto, a
su blanqueamiento y consecutiva muerte (Knudsen et al., 1998).
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Transgénicos

Diversos estudios se han realizado en la busqueda de generar mas cultivos con tolerancia y/o
resistencia a los inhibidores de HPPD, entre los casos de éxito se encuentran los cultivos de
tabaco y soya, desarrollados mediante la insercion de un gen proveniente de Pseudomonas
fluorescens, lo que les confiere una fuerte tolerancia al herbicida Isoxaflutol al sobreexpresar
la HPPD, amortiguando asi el efecto del herbicida (Dufourmantel et al., 2007).
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Conclusiones

Al indagar y analizar las fuentes de informacién disponibles para consulta sobre los
mecanismos de accién de los herbicidas permitidos en México, fue evidente la falta de
fuentes de origen confiable, con informacion suficiente, actualizada y en espafiol, asi como

la necesidad e importancia de generar una que ofreciera dichos estandares.

El estudio y comprension de los herbicidas que actian mediante la generacion de especies
reactivas de oxigeno y el papel que juegan éstas en los diversos procesos fotosintéticos que
se llevan a cabo en las plantas, resulta de gran importancia no s6lo porque representa el
proceso metabdlico con mayor cantidad de grupos herbicidas, sino también por el riesgo
fitotoxico que representan para los cultivos y el ambiente ante un manejo inadecuado, asi
como una herramienta que, dentro de un manejo integrado ayude en la prevencion de

resistencia a herbicidas mediante la rotacion de productos.

El compendio con las descripciones de los mecanismos de accion que se generd en el presente
trabajo busca no sélo ofrecer una fuente de consulta confiable y actualizada para los
hispanohablantes, sino también marcar un antecedente a futuros trabajos que de igual manera

pretendan ampliar y mejorar el estudio de la accion herbicida.
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