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Resumen de la tesis doctoral en Ciencias Quimicas (Biogquimica)
del M. en C. Lahoucine Achnine

Titulo: “CARACTERIZACION BIOQUIMICA DEL MODO DE ACCION EN LA FOTOSINTESIS DE
METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS DE LAS FAMILIAS MELIACEAE Y
CONVOLVULACEAE CON POSIBLE ACTIVIDAD HERBICIDA”

Se determind el efecto de algunos metabolitos secundarios aislados de Ipomoea tricolor
(Convolvulaceae), Cedrela odorata y Guarea grandiflora (Meliaceae) sobre la fotosintesis. Dado que una
gran parte de los herbicidas comerciales ejercen su efecto inhibidor sobre los procesos fotosintéticos de la
fase Juminosa, se puede derivar de esta tesis la posible utilizacidn de estos metabolitos como herbicidas
biodegradables,

La 7-oxo0-7-deactoxigedunina (OGD), un limonoide aislado de G. grandiflora, se encontré como
inhibidor de la transferencia de energia con el sitio de inhibicion localizado a nivel del CFo de la H -ATPasa
cloroplastica. El carbonilo de la molécula fue de gran importancia para la actividad detectada y que no posee
dicho grupo, fue menos activa que la OGD.

E! odoratol, un protolimonoide aislado de C. odorata, inhibié el desprendimiento del oxigeno a la
concentracion de 150 uM. El sitio de inhibicién del odoratol es la enzima de la fotolisis del agua. El estudio
comparativo de la fluorescencia de la clorofila ¢, como indicador sobre el estado del fotosistema i}, en
presencia del odoratol y en cloroplastos tratados con Tris confirmo dicha inhibicién. El diol en la posicién
23/24 es un importante requerimiento estructural para la inhibicion observada.

De {. tricolor fue aislada la tricolorina A, un tetrasacdrido del dcido jalapindlico con una estructura
macrolacténica. Las bajas concentraciones (< 2uM) causaron el desacoplamiento de la fotofosforilacidn. A
concentraciones mayores a 2uM, la tricolorina A inhibe el transporte de electrones entre Q, y Qy, lo cual fue
comprobado usando la técnica de la fluorescencia de la clorofila ¢. La estructura macrolacténica de la
tricolorina A es un importancia requerimiento estructural en vista de que su hidrélisis causa la pérdida del
potencial inhibidor.

Se conclue que los compuestos naturales estudiados podrian ser de gran importancia en las
interacciones alelopéaticas de las especies elegidas. La OGD es un compuesto de interés teérico para el estudio
de nuevo(s) sitio(s) de unién en el CFo. La tricolorina A y el odoratol pueden ser utilizados para el desarrollo

de nuevos herbicidas biodegradables.



Resumen en Inglés de la tesis doctora! en Ciencias Quimicas (Bioquimica)
del M, en C. Lahoucine Achnine
Titulo: “CARACTERIZACION BIOQUIMICA DEL MODO DE ACCION EN LA FOTOSINTESIS DE
METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS DE LAS FAMILIAS MELIACEAE Y CONVOILVULACEAE
CON POSIBLE ACTIVIDAD HERBICIDA™

In this Ph.D. thesis, we characterized the effect of naturally occurring secondary metabolites of Ipomoea
tricolor Cav. (Convolvulaceae), Cedrela odorata L. and Guarea grandiflora A. P. de Candolle (Meliaceae) on
several photosynthetic reactions of isolated spinach chloroplasts. The photosynthetic activities studied included ATP
synthests, proton uptake, Mg** dependent ATPase activity, electron transports (basal, phosphorylating and
uncoupled), tranmembranal ApH and variable fluorescence of chlorophyll « (Chl. @) of photosystem 11 (PSIl)
reaction center.

7-oxo-7-deacetoxygedunin (OGD), a limonoid isolated from G. grandiflora has been found to act as an
inhibitor of photophosphorylation in spinach thylakoids. ATP synthesis and phosphorylating electron flows were
inhibited by 88 and 83 %, respectively at 300 M of OGD without affecting proton uptake, basal and uncoupled
electron transports. The C-7 ketone group of OGD is an essential structural requirement for the displayed inhibitory
activity on chloroplast H'-ATPase, since gedunin possessing a 7a-acetoxy group behaved as a less potent energy
transfer inhibitor. The light-activated membrane bound Mg ™*-ATPase of the isolated coupling factor were insensitive
to OGD. Kinetic studies on CFo showed that OGD has a competitive kinetic behavior with 5-0-B-D-
galactopyranosyl-7-methoxy-3’,4’-dihydroxy-4-phenylcoumarin, but a non-competitive kinetic with DCCD. Thus,
OGD and the 4-phenylcoumarin have the same surrounding site of inhibition in CF,.

Odoratol, a protolimonaid isclated from C. odorata and two of its derivatives were tested on different
photosynthetic reactions. Qdoratol behaved as an inhibitor (150 uM) of oxygen evolution: (a) PSI activity is
unaffected by odoratol, (b) there is a substantial inhibition of the electron flow of uncoupled PSII as measured from
water to silicomolibdate or diaminodurene; and (c} the electron flow from dipheny!l carbazide to
dichlorophenolindophenol of Tris-washed chloroplasts was insensitive. Thus, the site of action of odoratol was
iocated at the donor side of PS Il. Comparison of Chl. & fluorescence induction curves of chloroplasts with
authenticated donor side damage (Iris or hydroxylamine washes) and those obtained from odoratol-treated samples
further supported this interpretation. The diol moiety at positions C-23 and C-24 of the side chain is an important
structural requirement for the inhibitory activity displayed by odoratol.

Tricolorin A, (11 S}11-hydroxyhexadecanoic acid 11-O-a-L- rhamnopyranosyl-(1—-3)-(-a-L- [2-0-(2S-
methylbutanoy!)-4-0-(25-methylbutanoyl)} -rham nopyranosil-(1-»2)-0-B-D-glucopyranosii-(1-2)-f3-
fucopyranoside-(1,3"-lactone), the major phytogrowth inhibitor isolated from [ tricolor was found to be a potent
uncoupler (Usy = 0.33 uM) of photophosphorylation in spinach chloroplasts. Using a combination of two well-
known fluorescent ApH probes, 9-aminoacridine and 9-aminao-6-chloro-2-methoxyacridine, the uncoupling behavior
of tricolorin A was also demonstrated for submitochondrial particles. At high concentrations (20 M), tricolorin A
inhibited PSII electron flow at the level of Qg Chl. a fluorescence analysis showed that tricolorin A induced
accumuiation of Q4 and promoted a strong decrement of the electron transport capacity, suggesting that the target of
this molecule was located at the Q level, The macracyelic lactene-type structure of this allelopathic agent was
proved to be an important structural requirement for uncoupling activity since its hydrolysis caused loss of the
inhibitory potential.

It is concluded that the selected secondary metabolites from Meliaceae and Convolvulaceae families
possess different targets and mechanism of actions on the photosynthetic light reactions of isolated spinach
chloroplasts. ‘This behavior might be of importance in the contribution to the allelopathic interactions of the
menticned species by possible interference with the photosynthetic metabolism of susceptible species. The fact that
odoratol and tricolorin A displayed a significant interference with the photosynthetic metabolism indicated that both
compounds could be used as candidates for development as new herbicides. Meanwhile, OGD turns out to be a
useful tool to further explore other possible binding sites of the CFo inhibitors. Finally, the use of PEA (Plant
Efficiency Analyzer) fluorescence technique probably could have a great potential to screen large varieties of
synthetic and natural compounds with herbicide action as agrochemicals.
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I. RESUMEN

El objetivo principal de la presente disertacién doctoral fue la
determinacién del efecto de algunas fitotoxinas aisladas de Ipomoea tricolor Cav.
{Convolvulaceae), Cedrela odorata L. y Guarea grandiflora L. (Meliaceae) sobre las
reacciones involucradas en la fotosintesis (fase luminosa), como un posible blanco
de accion biologica de estos metabolitos y, de esta manera, lograr una mejor
comprension de sus efectos como agentes aleloquimicos. Considerando que el
efecto de la mayor parte de los herbicidas comerciales es una consecuencia de la
alteracion de los procesos fotosintéticos de la fase luminosa, es posible extrapolar,
como una conclusién derivada de la presente investigacion, el potencial de
aplicacion agroquimico de los aleloquimicos evaluados, es decir, como agentes
herbicidas naturales biodegradables.

Las actividades fotosintéticas estudiadas utilizando como modelos
experimentales in vitro a los cloroplastos, aislados de las hojas de espinaca
(Spinacea oleracen L.) fueron la sintesis de ATP, la captacion de protones, los
transportes de electrones (basal, fosforilante y desacoplado), la Mg2*-ATPasa y la
fluorescencia de la clorofila a del centro de reaccion del fotosistema II.

La 7-oxo-7-deacetoxigedunina (OGD), un limonoide aislade de G.
grandiflora, se comporté como un inhibidor de la transferencia de energia. El sitio

de inhibicion se localiz6 a nivel del CFo de la H*-ATPasa cloroplastica. Al



parecer, la presencia de un grupo carbonilo en la porcion C-7 del ntcleo
limonoide de esta molécula es de gran importancia para la actividad inhibidora
para OGD ya que al compararse con la gedunina, producto natural de estructura
homeloga a OGD y desprovista de dicho grupo funcional, fue menor que la
desarrollada por el compuesto de prueba. Los estudios cinéticos demostraron
que la OGD y el DCCD no compiten en el sitio de inhibicion, mientras que los
productos naturales OGD y la 5-O-B-D-galactopiranosil-7-metoxi-3’,4’-dihidroxi-
4-fenilcumarina mostraron una cinética competitiva por el mismo sitio de
inhibicién. Las Ki calculadas para OGD, 4-fenilcumarina y DCCD fueron 146, 220
y 10 uM.

El odoratol, un protolimonoide natural, aislado de Cedrela odorata inhibid
el desprendimiento del oxigeno a una concentracion de 150 uM. Los andlisis
polarograficos de las reacciones parciales redox de la fotosintesis indicaron que la
actividad del fotosistema I no se afecta por este agente alelopatico. Se demostro la
existencia de una notable inhibicién del fotosistema II, medido de agua a
silicomolibdato (o diaminodureno), por este producto natural, en tanto que el
flujo de eclectrones del difenilcarbazida al diclorofenolindofenol de los
cloroplastos lavados con Tris fue insensible al odoratol. Estos datos sugieren que
el sitio de inhibicion del odoratol corresponde a la enzima responsable de la
fotdlisis del agua. El estudio comparativo de los patrones de fluorescencia de la

clorofila a de cloroplastos tratados con Tris (o hidroxilamina) y los patrones de



fluorescencia obtenidos por incubaciéon de los cloroplastos con el odoratol,
confirmé dicha inhibicién. Al parecer, los analisis estructura quimica-actividad
demostraron que el diol en las posiciones C-23/C-24 representa un importante
requerimiento para el efecto inhibi‘dor observado.

La tricolorina A, 11-O-o-L-ramnopiranosil-(1--+3)-0O-a-L-(2-O-[(25)-2-
metilbutanoil]-4-O-[(25)-2-metilbutanoil])-ramnopiranosil-(1-2)-O-B-D-
glucopiranosil-(1-2)-p-fucopirandsido del acido (115)-11-hidroxihexadecanoico
(1,3”-lactona), representa el constituyente mayoritario de las resinas glicosidicas
de Ipomoea tricolor. Concentraciones bajas de este agente alelopatico (Uso = 0.33
uM) provocaron el desacoplamiento de la fotofosforilacién. Este efecto
desacoplante se comprobé para las particulas submitocondriales usando la
combinacion de dos agentes fluoréforos, la Y-aminoacridina y la 9-amino-6-cloro-
2-metoxiacridina. La tricolorina A inhibe el transporte de electrones a nivel de Qs
cuando se utilizan altas concentraciones de este aleloquimico (20 uM). Los
andlisis de los patrones de la fluorescencia de la clorofila a confirmaron que la
tricolorina A induce una acumulacién de Qa- de la misma forma que el DCMU,
utilizado como control positivo. La estructura macrolacténica de este agente
alelopatico constituye un rasgo de gran importancia para su efecto inhibidor, en
vista de que la hidrolisis del éster lactonico ocasiona la pérdida del potencial
inhibidor.

Los resultados obtenidos durante el desarrollo del presente trabajo
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permitieron concluir que los metabolitos secundarios evaluados pueden
desempefiar un papel importante en las interacciones alelopaticas de las especies
de convolvuliceas y melidceas elegidas debido a su interferencia con el
metabolismo fotosintético de las plantas arvenses. Sin embargo, estos compuestos
pueden interferir, de manera alternativa, a otros niveles del metabolismo vegetal.
La gedunina respresenta un compuesto de interés tedrico para el estudio de
nuevos sitios de unién en el CFo. El odoratol y la tricolorina A constituyen
modelos estructurales que pueden ser utilizados para el desarrollo de nuevos
herbicidas “verdes”. Por tltimo, la presente disertacion demostré el uso potencial
de la técnica de la PEA fluorescencia de la clorofila # como una herramienta
provechosa y sumamente informativa para la selecciéon de compuestos con una

posible actividad herbicida de aplicacién agroquimica.
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II. ABSTRACT

In this Ph.D. thesis, we characterized the effect of naturally occurring
secondary metabolites of Ipomoea tricolor Cav. (Convolvulaceae), Cedrela odorata L
and Guarea grandiflora L. (Meliaceae) on several photosynthetic reactions of
isolated spinach chloroplasts. The photosynthetic activities studied included ATP
synthesis, proton uptake, Mg2* dependent ATPase activity, electron transports
(basal, phosphorylating and uncoupled) and variable fluorescence of chlorophyll
a of photosystem II reaction center.

7-oxo-7-deacetoxygedunin (OGD), a limonoid isolated from Guarea
grandiflora has been found to act as an inhibitor of photophosphorylation in
spinach thylakoids. ATP synthesis and phosphorylating electron flows were
inhibited by 88 and 83 %, respectively at 300 uM of OGD without affecting
proton uptake, basal and uncoupled electron transports. The C-7 ketone group of
OGD is an essential structural requirement for the displayed inhibitory activity
on chloroplast H*-ATPase, since gedunin possessing a 7a-acetoxy group
responded as a less potent energy transfer inhibitor. The light-activated
membrane bound Mg?*-ATPase of the isolated coupling factor were insensitive to
OGD. Kinetic studies showed that OGD has a competitive kinetic behavior with
5-0O-3-D-galactopyranosyl-7-methoxy-3’,4’ -dihydroxy-4-phenylcoumarin, a

natural occurring CFo inhibitor isolated from Exostema caribaeum, when they
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inhibit the H*-ATPase activity, but a non-competitive kinetic with DCCD. These
results suggested that OGD and the 4-phenylcoumarin have the same
surrounding site of inhibition in CFo. Kis for OGD, 4-phenylcoumarin and DCCD
were 146, 220 and 10 ¢M, respectively.

Odoratol, a natural protolimonoid isolated from Cedrela odorata and two of
its derivatives were tested on different photosynthetic reactions of isolated
spinach chloroplasts. This natural product behaved as an inhibitor (150 M) of
oxygen evolution. Polarographic analyses of the photosynthetic partial redox
reactions indicated that: (a) PS I activity is unaffected by odoratol, (b) there is a
substantial inhibition of the electron flow of uncoupled PS II as measured from
water to silicomolibdate or diaminodurene; and (c) the electron flow from
diphenyl carbazide to dichlorophenolindophenol of Tris-washed chloroplasts
was insensitive. Collectively, these data suggested that the site of action of
odoratol was located at the donor side of PS II. Comparison of chlorophyll a
fluorescence induction curves of chloroplasts with authenticated donor side
damage (Tris or hydroxylamine washes} and those obtained from odoratol-
treated samples further supported this interpretation. Comparative analyses
using odoratol derivatives indicate that the diol moiety at positions C-23 and C-
24 of the side chain is an important structural requirement for the inhibitory
activity displayed by odoratol.

Tricolorin A, (11  S)-11-hydroxyhexadecanoic  acid = 11-O-g-L-



rhamnopyranosyl-(1-3)-0-a-L-{2-O-(25-methylbutanoyl)-4-0-(25-
methylbutanoyl)}-rhamnopyranosil-(l—>2)~O-B-D~glucopyranosi1-(1—>2)—B-
fucopyranoside-(1,3"-lactone), the major phytogrowth inhibitor isolated from
Ipomoea tricolor was found to be a potent uncoupler (Usp = 0.33 uM) of
photophosphorylation in spinach chloroplasts. Tricolorin A inhibited H*-uptake
and ATP synthesis, and stimulated basal and phosphorylating electron flows,
Using a combination of two well-known fluorescent ApH probes, 9-
aminoacridine and 9-amino-6-chloro-2-methoxyacridine, the uncoupling
behavior of tricolorin A was also demonstrated for submitochondrial particles.
Polarographic data showed that high concentrations (20 pM) of tricolorin A
inhibited photosystem II electron flow at the level of Qs. Chlorophyll 4
fluorescence analysis showed that tricolorin A induced accumulation of Qa and
promoted a strong decrement of the electron transport capacity, suggesting that
the target of this molecule was located at the Qs level. The macrocyclic lactone-
type structure of this allelopathic agent was proved to be an important structural
requirement for uncoupling activity since its hydrolysis caused loss of the
inhibitory potential.

It is concluded that the selected secondary metabolites from Meliaceae and
Convolvulaceae families possess different targets and mechanism of actions on
the photosynthetic light reactions of isolated spinach chloroplasts. This behavior

might be of importance in the contribution to the allelopathic interactions of the



mentioned species by possible interference with the photosynthetic metabolism
of susceptible species. It is not excluded that these compounds could interfere at
other metabolic levels. The fact that odoratol and tricolorin A displayed a
significant interference with the photosynthetic metabolism, by inhibiting
photosystem II donor and acceptor sides, respectively, indicated that both
compounds could be used as candidates for further development as new
herbicides. Meanwhile, gedunin turns out to be a useful tool to further explore
other possible binding sites of the CFo inhibitors. Finally, the use of PEA (Plant
Efficiency Analyzer) fluorescence technique probably could have a great
potential to screen large varieties of synthetic and natural compounds with

herbicide action as agrochemicals.
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iII. INTRODUCCION

3.1 FOTOSINTESIS

La fotosintesis es el proceso mediante el cual las plantas, algas y algunas
bacterias convierten la energia luminosa en energia quimica util para la sintesis
de material organico a partir de COz, agua y minerales. En los eucariontes, la
fotosintesis se realiza en los cloroplastos. Estos son organelos vesiculares,
membranosos y de forma elipsoidal; miden alrededor de 5 pm de longitud y son
caracteristicos de las algas y plantas superiores (Figura 1). Cada célula contiene
de 50 a 200 cloroplastos, mismos que poseen una envoltura formada por una
doble membrana que encierra una matriz interior, el estroma (Figura 1). Dentro
de este ultimo se encuentran ADN, ribosomas, aminoacidos, acidos organicos,
plastoglébulos, carbohidratos, nucleétidos, iones v aproximadamente 200 tipos
de proteinas (Lehninger ef al., 1993). En el interior del estroma se encuentran unas
vesiculas de estructura aplanada que son los tilacoides, los cuales se acumulan en
pilas y se denomina con el nombre de grana. La composiciéon de la membrana
tilacoidal es de 50% de proteinas (lipoproteinas), 40% de fosfolipidos
(glicolipidos) v 10% de clorofilas (Ellis, 1989). La membrana tilacoidal contiene
diversas proteinas que estan involucradas en la captacion de los cuantos de luz,
el transporte de electrones, la captacién de protones y otras reacciones

enzimaticas.
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Figura 1. Estructura de un cloroplasto: A (llustracién), B (Micrografia
electrénica).



El proceso de la fotosintesis comprende dos fases: la luminosa y la oscura.
En la primera fase, se captura la energia solar y se transforma en energia quimica
(ATP y NADPH). Simultaneamente, se produce oxigeno por fotooxidacion del
agua. Estos procesos tienen el nombre de reacciones luminosas y se llevan a cabo
en las membranas tilacoidales del cloroplasto. En la fase oscura, el ATP vy
NADPH producidos se consumen durante la reduccion de CO; para formar
carbohidratos (glucosa, celulosa y almidén) en el ciclo de asimilacién del carbono
y este proceso se realiza en el estroma del cloroplasto (Lehninger ef al., 1993). La
fotosintesis puede estudiarse en un rango sumamente variado de preparaciones
aisladas, desde un sistema simple de complejos aislados como los protoplastos,

hasta en componentes membranales.

3.1.1 EVENTOS FOTOSINTETICOS DE LA FASE LUMINOSA

Los dos rasgos particulares de los sistemas fotosintéticos son: (i) los
fotoreceptores responsables de la cosecha de luz solar que estdn formados por
clorofilas, proteinas y carotenoides, y (ii) los centros de reaccién a donde se dirige
la energia luminosa. Los centros de reaccién poseen un potencial redox positivo,
se excitan cuando absorben un fotén y, posteriormente, liberan un electrén a un
potencial que es casi de 1 voltio mas negativo. De esta manera, la energia
luminosa se transforma directamente a energia potencial redox.

Las clorofilas son los pigmentos fotosintéticos mds importantes. Son
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metaloporfirinas que poseen una porcion policiclica plana constituida por cuatro
unidades alquilpirrélicas y una cadena hidrofébica derivada del fitol. El metal
manganeso divalente, se coordina con el nitréogeno de los anillos pirrdlicos,
ocupando la porcién central del policiclo. La cadena hidrocarbonada se une a uno
de los anillos a través de un enlace de tipo ester. Las moléculas de clorofila se
embeben en la region hidrofébica de la membrana tilacoidal donde estan
asociadas a proteinas especificas formando complejos Chl.-proteina. En las
plantas verdes, los pigmentos fotosintéticos, altamente organizados para una
mayor eficacia durante la cosecha de la luz, son la clorofila a, la clorofila b y
varios carotenoides. La clorofila @ pura, disuelta en acetona, posee méaximos de
absorcién a 663 y 420 nm. Sin embargo, en las células intactas la clorofila a
muestra diferentes médximos de absorcién a longitudes de onda mayores (660,
670, 678 y 685 nm). La clorofila b y los carotenoides se denominan, de manera
colectiva, con el nombre de pigmentos accesorios que transportan la energia de la
luz absorbida a Ia clorofila a y, de esta manera, aumentan el rango espectral para
la radiacion fotosintéticamente activa. De manera adicional, las moléculas de la
clorofila a estdn organizadas en forma de “unidades fotosintéticas” donde, en
promedio, de 250 a 300 moléculas de clorofila capturan la energia de la luz que
transfieren a una molécula especializada de Ia clorofila a, que es en el centro de

reaccion, donde ocurren las reacciones fotoquimicas.



3.1.1.1 Centros de reaccion

Los centros de reaccion son complejos pigmento-proteina que contienen la
clorofila a2 en un ambiente especial. En los organismos fotosintéticos productores
de oxigeno hay dos centros de reaccion, el FS I y el FS II. En estos centros, la
reaccion fotoquimica mas importante ocurre cuando la energia luminosa se
emplea para que el electron de la clorofila Peso pase a un estado excitado Peso®.
Bajo esta forma, la clorofila reduce un aceptor primario de electrones, la feofitina
(Ph) y, en consecuencia, ésta se oxida a Peso*. Posteriormente, Psso se regresa por
la reduccion de Psso* que acepta electrones de la tirosina Z (Tyr Z) de la proteina
D1 del FS II. De esta forma, Psso podrad excitarse de nueva cuenta mediante la
absorcion de la luz.

En el FS [, la clorofila a-proteina del centro de reaccidon se denomina como
P7o0. En el estado oxidado P7oo* se observa un “blanqueamiento” (disminucion de
la absorcion) a 700 nm. En este fotosistema, los electrones provienen de la

plastoquinona reducida.

3.1.1.2 Transporte de electrones fotosintético y sus inhibidores

Las reacciones de transferencia electrénica involucran los dos centros de

reaccion ordenados en serie (Figuras 2 y 3). El aceptor natural de electrones



terminal es el NADP, el cual se reduce por los electrones del FS [; estos electrones
provienen de la oxidacién del agua en el FSII. En el esquema Z del transporte de
electrones los compuestos con un potencial redox bajo (agentes reductores
fuertes) se encuentran en la cima del diagrama. El esquema estd dividido en: (i)
las secciones ascendentes de reacciones dependientes de la luz en los centros de
reaccion, donde la energia de un fotdon se emplea para reducir un aceptor de
electrones convertiéndolo en un agente reductor, y (ii) las secciones
descendientes de los acarreadores donde tiene lugar la transferencia de
electrones de agentes reductores fuertes a débiles. La energia liberada es usada

para la fosforilacién del ADPy, de esta manera, se obtiene una molécula de ATP.
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Los intermediarios del transporte de electrones se dividen en varias clases:
citocromos (citocromo f, be y bsss), centros fierro-sulfurados (ferredoxina y centro
hierro-azufre de Rieske), quinonas (plastoquinonas PQ, Qa, Qs), proteinas con
metal de transicibn como grupo prostético (plastocianina, proteinas que
contienen Mn), clorofilas y feofitina. La naturaleza bioquimica de los
componentes de [a cadena de transporte de electrones es sumamente variada; sin
embargo, todos presentan la propiedad de ser reducidos y, subsecuentemente,
oxidados, funcionando asi como acarreadores de electrones. De esta forma, los
componentes redox de la cadena de transporte de electrones se clasifican en dos
grupos segun el tipo de reduccion: los reducidos solamente por los electrones y
los reducidos por electrones y protones. Esta division es importante para las
consideraciones rclacionadas con el mecanismo de la fotofosforilacion.

Cuando el centro de reaccién del FS II interacciona con la luz, se genera el
estado Peso* que debe reducirse a Psso para continuar con las fotorreacciones, La
reduccion del Pego* se lleva a cabo cuando el agua cede electrones al oxidarse por

los cuantos de luz y se representa mediante la siguiente férmula:

HO+hv———— 4H* + O + 4e

El complejo de la fotdlisis del agua contiene por lo menos 20 polipéptidos.

El sitio de oxidacién del agua esta formado por cuatro iones de Mn, con niimeros

de oxidacién que varian entre +2 y +4 durante el proceso de descomposicion del



agua, de dos a tres iones de Ca?* y varios iones cloruros que participan en Ia
reaccion de fotélisis de agua (Debus, 1992). El electrén a partir de Peso* se
transporta via la feofitina al aceptor de electrones primario del FSII, Qa. A traveés
de un centro ferro-sulfurado se reduce el aceptor de electrones secundario Qs.
Este altimo acepta dos electrones y toma dos protones del estroma produciendo
PQHo, el cual forma la poza de plastoquinonas (PQ). Cuando se oxida, PQH:
dona dos electrones al citocromo be/f y libera dos protones en el espacio interno
del tilacoide llamado lumen. El FS I se reduce al oxidar al citocromo be/f
reducido, el cual dona su electrén a Pz mediado por la plastocianina. El FS |,
mediante una serie de reacciones redox, reduce al NADP*; esta dltima reaccion es
catalizada por la enzima ferredoxina-NADP-oxidoreductasa con la participacion
de los aceptores de electrones Ao, A1, FaFeFx y Fo.

El transporte de electrones en la cadena tilacoidal estd acoplado a la
formacion de un gradiente de protones a través de la membrana, ¢l cual es
utilizado para la fosforilacion del ADP con ortofosfato catalizada por la ATP
sintetasa (Anderson & Beardall, 1991).

Segun la teoria quimiosmoética propuesta por Mitchell (1961), existe un
acoplamiento entre la transferencia de electrones y la sintesis de ATP. Esto
sugiere que el flujo de electrones a través del sislema de acarreadores también
conduce vectorialmente protones a través de las membranas, generando un
gradiente electroquimico de protones que se utiliza en la sintesis de ATP (Hinkle

& McCarty, 1988). En los cloroplastos, los componentes de la cadena



transportadora de electrones se encuentran distribuidos de manera heterogénea
(asimétrica) a través de la membrana tilacoidal de los cloroplastos. Como
resultado de esta distribucién, el movimiento de electrones ocasiona un flujo de
protones hacia el interior del tilacoide generando un ApH. La oxidacion de dos
moléculas de agua libera cuatro protones dentro del tilacoide. Cuando dos
electrones reducen a la PQ, esta acepta dos protones del estroma y se reduce a
plastoquinol (PQHz). Posteriormente, ésta molécula libera los dos protones en el
lumen del espacio intratilacoidal al ser oxidada nuevamente a PQ por accion del
complejo bs/ f (Anderson & Beardall, 1991) y el ciclo de Q en bg/f puede dar como

resultado la liberacion de tres protones por molécula de PQHo..

Los inhibidores de las enzimas involucradas en el transporte de electrones
son de una gran variedad estructural. Dichos inhibidores se han empleado para
elucidar las diversas vias metaboélicas vegetales, animales y bacterianas. En este
contexto, Robin Hill (1937) observé que al iluminar los cloroplastos en presencia
de un aceptor de electrones artificial se generaba oxigeno. Esa observacion fue
muy importante para los ensayos posteriores con los inhibidores de las fase
luminosa de la fotosintesis. En 1949, Macdowall reporta que el feniluretano (Iso =
2 mM) v el dinitrofenol (Iso = 0.63 mM) inhiben la reaccion de Hill. Es importante
destacar que algunos de estos inhibidores, por ejemplo el DCMU, se utilizan
como agentes herbicidas comerciales (Moreland, 1980). Asi mismo, el estudio del

mecanismo de accién de estos herbicidas ha contribuido de manera significativa



al conocimiento de algunas secuencias metabolicas en los vegetales.

Moreland (1980) clasificé a los inhibidores de la fotosintesis (sintéticos o
naturales) en cuatro grupos: inhibidores del transporte de electrones,
desacoplantes, inhibidores de la transferencia de energia y aceptores de
electrones. Los tres primeros grupos afectan al proceso del transporte de

electrones.

i) Inhibidores del transporte de electrones

Algunos ejemplos de los inhibidores del transporte de electrones son el
Tris que inhibe la enzima de la fotdlisis del agua (Vernon, 1969) y el DBMIB que
inhibe a la plastocianina (Ouitrakul & Izawa, 1973). Entre los herbicidas sintéticos
que actian como inhibidores del transporte de electrones se encuentran las
triazinas (atrazina y prometrina), las piridazinonas (pirazon y norflurazon), los
carbamatos (fenmedifan y barban), las fenilureas (diuron) y los uracilos (lenacil) y
algunos fenoles (Moreland, 1980). Las fenilureas y las triazinas inhiben la
reoxidacion del aceptor primario (Qa) del FS II (Mathis & Rutherford, 1984;
Moreland, 1980; Mersie, 1993). En cambio, los herbicidas fenélicos inhiben la
fotolisis del agua mediante la interferencia con un péptido de 41 kDa del centro

de reaccion del FS 11 (Mathis & Rutherford, 1984; Moreland, 1980).



ii) Desacoplantes
La mayoria de los desacoplantes son dcidos débiles lipofilicos, los cuales
en su forma i6nica atraviesan la membrana tilacoidal tomando protones del
medio interno. Una vez protonados, éstos pasan nuevamente a la parte externa
del tilacoide donde liberan el protén mediante disociacién. La perfluidona, un
agente herbicida comercial de naturaleza sintética, actiia como un desacoplante.
Otros compuestos que se comportan como desacoplantes son el dinitrofenol, el

FCCP, el CCCP y los antibitticos nigericina y gramicidina (Moreland, 1980).

iii) Inhibidores de la transferencia de energia
Estos compuestos actaan directamente sobre la H*-ATPasa, interferiendo
con la actividad de las subunidades CF; y/o CFo. Entre los inhibidores clasicos
de la transferencia de energia se encuentran la N-etil-maleimida, el DCCD
(McCarty & Racker, 1967), el Dio-9, la sintalina (Moreland, 1980), la N,N-dimetil-

formamida (Pefia-Valdivia ef al., 1991) y la tlorizina (Moreland, 1980).

iv) Aceptores de electrones

Estos compuestos presentan potenciales redox muy similares al de
algunos acarreadores de electrones de la cadena tilacoidal, por lo que pueden
competir con los mismos, desviando el transporte de electrones. Estos
compuestos son empleados para estudiar las reacciones parciales de los

fotosistemas (I y II). Entre los aceptores de electrones mas importantes se pueden



citar al SiMo, el cual actia como aceptor de electrones de Qa; el DCPIP y el
FeCN, los cuales actuan como aceptores de electrones del FS II; la fenazina
metasulfato, que actita a nivel de P70 y el metilviolégeno que acepta electrones a
nivel de los centros Fe-S del FS 1. Algunos herbicidas acttian como aceptores de
electrones y quiza los mas conocidos son las sales de bipiridinio como el paraquat

y diquat (Moreland, 1980).

3.1.2 FOTOFOSFORILACION

Para el ciclo de asimilacion del carbono se requieren tanto del NADPH
como de la energia quimica del ATP. La energia requerida para la
fotofosforilacion se obtiene de la conversién de la energia almacenada en forma
del potencial electroquimico en energia quimica. El complejo enzimatico que se
encarga de sintetizar ATP a partir de ADP y Pi es una ATP sintetasa, es decir el
complejo CFiCFo-ATPasa. Dicho complejo se compone de dos partes: una

hidrofilica (CF1) y la otra lipofilica (CFo) (Figura 4).



!

Superficie
estromal

Superficie lumenal

|- 220 A ;i
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transmembranal y de una CF; catalitica en el lado del estroma de la membrana tilacoidal.



La funcioén principal del CFy es la sintesis de ATP en respuesta al ApH generado
al iluminar a los cloroplastos (Ketcham et al, 1984). La estequiometria mas
aceptada de la porcion hidrofilica, CF1, del complejo CF1CFo-ATPasa es de cinco
subunidades; es decir o3Pzyde. Existe una similitud entre los Fi de los
cloroplastos, mitocondrias y bacterias ya que todos presentan una organizacion
tridimensional semejante en dichas subunidades. Las evidencias obtenidas
mediante la técnica de microscopia electrénica indican que las subunidades « y B
(60 y 55 kDa, respectivamente) del CF;, corresponde a un modelo hexagonal
asimétrico alrededor de una cavidad central (Boekema ¢t al., 1990; Fujivama et al.,
1990). Otros estudios mas recientes de microscopia electronica demostraron que
las subunidades « v p de CFy, dispuestas en pares, forman una monocapa como
se ilustra en la figura 4. Las subunidades menores de CF1 (y, 6 y £ con pesos
moleculares de 38, 20 v 14 kDa, respectivamente) forman una masa en forma de
V, adyacente a un par aff y adentro de la cavidad creada por el hexamero oafs
(Boekema et al., 1990). Los modelos actuales del CFy colocan a la subunidad y en
el centro de dicha cavidad junto a la subunidad g, ambas cerca de la subunidad f§
(Dunn et al., 1990). La activacion por luz del complejo H*-ATPasa se lleva a cabo
en unos milisegundos obteniéndose la maxima eficiencia en otros milisegundos
mas (Graan & Ort, 1981); mientras que la actividad hidrolitica requiere para su
activacién unos segundos de iluminacion.

En general, los componentes principales que intervienen en la regulacion de la
actividad del CF1 de la H*-ATPasa de los cloroplastos son: el potencial
electroquimico, los estados de oxidacion del puente de disulfuro de la subunidad
y de CF1 y la unién reciproca de los nucleétidos ATP, ADP y Pi al factor de

acoplamiento. La activacién de la H*-ATPasa por calor requiere de la presencia
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de compuestos con grupos tioles y la eliminacion de los mismos causa una
inhibicion irreversible de la actividad enzimatica. Cabe mencionar que a
diferencia del F; mitocondrial, que se asocia a una proteina de bajo peso
molecular para formar un complejo que inhibe a la ATPasa, el CF1 del cloroplasto
es una protefna con una actividad latente de ATPasa, que puede ser activada por
cambios conformacionales (Farron & Racker, 1970).

El factor CF1 de la H*-ATPasa cloroplastica es sensible a una gran variedad
de inhibidores. Por ¢jemplo, la tentoxina, un tetrapéptido ciclico producido por el
hongo Alternaria tenuis, es un inhibidor potente de la ATPasa del cloroplasto a
una concentracion de 10 M. Dicho péptido actita como inhibidor no competitivo
respecto a los nuclectidos substratos del CFi. El sitio de interferencia de la
tentoxina se localiza en la subunidad B de la enzima. Sin embargo, estudios
recientes demostraron que la subunidad o es indispensable para la interaccion
(union) de la toxina con la ATPasa (Hu et al., 1993). El vanadato (Carmeli ¢f al.,
1992) y la a-dendrotoxina (Schulenburg ef al., 1992) también inhiben el CF; de
cloroplastos a concentraciones de 0.5 mM y 5.05 pM, respectivamente. Los dos
compuestos inhiben preferencialmente la sintesis de ATP, en lugar de promover
su hidrolisis (Carmeli ef al., 1992; Schulenburg et al., 1992).

La porcién lipofilica del complejo CF1-CFo ATPasa, CFo, se encuentra
embebida en la membrana tilacoidal y funciona como un canal idnico que

transporta H* hacia el sitio catalitico de la enzima. CFo consta de las subunidades



hidropéaticas I-IV (Faludi-Daniel et al., 1983; Beckers ef al., 1992). Se propone que
seis copias de la subunidad III conforman un canal de forma hexagonal que
atraviesa la membrana tilacoidal y que la subunidad II ayuda a mantener esta
organizacién estructural. Por otro lado, las subunidades I y IV se asocian a la
membrana haciendo mas fuerte la unién de la membrana con el canal conductor
de protones formado por el hexdmero de las subunidades HI (Barber, 1987). Las
subunidades I, II y IV son codificadas en el genoma del cloroplasto (Cozen &
Walker, 1987). La subunidad I posee un segmento hidrofébico anclado en la
membrana y otro hidrofilico que se une a CFo. La subunidad IV es una proteina
hidrofébica y presenta 5 a-hélices transmembranales, una de ellas probablemente
interacciona con la subunidad III para formar el canal (Hudson & Mason, 1988).
Una de las estrategias méas importantes para el estudio del funcionamiento
de la H*-ATPasa la constituye el empleo de inhibidores especificos de la enzima.
Estos inhibidores actian bloqueando la sintesis de ATP al unirse a nivel de CFo
y/o CFi o desacoplando la sintesis de ATP del transporte de electrones. Los
inhibidores especificos incluyen al DCCD (N,N’-diciclohexicarbodiimida), el
trifenilestafio y el 5-0-p-D-galactopiranosil-7-metoxi-3',4’-dihidroxi-4-
fenilcumarina, un producto natural aislado de Exostema caribaeum (Rubiaccae)
(McCarty & Racker 1967; Gould 1978; Calera et al., 1995a). El DCCD se une

especificamente a la subunidad IIT del CFo (McCarty & Racker, 1968).



3.1.3 FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA a2 DEL CENTRO DE REACCION

DEL FS II

La fluorescencia de la clorofila a (Chl a) es una luz roja que proporciona
informacién sobre el estado de los complejos de pigmentos, y su organizacion, la
transferencia de energia entre pigmentos y las reacciones de transferencia de
electrones del FS II. El rendimiento cuédntico de la fluorescencia de la Chl a (¢1)
estd relacionado con las constantes de velocidad (K’s), desexcitacion de la
fluorescencia (f), disipacién por calor (h), excitacion de transferencia de energia
(t) y con el apagamiento de la fluorescencia (q) por substancias como los

carotenoides, el Oy, los tripletes, etc. y por trabajo fotoquimico (p):

Kt

b=
Ki+ Ki + K+ Ky + Kp

El rendimiento cuéntico absoluto de la fluorescencia (¢r) se obtiene dividiendo el
namero total de los fotones emitidos (F) entre el ntumero total de fotones
absorbidos (I.), o dividiendo el tiempo medio de la fluorescencia (r) entre el
tiempo medio tedrico intrinseco de la fluorescencia (t10). Este ultimo es valido

solamente cuando la anica via de desexcitacion es la fluorescencia. Debido a que



la emision homogénea de la fluorescencia se efectia en todas las direcciones,
solamente una parte de ésta se mide con iluminacién de intensidad constante y,
por lo tanto, los valores de ¢+ reportados son relativos.

En 1931, Kautsky y Hirsch publicaron un trabajo titulado “Nuevos
experimentos sobre la asimilacién del dioxido de carbono”, el cual es considerado
por los especialistas como un acontecimiento histdrico para el estudio de la
fotosintesis. El experimento consistié en iluminar hojas adaptadas a la oscuridad
y seguir cualitativamente la emisiéon de la fluorescencia de la Chl a4,
comparandola con la asimilacién del CO; publicada antes por Otto Warburg. Este
trabajo contribuy6 de manera significativa a entender los siguientes aspectos de
la fluorescencia: a) la fluorescencia de la Chl. 2 se incrementa hasta un maximo,
luego decrece y finalmente alcanza un nivel de equilibrio en cuestion de minutos;
b) el aumento en la curva de la fluorescencia se consideré como un reflejo de las
reacciones primarias de la fotosintesis y era insensible a la temperatura (0 y 30
°C) y a la adicién de HCN; c) la disminucion en la curva de la fluorescencia es
inversamente proporcional al aumento de la asimilacion del COz, lo que significa
que mas energia quimica, en forma de carbohidratos, se produce a partir de los

fotones absorbidos cuando la fluorescencia emitida de Ia Chl. a es menor.



314 EVENTOS ASOCIADOS CON LA FLUORESCENCIA DE LA

CLOROFILA a.

Al iluminar con luz continua las hojas adaptadas a la oscuridad o a una
suspension de células de hojas de plantas superiores, algas o cianobacterias, se
observan cambios caracteristicos en la intensidad de la fluorescencia de ia Chl. a.
A estos cambios se les denomina ‘induccion de la fluorescencia’, ‘eventos de
fluorescencia’ o ‘efecto de Kautsky’. Los eventos de la fluorescencia se clasifican
en rdpidos (hasta 1 s) y lentos (hasta varios minutos). A la fecha, los eventos de la
fluorescencia rapida de la Chl. a se han interpretado con mayor facilidad que los
lentos y para designarlas se utilizan nomenclaturas diferentes. En esta tesis se
adopta la nomenclatura OJIP, debido a que ésta describe mejor la porcion de la
curva de induccion de la fluorescencia relacionada al trabajo fotoquimico (trabajo
3, Figura 5) (Strasser & Govindjee, 1991 y 1992). Varios autores emplearon la
nomenclatura OIDP para describir la fase rapida e implicitamente se tomo el
evento O como equivalente a la fase fotoquimica (Morin, 1964; Delosme, 1967). [
corresponde a la primera inflexién observada en la curva de emision de la
fluorescencia de la Chl. a. Recientemente, Strasser y Govindjee (1991 vy 1992),
mediante el uso de un instrumento comercial de Hansatch PEA (Plant Efficiency
Analyser), observaron dos inflexiones entre O y P, las cuales denominaron | e I.

La deteccion de estas inflexiones fue posible gracias a un buen calculo
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sumamente preciso del valor del nivel ‘O’ (Fo) obtenido por el uso cuidadoso del
instrumento y al graficar logaritmicamente la fluorescencia en funcién del
tiempo. Los eventos OJIP reflejan el llenado (reduccion} de la poza de aceptores
de electrones del FS II. Esta poza incluye los acarreadores de electrones de la
cadena Qa, Qp v PQ. El aceptor primario de electrones unido a la proteina Dy
corresponde al acarreador Qa, O es aceptor de dos electrones y, por tltimo, PQs
son las moléculas PQ moviles. La hipdtesis de Duysens y Sweers (1963) postula
que la formacién de Qa es el factor determinante en el aumento de la
fluorescencia de la Chl. 2 en el FS II. Esta propuesta esta implicitamente aceptada
en nuestro modelo OJIP. Las inflexiones representan la heterogeneidad del
proceso de fluorescencia. El aumento O] es la fase fotoquimica, la inflexion |
representa el maximo momentaneo de [Qa’], quizd, por limitaciones en la
aceptaciéon de electrones por parte de (Jg. I refleja la heterogeneidad de la poza
PQs (reduccién rapida de unos y lenta de otros). De esta manera, OJIP puede ser
utilizado para monitorear rapidamente las reacciones del lado aceptor del FS I,
la heterogeneidad de la poza y su tamafio, asi como para determinar el efecto de
los inhibidores del FS II y/o distinguir mutantes en la proteina D;. El monitoreo
de la fluorescencia puede ser aplicado también al lado donador del FSI1. En este
sentido, Hsu (1993) confirmé la conclusién de Joliot-Delosme sobre el aumento
rapido de la fluorescencia por influencia de los estados S del complejo de
oxidacion del agua.

A temperatura ambiente, en presencia de los dos fotosistemas, la
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fluorescencia emitida es mayor en las longitudes de 683-685 nm y 720-735 nm. La
mayor parte se origina de las antenas del FS II (Govindjee & Briantais, 1972). A
77°K, la fluorescencia de la Chl. g, in vivo, se manifiesta a través de cuatro bandas
de emisiéon principales (F685, F695, F720 y F740) y cuatro bandas de menor
importancia. Las bandas F685 y F695 pertenecen sélo a los complejos del FS 11

(Gasanov et al., 1979).

3.2 EFECTO DE COMPUESTOS NATURALES SOBRE LA FOTOSINTESIS

En la literatura especializada se han publicado varias revisiones acerca del
mecanismo de accién de fitotoxinas con un potencial herbicida demostrado
(Worshman, 1989; Duke & Lydon, 1995; Einhellig, 1995; Duke & Abbas, 1995). De
las mismas se desprende que son escasos los estudios que se han realizado para
determinar el efecto de los productos naturales sobre el proceso de la fotosintesis.
Quiza la falta de una infraestructura bésica y de una cantidad suficiente de los
productos de prueba constituyen, sin lugar a duda, un impedimento para realizar
estos estudios. En la actualidad, uno de los retos y objetivos principales de los
diversos grupos de investigacion, es determinar y establecer en la medida de lo
posible, el mecanismo de accién de los compuestos naturales con una actividad
herbicida potencial.

Los primeros trabajos elaborados del efecto de productos naturales sobre

la fotosintesis pertenecen a los grupos de Einhellig, Kadlec, Moreland y Arntzen.
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La mayoria de estos trabajos se efectuaron in vive y los productos ensayados
incluyeron compuestos aromadticos simples, flavonocides y cumarinas simples.

Inicialmente, el grupo de Einhellig determiné el efecto de la cumarina
escopoletina sobre la fotosintesis del tabaco (Nicotiana tobacum 1.), girasol
(Helianthus annuus L.), una variedad de amaranto (Amaranthus retroflexus L.), y de
algunas plantas Cs y C,. (Einhellig et al., 1970). En el caso de los estudios sobre el
tabaco, los resultados mas relevantes se describen a continuacién: 1) la tasa neta
de la fotosintesis en los dos primeros dias se redujo y posteriormente se recupero;
2) la expansion del area de la hoja disminuy¢;. 3) La respiracién en la oscuridad
no fue alterada; 4) la Iso para la fijacion de CO: en presencia de este compuesto
fue del orden de 1 mM. Con relacién al estudio sobre las otras especies, la
conclusiéon més importante fue que la escopoletina redujo la velocidad de la
fotosintesis en las hojas tratadas.

En el laboratoric de Einhellig se demostré6 mediante ensayos
manométricos, que la accion conjunta de los acidos cinamico y benzoico ocasiona
una inhibicion de la fotosintesis en Lemna minor L., a concentraciones
equivalentes a las requeridas para inducir una inhibicion del crecimiento vegetal.
Sin embargo, estos autores no reportaron ¢l sitio de accién de los compuestos
ensayados (Einhellig et al., 1985). Asi mismo domostraron que el alcaloide
gramina acttia como un agente desacoplante de la fotofosforilacion (Einhellig,
1995). Por otro lado, los flavonoides quercetina y glucoquercetina, a la

concentraciéon de 10° M, inhiben la fotosintesis en cloroplastos aislados de



espinacas (Harbone, 1988); ademads, el glucdsido de la dihidrochalcona y la
florizina inhiben la actividad de la Mg-ATPasa (Einhellig, 1986, 1995).

Arntzen et al. (1982) demostraron que el camferol, un flavanol implicado
en, varias actividades alelopaticas, inhibe el transporte de electrones acoplado asi
como las fosforilaciones ciclica y no-ciclica en los cloroplastos de hojas de
chicharo. El camferol (25 pM) también inhibié la transferencia de energia a nivel
de una de las etapas anteriores a la fosforilacién.

El grupo de Moreland y Novitsky (1986) reporto que algunos derivados de
los 4cidos cinamico y benzoico, cumarinas y flavonoides inhiben la generacion
del oxigeno en los cloroplastos.

Uno de los productos naturales mas investigados, en relacion a sus efectos
sobre el proceso de la fotosintesis, es la sorgoleona (2-hidroxi-5-metoxi-3-
[(8Z,117)-8,11,14-pentadecatrieno]-p-benzoquinona. Este agente alelopatico
constituye el producto mayoritario de los exudados del sorgo (Sorgum bicolor L.)
(Miranda-Gonzéalez et al., 1997). Recientemente, el grupo de Weston demostrd
que la sorgoleona inhibe el desprendimiento de oxigeno de cloroplastos a una
concentracion de 2 uM. Su sitio de inhibicion fue localizado a nivel del FS 11, entre
Qa y Qs (Miranda-Gonzélez et al., 1997). Ademaés, los estudios de competencia
realizados con la sorgoleona y la [“Clatrazina indicaron claramente que la
quinona se une el mismo sitio que la atrazina a nivel de Qs. Asi mismo se

encontré que la interaccion de la sorgoleona con la proteina D1 del FS 1l se afecta



cuando se tratan los cloroplastos con tripsina. El mismo comportamiento se ha
descrito para otros inhibidores del FS 1], tales como el bromoxinil y los herbicidas
de tipo fendlico cuyo sitio de inhibicion es a nivel de Qs.

Otra quinona que inhibe la fotosintesis en cloroplastos aislados de Lemna
minor es la juglona, aislada de Juglans nigra L. Este metabolito secundario, a una
concentracion de 40 pM, provoca tanto la reduccion del contenido de clorofila
como de la fotosintesis en los cloroplastos de Lemna minor. La ls fue de 20 mM
(Heijl et al., 1993; Einhellig, 1995). Sin embargo, a la fecha no se ha descrito el
blanco de acciéon especifico de esta quinona, pero se especula que no ejerce un
efecto desacoplante sobre el flujo de electrones de la fotosintesis (Heijl et al.,
1993). De manera adicional, se observé que la juglona inhibe el crecimiento de L.
minor a muy bajas concentraciones.

En afos recientes Lotina-Hennsen y colaboradores han realizado un
estudio sistematico de metabolitos secundarios aislados de especies vegetales de
la flora Mexicana con un potencial herbicida demostrado. Las fitotoxinas
investigadas incluyen productos naturales de naturaleza terpenoide,
principalmente  lactonas sequiterpénicas, cumarinas (piranocumarinas,
furanocumarinas, y 4-fenilcumarinas), benzopiranos, cromenos y
fenilpropanoides. En su totalidad estos estudios se realizaron in vitro, utilizando
cloroplastos aislados de laé hojas de espinacas y los resultados permitieron
establecer que los compuestos ensayados afectan el proceso de fotosintesis a

través de muy diversos mecanismos. Asi, las lactonas sesquiterpénicas,
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zaluzanina C (Lotina-Hennsen et al., 1992), ivalina (Bernal-Morales et al., 1994) y
el éacalol (Lotina-Hennsen et al., 1991), e isoalantolactona (Calera ef al., 1995a)
inhiben el transporte de electrones en el FSII. Las Iso fueron de 0.8, 2.8 y 0.06 mM,
respectivamente. El cacalol y la ivalina actdan inhibiendo el transporte de
electrones entre Peso y Qa (Lotina-Hennsen et al., 1991; Bernal-Morales et al., 1994)
y la zaluzanina C inhibe el tr;anSporte de electrones de HxO a Peso (Lotina-
Hennsen et al., 1992).

Otra lactona que actta sobre el proceso fotosintético es la artemisinina.
Este sesquiterpeno inhibe la fotosintesis de Lemna minor a la concentracion de 1
mM (Stiles et al., 1994). El terpenoide piquerol A, inhibe la Mg-ATPasa v por lo
tanto se clasifica como un inhibidor de la transferencia de energia (Mendoza et al,,
1994). Las furanocumarinas (imperatorina, xantiletina, 3-(1",1'-dimetilalil)-
xantiletina y chalepensina) y cinco 4-fenilcumarinas (5,7,3 4'-tetrahidroxi-4-
fenilcumarina, 7-metoxi-5,3" 4’ -trihidroxi-4-fenilcumarina, 5-0O-B3-D-
galactopiranosil-7-metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina, 5-0-B-D-
glucopiranosil-7-metoxi-3’,4'-dihidroxi-4-fenilcumarina) Los resultados obtenidos
permitieron determinar que las fenilcumarinas arriba mencionadas y la
chalepensina actGan como inhibidores de la tranferencia de energia (Calera et al.
1995b, 1996; Macias et al., 1993). La xantiletina es un inhibidor del transporte de
electrones en el FS Il entre Psso y Qa. La imperatorina y la 3-(1’,1'-dimetilalil)-
xantiletina inhiben la sintesis de ATP y el transporte de electrones, por lo que se

clasifican como agentes desacoplantes (Macias et al., 1993).



Los cromenos encecalina y dimetilencecalina, aislados de Helianthella
quinguenervis (Hook) A Gray (Asteraceae) son ihibidores (Iso = 340 y 159,
respectivamente) de la reaccion de Hill (Castafieda et al., 1998). El sitio de
interferencia de estos compuestos se localizé en el tramo entre Peso y Qa de la
cadena de transporte de electrones tilacoidal. Por otro lado, el benzofurano
euparina, aislado de la misma fuente vegetal, se comporté como un inhibidor {Iso
= 140 uM) de la transferencia de energia (Castafieda et al., 1998).

El fenilpropancide 1,23 4-tetrametoxi-3-(2-propenil)benceno, producto
fitotéxico mayoritario de la especie Malmea depressa (Annonaceae), es un
inhibidor de la reacciéon de Hill. El sitio de interferencia de este metabolito
secundario se localizd a nivel del FSII en el tramo entre Peso y Qa (Jiménez ef al.,
1998).

Por ultimo, cabe resaltar que un metabolito secundario se considera un
inhibidor efectivo del proceso de la fotosintesis (en células y organelos aislados),
cuando su actividad se presenta a concentraciones menores de 1 mM (Einhellig,
1995).

Una revision mas detallada que describe el efecto de diversos compuestos
naturales, aislados de especies selectas de la flora mexicana sobre el proceso de la
fotosintesis, se presenta en los trabajos de reciente publicacion de Lotina-

Hennsen et al. (1998), Anaya A. L. (1996) y Mata et al. (1996).
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3.3 ANTECEDENTES SOBRE DE LAS FUENTES NATURALES DE LOS
METABOLITOS SECUNDARIOS, ANALIZADOS EN EL PRESENTE

TRABAJO

3.3.1 Ipomoea tricolor (Convolvulaceae)

Ipomoen es uno de los cincuenta y tres géneros que conforman la familia
Convolvulaceae y se encuentra integrado por un grupo de plantas importantes
desde el punto de vista econémico y terapéutico. Varias especies de Ipomoen se
utilizan en diferentes partes del mundo como alimentos y como drogas no-
procesadas para el tratamiento de numerosos padecimientos (Millspaugh, 1974).
La propiedad medicinal mas importante de estas plantas es su efecto purgante,
mismo que se atribuye a las resinas glicosidicas que biosintetizan. Muchas
especies poseen también propiedades anticonvulsivas (Contreras et al, 1996),
carminativas (Noda et al., 1988a), antihelminticas (Trease y Evans, 1988),
diuréticas (Martinez, 1989), antisépticas (Linajes-Palacios, 1991), antidiabéticas,
antihemorragicas, hipotensivas, antianémicas, antimicrobianas (Bieber ef al., 1986;
Pereda-Miranda et al., 1993) v anticancerigenas (Noda ef al., 1988b). Los alcaloides
del ergot y los glicolipidos que conforman las resinas glicosidicas constituyen la
caracteristica quimiotaxondémica principal del género Ipomoea. Los glicolipidos se
encuentran principalmente en las partes aéreas y las raices de [a planta.

Las investigaciones fitoquimicas sobre el aislamiento y caracterizacion de
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los constituyentes individuales de las resinas glicosidicas de las convolvulaceas
indican que las mismas estan formadas de oligosacaridos, de tres a seis unidades
de azacar de cadena lineal ramificada formando una estructura macrociclica
mediante la esterificacion intramolecular con la aglicona, un acido graso de 16 C.
A la fecha, se han estudiado tinicamente las resinas glicosidicas de cinco especies
medicinales del género Ipomoea: I. batatas, I. muricata, I. operculata, 1. orizabensis e L.
stans (Pereda-Miranda, 1993). En los ultimos seis afios, una serie de nuevos
oligosacaridos se han aislado y caracterizado a partir de cuatro especies del
género Ipomoen: I. stans, 1. tuberosa, I. stolonifera e I. lonchophylla. Estos estudios han
permitido el aislamiento y caracterizacion de varios glicolipidos novedosos.

Ipomoea tricolor {Ipomoea violaceae), especie conocida con los nombres
vulgares de “quiebraplatos” y “manto de la virgen”, se utiliza como cultivo de
cobertura para el control de las malezas en los canaverales del estado de Morelos,
durante el periodo de barbecho comprendido entre los meses de agosto a
octubre. Debido a su amplia capacidad de propagacion y su forma de crecimiento
como una planta enredadera o rastrera, este cultivo de cobertura se utiliza para
proteger grandes extensiones de terreno y evitar el desgaste provocado por la
invasion de malas hierbas. Este efecto de cobertura se complementa con una
poderosa interferencia alelopatica que se manifiesta a través de su actividad
fitotdxica.

El potencial alelopatico de Ipomoea tricolor (convolvulaceae) se demostré en

el trabajo pionero de Anaya et al. (1990). En dicho trabajo se hizo evidente que el
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crecimiento de las malezas Amaranthus leucocarpus y Echinocloa crusgalli fue
inhibido por el extacto orgénico, las resinas glicosidicas y el lixiviado acuoso de
la planta. El uso extensivo de la cromatografia en gel de silica para el
fraccionamiento biodirigido, utilizando los bioensayos de inhibicion de la
germinacién de semillas y del crecimiento radicular de plantas arvenses, permitio
demostrar que la actividad fitotoxica de estas especies se encontraba en el
extracto crudo de resinas glicosidicas (Pereda-Miranda et al, 1993). El
constituyente mayoritario responsable de la actividad inhibidora del crecimiento
vegetal desarrollada por Ipomoea tricolor, llamado tricolorina A, tue aislado e
identificado como el  11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-O-a-L-(2-O-[(25)-2-
metilbutanoil]-4-O-[(25)-2-metilbutanoil])-ramnopiranosil-(1—-2)-O-p-D-

glucopiranosil-(1—+2)-p-fucopirandsido del acido (115)-11-hidroxihexadecanoico

(1,3"-lactona) (Figura 5).



Figura 5. Estructura de la tricolorina A.

La concentracion de este metabolito secundario que provocd la inhibicién del
crecimiento radicular en las plantas arvenses fue de 10-30 pM (Pereda-Miranda et
al., 1993). Estos valores inducidos por la tricolorina A representan 10-> 6rdenes
de magnitud inferiores a las concentraciones descritas en la literatura para la
mayoria de los productos de origen vegetal que intervienen en interacciones
alelopaticas (Mata et al., 1996). De esta forma, se estableci¢ que las resinas
glicosidicas son fitotéxicos potentes, por lo que pueden ser los agentes

responsables de las interferencias alelopéaticas exhibidas por las especies de



Ipomoea. Estos principios bioactivos se encuentran involucrados en las
interferencias alelopaticas de las convolvuldceas, como lo demostré el gran
espectro de actividades biolégicas desarrolladas por la tricolorina A (Pereda-

Miranda et al., 1993).

3.3.2 Cedrela odorata y Guarea grandiflora (Meliaceae)

3.3.2.1 Generalidades sobre los limonoides

La familia Meliaceae esta constiyuida aproximadamente por 1400 especies
agrupadas en 50 géneros. Desde el punto de vista quimiotaxondémico, los
limonoides y los protolimonoides constituyen los metabolitos secundarios mas
representativos de esta familia de plantas (Pennington, 1981; Taylor, 1984; Banerji
& Negam, 1984; Champagne et al., 1992, Inter alia).

El término limonoide deriva del nombre de Ia especie del limén (Citrus limon) y
hoy en dia se utiliza para designar de manera general a todos los compuestos
relacionados con la limonina, primer compuesto tetratriterpenoide natural
aislado a partir de la corteza del limén (Bevan et al., 1963). Cabe mencionar que
los limonoides derivados de las melidceas se les conoce también con el nombre de
meliacinas (Torsell, 1983). Los limonoides se han obtenido principalmente de
especies de varios géneros de las familias Meliaceae, Rutaceae y Cneoraceae,

todas del orden de las rutales, siendo particularmente abundantes en la primera.



Es importante mencionar que estos compuestos generalmente se acumulan en
todos los tejidos (semilla, hoja, corteza y madera) de las plantas que los
biosintetizan (Champagne et al., 1992).

Para la elucidacion estructural de los limonoides se han utilizado principalmente
métodos espectroscopicos, espectrométricos y quimicos. Los métodos quimicos
consisten fundamentalmente en degradaciones y correlaciones quimicas.
Recientemente los métodos espectroscopicos, espectrométricos y quirdpticos han
demostrado ser la mejor herramienta para la caracterizacion de estos compuestos.
De manera particular, la resonancia magnética nuclear de alta resolucién es la
técnica mas utilizada (Taylor et al, 1984; Cremlyn, 1991; Segura-Correa et al.,
1993). Se han descrito también varios estudios de cristalografia de Rayos X
(Baldwin et al., 1967; Soriano-Garcia et al., 1996).

Desde el punto de vista biolégico, los limonoides han demostrado poseer una
gran variedad de propiedades, mismas que podrian ser de utilidad para el
desarrollo de nuevos agentes pesticidas y terapetiticos (Das & Mahato, 1983;
Taylor et al., 1984; Champagne et al., 1992 Inter alia).

Entre las propiedades medicinales mas importantes demostradas por estos
terpenoides destacan las siguientes: antiprotozoaria (Bray, 1990}, diurética y
antifungica (Jacobson, 1971), antihelmintica y antiulcérica (Champagne et al,,
1992). Pero quizas la actividad biol6gica mas importante de estos compuestos es
la insecticida (Baldwin et al., 1992; Arnason et al., 1992 & 1993; Kubo et al., 1991 &

1993). De acuerdo a una revision reciente muchos de estos compuestos ejercen
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una actividad fagoinhibidora y reguladora del crecimiento sobre una gran
variedad de insectos (Champagne et al., 1992). Esta actividad insecticida ha
permitido el desarrollo comercial de dos limonoides: la azadiractina y la
tusendanina (Figura 6) obtenidos a partir de Azadirachta indica y Melia toosendan,
respectivamente. La azadiractina y compuestos relacionados ejercen su efecto
insecticida modificando la motilidad de los insectos (Rembold et al., 1989). En el
caso de la tusendanina el mecanismo de accién no se encuentra aun bien
caracterizado. Por ultimo, cabe mencionar que recientemente se demostré que las
humilindlidas A y C, limonoides aislados de la especie medicinal Suwnetenia
humilis poseen propiedades reguladoras del crecimiento vegetal (Segura-Correa
et al., 1993). Ambos compuestos inhibieron de manera selectiva y significativa el

crecimiento redicular de la arvense Amaranthus hypochondriacus.
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Figura 6. Ejemplos de algunos limonoides insecticidas de las meliaceas.



3.3.2.2 Cedrela odorata (Meliaceae)

El género Cedrela incluye ocho especies, distribuidas principalmente en el

continente Americano desde el estado de Sinaloa, México hasta el norte de
Argentina. Los individuos de Cedrela odorata L. son arboles de tierra arida y
himeda, que crecen hasta 35 m de altura y poseen una corteza de color cafe-
grisaceo a cafe-rojizo.
En la medicina tradicional de México, las diferentes partes vegetales de esta
especie se emplean para el tratamiento de colicos estomacales, problemas
respiratorios (bronquitis y asma), diarrea, reumatismo, dolores de muela y
heridas (Argueta et al, 1981). Adicionalmente, los extractos de C. odorata han
demostrado diversas actividades farmacologicas. Por ejemplo, el extracto
etanolico preparado a partir de las hojas y tallos frescos presenté una actividad
hipotensora en perros, administrandolo por via intravenosa a una dosis de 0.1
ml/Kg. Dicho extracto también demostré actividad vasodilatadora en ratas. Por
otro lado, el extracto hexanico y el aceite esencial obtenidos a partir de la madera
tuvieron actividad antibilarzhia (Gilbert et al., 1970 y 1972). Asf mismo, la resina
de la madera es til para el tratamiento del asma (Mora, 1976).

Otros estudios demostraron que el extracto total de la madera de Cedreln
odorata posee una notable actividad in vitro contra Plasmodium falciparum

(MacKinnon & Arnason, 1997). La gedunina, el limonoide mayoritario de C.



odorata, present6 también una actividad inhibitoria notable en contra de las dos
cepas utilizadas de este parasito.

Recientemente, se establecid que la especie C. odorata tiene propiedades
espasmoliticas mediante la evaluacion del efecto relajante del extracto de la
madera y algunos de sus metabolitos sobre la contraccion ténica de ileon de
cobayo inducida por despolarizacion con K* (60 mM). También, se determind el
efecto herbicida del extracto y algunos metabolitos de la madera (Mezquita &
Rivero, 1997).

Varias especies del género, en particular C. odorata, han sido investigadas desde
el punto de vista fitoquimico. En los trabajos generados de estas investigaciones,
se encuentran descritos el aislamiento y la caracterizacion de varios limonoides y
protolimonoides (Chan et al., 1967 y 1968; Okorie et al., 1968; De Paula ¢f al,, 1997,
Mezguita y Rivero, 1997). Ademas, se ha descrito la presencia de algunos
esteroles (Campos et al., 1991), triterpencides del tipo tirucalano (Campos et al,,
1991), sesquiterpenoides con nucleo murolano {Nagasampagi et al, 1968),
compuestos aromadticos simples (Jong-Cheol et al, 1994) y cumarinas
(Nagasampagi et al., 1975). Los metabolitos mas abundantes de la especie C.

odorata son los limonoides gedunina y el protolimonoide odoratol (Figura 7).

37



R1=R2=R3=OH

Figura 7. Estructuras del odoratol, metabolito secundario de Cedrela odorata

(Meliaceae).

Estos antecedentes hacen de C. odorata una fuente atractiva de compuestos

biodinamicos de interés para la agricultura y la medicina.

3.3.2.3 Guarea grandiflora (Meliaceae)

El género Guarea incluye 40 especies principalmente distribuidas en
América, donde se localiza desde Veracruz, México, hasta el centro y oeste del
Amarzonas en Sud-América. Desde el punto de vista fitoquimico, varias especies
del género han sido investigadas. La mayoria de los trabajos publicados a la fecha

describen el aislamiento y caracterizacion de protolimonoides y limonoides como
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los principales metabolitos secundarios presentes en las diferentes especies.
También, se ha descrito la presencia de varios esteroles, cicloartanos vy
bisabolenos (Mulholland, 1988, Hasegawa et al., 1989; Furlan et al., 1993).

Algunos de los limonoides aislados de este género son de gran interés por sus
propiedades biolégicas, principalmente por su actividad insecticida. Asi el metil
angolensato (Figura 6) inhibe la ingesta de alimento de la especie Pectinophora
gossypiella (Lepydopterae, ECsp = 15 ppm); por su parte la prieurianina (Figura 6)
inhibe el crecimiento de Heliothis zea a una concentracion de 6 pg/ml. Sin
embargo, la rohitukina no demostr6 efecto alguno contra Heliothis zea a 19 pg/ml
(Klocke, 1989). Publicaciones recientes describen el efecto insecticida de algunos
extractos, derivados de distintas especies de este género, mismos que inhiben
significativamente el crecimiento de larvas del gusano barrendor del maiz
Ostrinia nubilalis Hiibner (Lepidoptera pyralidae). Las especies estudiadas incluyen
la G. glabra, G. pterorachis y G. pyriformis y los resultados obtenidos indicaron que
los extractos derivados de las hojas y de la corteza no presentaron actividad. Sin
embargo, los distintos extractos organicos preparados a partir de la madera de G.
pyriformis inhibieron el crecimiento de las larvas de manera significativa
(Arnason et al., 1992; Kubo, 1991 y 1993).

En estudios conducentes a determinar la potencialidad antiprotozoaria de
extractos y productos derivados de meliaceas africanas y mexicanas se demostro

que los extractos de G. rhopalocarpa y G. grandiflora inhiben el desarrolio de



Plasmodium falciparum y Leishmania donovani (Champagne et al., 1992). En diversas
partes del mundo, los arboles del género Guarea son apreciados por la
importancia comercial de sus finas maderas, mismas que se utilizan para la
elaboracion de muebles y otros objetos. Por ejemplo, en Africa se emplea la
madera de G. cedrata y G. rhompson y en la América tropical las de G. gomma, G.
glaba y G. cartaquenya (Housley, 1962; Bevan et al., 1963).

Guarea grandiflora A. P. de Candolle es conocida popularmente con los
nombres de “Chichén de montafia” (Tabasco, Méx.), “Trompillo” (Chiapas,
Meéx.), “Javin”, “Sabino”, “Aycoy” y “Azote” (Veracruz, Méx.). Su distribucién en
Meéxico comprende los estados de Veracruz, Tabasco y Chiapas. La especie es un
arbol de tierras bajas y crece hasta 50 m de altura; algunos de sus rasgos
morfolégicos mas sobresalientes son las ramas con grandes espirales terminales
de hojas enormes; la corteza en arboles grandes es café palido en platos
irregulares; las flores tienen un caliz con una corola blanca o color crema. El fruto
maduro es rojizo, las semillas son de un naranja brillante con un gran hilum
adaxial blanco y tiene péndulos sobre el foliculo (Pennington, 1981). G. grandiflora
se emplea en la medicina tradicional para el tratamiento de la gonorrea
(Pennington, 1981). En Sud-América se le atribuyen propiedades febrifugas
(Balandrin & Klocke, 1985). Este arbol es apreciado por su fina madera la cual se
utiliza para la fabricacion de casas, muebles y otros enseres. En estudios
relacionados con la determinacién de la actividad antipalidica in vivo e in vitro de

algunos extractos y compuestos derivados de plantas de la familia Meliaceae, se
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demostré que el extracto metandlico de G. grandiflora inhibia la incorporacion de
hipoxantina marcada con tritio en parasitos de una cepa resistente de Plasmodium
falciparum (Bray et al., 1990). Estudios fitoquimicos recientes condujeron al
aislamiento de los principios activos gedunina y 7-oxo-7-deacetoxigedunina

(Figura 8) de G. grandiflora (Villarreal, 1996).

(a) R = ...0Ac
(b)y R = =0

Figura 8. Estructuras de la gedunina (a) y de la 7-oxo-7-deacetoxigedunina (b),
metabolitos secundarios de Guarea grandiflora (Meliaceae).
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IV, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para combatir la gran diversidad de plagas que ocasionan graves pérdidas
en los cultivos de importancia econdmica en las practicas agricolas occidentales,
se emplean una serie de herbicidas orgénicos de origen sintético. Estos productos
poseen una baja biodegradabilidad y por lo tanto se acumulan en los suelos
causando contaminacién y toxicidad para todas las formas de vida. Estos
problemas hacen necesario la busqueda de nuevas alternativas para el control de
las plagas. Una de las alternativas mas explorada en los ultimos afios consiste en
la bisqueda y desarrollo de herbicidas de origen natural, tanto de origen vegetal
como microbiano. Los productos naturales, en contraste con los sintéticos son
biodegradables y por lo general menos téxicos.

En comparacién con los insecticidas verdes, el nimero de metabolitos
secundarios de origen vegetal con actividad herbicida que ha alcanzado un
desarrollo de tipo comercial es minimo. A pesar de ello, muchos autores han
postulado que las interacciones alelopdticas (planta-planta o planta-
microorganismo) en un ecosistema particular, pueden constituir la base para el
descubrimiento de aleloquimicos de utilidad para el desarrollo de herbicidas
(Benner, 1993; Macias, 1993; Einhellig, 1995, Duke & Abbas, 1995). Mas
importante atin, estos aleloquimicos pueden servir como prototipos estructurales

para la sintesis de compuestos herbicidas mas eficaces y potentes que el producto
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natural toxéforo (Benner, 1993; Duke & Abbas, 1995, Macias ef al., 1993, inter alin).
De ahi, que la busqueda de agentes herbicidas a partir del reino vegetal se
encuentra justificada.

Afortunadamente, México ofrece una perspectiva muy buena para el
desarrollo de nuevos agentes herbicidas de origen vegetal. El pais cuenta con una
gran biodiversidad y un gran niimero de las especies son endémicas. Muchas de
estas especies tienen una gran variedad de metabolitos secundarios que bien
podrian ser la base para el desarrollo de nuevos agentes herbicidas. Para ilustrar
la potencialidad de la flora mexicana como una fuente potencial de principios
biodindmicos, cabe mencionar que se estima que en las practicas medicinales
populares se emplean alrededor de 3552 especies vegetales , algunas de ellas se
han utilizado desde épocas prehispanicas. De acuerdo a estadisticas recientes,
solo el 11% de esas especies vegetales se ha estudiado desde el punto de vista
fitoquimico. Mas atn, s6lo el 2.6% se ha investigado con la tinalidad de obtener
principios activos de importancia econémica. En consecuencia algunos grupos de
investigacion en México, incluido el nuestro, se han abocado a la dificil tarea de
descubrir nuevos agentes herbicidas potenciales a partir de plantas mexicanas.
Estas investigaciones evidentemente son de cardcter multidisciplinario vy
comprenden numerosas etapas, desde la seleccion de las plantas de estudio,
obtencidon y caracterizacion de los metabolitos secundarios con propiedades
potenciales herbicidas, hasta el establecimiento de aspectos tales como el

mecanismo de penetracién y transporte de los agentes hasta su sitio de accién,



mecanismos asociados con la detoxificacion del herbicida potencial y el estudio
de su mecanismo de accién a nivel molecular.

En este contexto el presente trabajo pretende establecer el mecanismo de
accion de algunos metabolitos secundarios (aleloquimicos) aislados de tres
plantas Mexicanas, Cedrela odorata, Guarea grandiflora (Meliaceae) e Ipomoea tricolor
(Convolvulaceae), sobre las reacciones de la fase luminosa del proceso de la
fotosintesis. Las actividades que se pretende explorar incluyen la
fotofosforilacién, la captacion de protones, el transporte de electrones (basal,
fosforilante y desacoplado), la fluorescencia de la clorofila a del centro de
reaccion del FS II. Algunos de los eventos de la fase luminosa constituyen el
blanco de accién del 50% de los herbicidas de uso comercial.

Los metabolitos secundarios seleccionados para el presente estudio son los
siguientes: el odoratol, un protolimonoide aislado de Cedrela odorata; la gedunina
y la 7-oxo0-7-deacetoxigedunina, limonoides obtenidos de Guarea grandiflora y la
tricolorina A, un glicolipido aislado de Ipomoea tricolor. Todos ellos demostraron
una notable actividad herbicida postemergente causando clordsis y desecacion de
plantulas de A. hypochondriacus. Estas observaciones permiten establecer la
siguiente hipttesis: las especies seleccionadas de las familias Meliaceae y
Convolvulaceae contienen metabolitos secundarios (aleloquimicos) que poseen una
actividad potencial herbicida postemergente, se espera que al caracterizarlos,
dichos metabolitos tengan actividad inhibitoria sobre la fotosintesis in vitro.

De manera adicional, cabe indicar que a la fecha no se han realizado
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estudios de limonoides o glicolipidos sobre el proceso de la fotosintesis, por lo
que los resultados del presente trabajo asumen el caracter de original.

Por ultimo, cabe mencionar que los resultados derivados de este estudio
podrian ser de utilidad para el desarrollo de nuevos herbicidas biodegradables.
Asi mismo, el presente proyecto pretende incidir sobre nuevas alternativas en el
manejo de los recursos naturales, y en consecuencia, se promovera la necesidad
de su conservacién para su empleo como materias primas en la industria

agroquimica.
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V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de algunas fitotoxinas, aisladas y purificadas de Ipomoen
tricolor Cav. (Convolvulaceae), Cedrela odorata 1. y Guarea grandiflora L.
(Meliaceae), sobre el metabolismo energético de cloroplastos de espinacas y
establecer el mecanismo de accion bioquimico mediante el cual ejercen su

actividad.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

5.2.1 Estudiar la actividad de los metabolitos secundarios obtenidos a partir de
las plantas seleccionadas sobre la sintesis de ATP y la captacion de protones en

los cloroplastos.

5.2.2 Determinar el efecto sobre los transportes de electrones (basal, fosforilante y
desacoplado) de aquellos metabolitos que inhiban la sintesis de ATP y la

captacion de protones.
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5.2.3 Determinar el blanco de accion de las fitotoxinas mediante el estudio de las
reacciones parciales de la cadena redox de los cloroplastos, usando técnicas
polarogréficas, cuando los metabolitos actien como inhibidores de la reaccion de

Hill.

5.2.4 Realizar experimentos de fluorescencia con el fin de reforzar y corroborar
los datos obtenidos de las reacciones parciales en cuanto a los dafios causados

por los metabolitos secundarios en los dos lados (donador y/o aceptor) del FS IL.

5.2.5 Establecer posibles relaciones entre la estructura quimica y la actividad

biologica, mediante la preparacion de derivados.

52.6 Divulgar los resultados de la tesis durante el desarrollo del presente

proyecto de investigacion a través de su publicacion en revistas de circulacion

internacional y en congresos cientificos nacionales e internacionales.
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VI. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1 OBTENCION DE CLOROPLASTOS

Los cloroplastos de hojas de espinaca (30 g) se aislaron usando las técnicas
de homogeneizacién y centrifugacion diferencial. Se cortaron las hojas en trozos
pequefios y se homogeneizaron en licuadora durante 5 seg., a maxima potencia,
en un medio de aislamiento que contiene sacarosa 400 mM, tricina 30 mM, pH
8.0, KCI 20 mM y MgCl> 5 mM. El homogenado resultante se filtré en ocho capas
de gasa y el filtrado se centrifugé a 4000 r.p.m. (Rotor SORVALL® SL-50T)
durante 5 min a 4 °C en una centrifuga Sorvall. El residuo (pellet) se suspendi6 en
un volumen minimo del medio de aislamiento (0.6 mL approx.) (Pefa-Valdivia et

al., 1991; Lotina-Hennesen ef al., 1991)

6.2 DETERMINACION DE CLOROFILA

El contenido de clorofila en las muestras se determino
espectrofotométricamente de acuerdo al método descrito por Strain ef al. (1971):
en un tubo aforado se colocé una alicuota de 30 pl de la suspension de
cloroplastos, se adiciond acetona al 80% hasta obtener 5 ml de una nucva

suspension. Esta suspension se agitd en un vortex y se mantuvo en la oscuridad
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por 5 min. para permitir la extraccion y solubilizacion de la clorofila.
Posteriormente, se centrifugé a 2000 r.p.m. durante 5 min. para eliminar las
proteinas precipitadas. El contenido de clorofila se cuantific6 mediante la
determinacion de la absorbancia a 663 y 645 nm, utilizando un espectrofotometro
Beckman (Modelo DU-650) y la concentracion de clorofila se calculé empleando

la siguiente férmula:

[Clorofila]=8.05 Agss + 20.9 Asss [Clorofila]= pg Chl/ml
6.3 EVALUACION DE LA SINTESIS DE ATP

La fotofosforilacion se midi6 registrando los cambios de pH en el medio
de reaccion empleando un potencidometro Corning (Modelo 12) de escala
expandida conectado a un registrador gréfico y un microelectrodo combinado
sensible a cambios pequenios de pH. Para ello, al medio de reacciéon (3 ml) que
contiene sorbitol 100 mM, KCl 100 mM, MgCl> 5 mM, Tricina T mM vy
metilviolégeno 100 uM (pH 8.0), se le adiciono ADP 1 mM, KHzPO4 3 mM y la
cantidad de cloroplastos correspondiente a 20 ug/mL de clorofila (Lotina-
Hennsen et al., 1987). La mezcla anterior se mantuvo en agitacion constante y con
iluminacién. El cambio de pH registrado es el resultado del consumo o
producciéon de un equivalente de protén por ATP biosintetizado segun la
siguiente ecuacion:

[Mg - ADP] + POy 2 + H* = [Mg - ATP - H]*
Esta técnica es comanmente utilizada para determinar la velocidad de sintesis de

ATP (o su hidrolisis).
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6.4 MEDICION DE LA SINTESIS DE ATP POR EL METODO DE “ATP

TRAP”

El método se basa en que la cantidad de ATP generado en la fotosintesis
sirve para fosforilacion de la glucosa por la hexocinasa generando la glucosa-6-
fosfato. Fste producto a su vez se convierte a 6-fosfato-D-gluconolactona por
accion enzimatica de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, usando como
coenzima al NADP”, el cual se reduce a NADPH: por los protones liberados. La
estequiometria es de 1:1 (por cada mol de ATP formado se produce una mol de
NADPH). Entonces, la cantidad de NADPH, cuantificable por espectrofotometria
a 340 nm, correlaciona de manera estequiométrica con la cantidad de ATP
biosintetizada durante la fotosintesis (Trauschold, 1985). Esta determinacion de la
concentracion de ATP es de tipo enzimatico. Al medio (2.5 ml) de transporte de
electrones que contiene sorbitol 100 mM, MgClz 5 mM, KC1 10 mM y tricina 10
mM (pH 8.0), se le afiade glucosa 1M, ADP 1 mM, KHzPO4 3 mM, 4 Unidades de
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH), NADP 7 mM, Hexocinasa (HK) 13
ng/ml y la cantidad de cloroplastos equivalente a la concentracion de 20 pg/ml
de clorofila. Se tomaron lecturas a 340 nm, antes y después de iluminar, durante
1.5 min. en un espectrofotémetro Beckman DU-650. En el control, los compuestos
bajo estudio no tuvieron efecto alguno sobre las actividades de las enzimas

usadas en este método. El “ATP atrapado” se basa en el siguiente principio:
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ATP (sintesis tilacoidal)

4
HK
ATP + glucosa ———— glucosa-6-fosfato + ADP
G6P-DH
glucosa-6-fosfato + NADP* ——— 6-fosfato-gluconolactona + NADPH + H*

6.5 CAPTACION DE PROTONES

El bombeo de protones se midié de manera similar a la sintesis de ATP
potenciométrico, pero sin afiadir ADP y KH2PO4 al medio de reaccion (Dilley,

1972), en el cual se observa una alcalinizacion.

6.6 DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE TRANSPORTE DE

ELECTRONES DE LA CADENA REDOX TILACOIDAL

El transporte de electrones se determiné al monitorear la produccion de
oxigeno que se libera de la fotolisis del agua, mediante un oximetro YSI
conectado a un electrodo tipo Clark. El oximetro se conect6 a un registrador
grafico Beckman. La cubeta de reaccion contenia 3 ml de medio de transporte de
electrones (sorbitol 100 mM, MgClz 5 mM, KC1 10 mM, tricina 15 mM a pH 8 y
metilviolégeno 100 uM) y la cantidad de cloroplastos correspondiente a una

concentracion de 20 pg/ml de clorofila. Se us6 una lampara de proyector de 250
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Watt como fuente de iluminacién. El haz luminoso se filtré a través de una lente
de Izawa (CuSOs; al 2%) (Trebst, 1972; Lotina-Hennesen et al. 1991). Las
actividades del flujo de electrones evaluadas fueron el transporte basal, el
transporte fosforilante en el cual se afiadieron al medio de reacciéon basal ADP 1
mM y KHzPO; 3 mM; y el desacoplado afiadiendo NH4Cl 6 mM como agente

desacoplante (Trebst, 1972).

6.6.1 REACCIONES PARCIALES DE LOS FOTOSISTEMAS LY IL

La medicién de las velocidades de transporte de electrones en los
fotosistemas I y II se efectu¢ con el medio de transporte basal, el cual se
suplementé con agentes donadores, aceptores e inhibidores de electrones

ex6genos como se explica a continuacion:

6.6.1.1 Fotosistema I

A la cubeta de reaccion se le afiadieron DCMU (10 pM) como inhibidor del
FS 11, DCPIP (100 uM) y ascorbato (300 pM) como donador de electrones del FS I,
metilviolégeno (100 pM) como aceptor de electrones, NH4Cl 6 mM v los
cloroplastos a concentracion de 20 pg de clorofila/ml. La velocidad del
transporte de electrones se calcul6 al afiadir al medio, sin metilviologeno, 10 ul de
una solucion de ferricianuro de potasio (40 mM) como aceptor de electrones,
iluminando la mezcla que contiene los cloroplastos por un minuto (Lotina-

Hennsen et al., 1991; Pefia-Valdivia et al., 1992).
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6.6.1.2 Fotosistema II

Al medio de transporte de electrones basal sin metilviologeno se adicion6
DBMIB (1 uM) para impedir el paso de los electrones hacia el FS 1, el sistema
DCPIP (50 uM) y ferricianuro de potasio (300 mM) como el aceptor final de
electrones del FS II, NH4Cl (6 mM) y la cantidad de cloroplastos equivalente a la
concentracién de 20 ug de clorofila/ml (Lotina-Hennsen et al., 1991).
Reacciones parciales de la cadena redox H,0O — SiMo y H20 — DAD: se determiné en
el medio de reaccién del FS 11, al cual se adicioné SiMo (200 uM) o DAD (100 pM)

como aceptor de electrones y DCMU (10 pM) (Giaquinta & Dilley, 1975).

Reaccion parcial de DPC — DCPIP: los cloroplastos, obtenidos de la manera
descrita arriba, se trataron con Tris 0.8 M (pH 8.0) en una proporcién de 1 ml de
medio por 0.3 mg de clorofila y se incubaron durante 30 min. a 0-4 °C y con
agitacion continua en la oscuridad. Posteriormente, la mezcla anterior se
centrifugd durante 5 min. a 4000 r.p.m. (Rotor SORVALL® SL-50T), se determingd
el contenido de clorofila (se tomé 60 pg de clorofila) y por tltimo, se evalué el
transporte de electrones en un medio de reaccién con DPC (200 uM) y DCPIP
(100 pM). La evaluacion espectrofotométrica se realiz6 a la longitud de onda de

600 nm (Vernon & Shaw, 1969).
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6.7 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA Mg*-ATPasa

El aislamiento de los cloroplastos se efectu¢ de la manera ya indicada. El
precipitado resultante se resuspendi6 en un medio que contiene sorbitol 350 mM,
EDTA 2 mM, MgCl> 1 mM, MnCl2 1 mM y HEPES 50 mM (pH 7.6) (Mills et al,,
1980). El contenido de clorofila en la muestra se determin6 de acuerdo al método
de Strain et al. (1971).

El complejo CFo-CF1 unido a la membrana tilacoidal se activo mediante la
iluminacién de los cloroplastos durante 2 min. con una lampara de proyector de
250 Watts a través de un lente de Izawa. La activacion se llevo a cabo en 0.25 ml
del siguiente medio (i) sorbitol 1.2 M y tricina 100 mM (pH 8.0) y 0.65 ml del
medio (ii} MgCl> 5 mM y tricina 15 mM (pH 8.0) y 0.1 ml de la suspension de

cloroplastos equivalente a la concentracién de 0.3 mg de clorofila.

6.7.1 HIDROLISIS DE ATP

Se utilizé 0.9 ml de medio de hidrolisis de ATP (KC1 50 mM, MgClz 2 mM,
tricina 15 mM (pH 8.0) y ATP 2.2 mM) al cual se agrego 0.1 ml de la suspension
de cloroplastos activados. El proceso se realizé en la obscuridad absoluta y con
agitacion suave a 22 °C durante un minuto. La reaccion se suspendié al afiadir 0.5
ml de acido tricloroacético al 20%. Posteriormente, la muestra se centrifugo
durante 5 min. a 2000 r.p.m. en una centrifuga clinica para eliminar el residuo
proteico y posteriormente determinar el fosfato liberado en el sobrenadante

(Mills et al. 1980).
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6.7.2 CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE FOSFATOS

El fosfato liberado se cuantificé por el método colorimétrico de Sumner
(1974). Se toma una alicuota del sobrenadante (con un contenido de 1 mmol de
Pi) y se afora a 1.6 ml. A la mezcla resultante se afiadié 0.25 ml de una solucion
‘acuosa (6.6%) de molibdato de amonio y 2.5 ml del 4cido sulfurico 7.5 N, con
agitacién suave. A esta Gltima mezcla se agregdé una solucion acidificada del
compuesto colorido de sulfato ferroso al 9.8% y se dejo reposar por 20 min. a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se ley6 la absorbancia a 660 nm
en un espectrofotometro Beckman DU-650. Se hizo una curva de calibracion de

KH2PO,s.

6.8 MEDICION DE LA FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA

La fluorescencia de la clorofila a se medié con un fluorémetro (Plant
Efficiency Analyser, PEA; Hansatech UK) (Strasser et al., 1995). Las alicuotas de
cloroplastos intactos (15-20 pg/ml de clorofila), se incubaron en la obscuridad
completa durante 5 min. La excitacién con luz se obtuvo con un conjunto de seis
diodos transmitiendo 600 Watts m2 de luz roja (con el pico a 650 nm). El
instrumento captura automaticamente el rendimiento de la fluorescencia de la
clorofila 2 mediante un diodo, cubierto con un filtro Tso = 705 nm, cada 10 ps

durante los primeros 2 ms, cada ms entre 2 ms y 1 s, y cada 100 ms despueés. El
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aumento del rendimiento de la fluorescencia de un valor minimo (Fo) a un valor
maximo (Fm) es indicativo de una acumulacion del aceptor primario de electrones
reducido Qa- en los centros de reaccion del FS II (Strasser ef al., 1995). Se usoé el
DCMU como un control positivo en el caso de los cloroplastos tratados con las
tricolorinas A, B, C y E. Las muestras tratadas con hidroxilamina (control
positivo en el caso del odoratol y sus derivados) se lavaron varias veces con el
buffer de aislamiento antes del ensayo. El rendimiento de la fluorescencia
variable de la clorofila a (Fv=(Fm-Fo)) es un indicador sensible de los estados redox
del FS II (Krause & Weis 1994).

El analisis cinético de la fluorescencia variable relativa se hizo por deconvolucion
con un ajuste no lineal de los datos acumulados durante los primeros 2 ms con un

intervalo de resolucién de 10 ps.

6.9 CINETICAS DE COMPETENCIA DE LA 7-0XO-7-

DESACETOXIGEDUNINA

Para la realizacion de los experimentos de competencia se usaron
tilacoides depletados de CF1. A una concentracion fija de un inhibidor (7-oxo-7-
deacetoxigedunina, DCCD o 5-O-B-galactopiranosil-7-metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-
fenilcumarina) se incuba la muestra (20 ng de clorofila por ml) variando la
concentracion del otro inhibidor. Los resultados se presentaron en gréficas de
doble inhibicién donde la velocidad (V) es la restauracion de la captacion de

protones en la presencia de la mezcla de inhibidores en el medio.
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6.10 DETERMINACION DEL ApH TRANSMEMBRARANAL

El ApH transtilacoidal se determiné por apagamiento de la fluorescencia
de ACMA vy la 9-aminoacridina (9-AA). El medio de reaccién contenia sorbitol
250 mM, MOPS/BTP 20 mM (pH 7.8), ATP 5 mM, ACMA 1.5 pM y 9-AA 3 uM
(Rottenberg y Moreno-Sanchez 1993). La reaccion se realizoé en una celda para
fluorémetro con un volimen final de 2.5 ml, con agitacion suave y a temperatura
controlada (22 9C). Se us6 un fluorémetro Shimadzu RF5000U. Las longitudes de
onda de excitacién y de emisién fueron 415 y 480 nm, respectivamente. La
reaccién se inicié por la adicién de los cloroplastos sobre el volumen final de la
reaccién que contenia los demas componentes incluyendo la tricolorina A. Se
determind la pendiente negativa de la disminuciéon del apagamiento de la
fluorescencia hacia el final del trazo de dos minutos de reaccién continua. Al
termino de este tiempo, de desacoplo el sistema con la adicion de nigericina como
un control. Al afiadir este desacoplante se observa una recuperaciéon de la

fluorescencia (H. Rottenberg & R. Moreno-Sanchez, 1993).
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6.11 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE DE LOS COMPUESTOS

NATURALES Y ALGUNOS DE SUS DERIVADOS

6.11.1 Obtencion del odoratol

El odoratol se obtuvo de un extracto CHCl3/metanol (1:1) preparado a
partir de la madera de Cedreln odorata 1.. (Meliaceae) segun se describid
previamente (Mezquita & Rivero, 1996). La estrusctura de este producto natural
se establecié mediante el uso de técnicas espectrométricas y espectroscopicas (IR

y RMN) (Chan et al., 1968).

6.11.2 Obtencién del triacetil odoratol y del acetonido del odoratol

Se trato el odoratol con anhidrido acético y piridina y se obtuvo ¢l triacetil
del odoratol. Para la preparacion del acetonido del odoratol, éste altimo (15 mg)
se tratd con acetona en condiciones acidas a temperatura ambiente. La mezcla se
calenté a reflujo durante dos horas. Los dos derivados se caracterizaron por

técnicas espectroscopicas y espectrométricas (Apéndice II).

6.11.3 Obtencion de la GD y 1a OGD
Los limonoides GD y OGD se obtuvieron de un extracto de CHCls de las
semillas de Guarea grandiflora (Meliaceae). El material secado al aire (500 g) se

molio con CHCls. El extracto resultante se concentro al vacio y se sometid a
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cromatograffa en columna sobre el gel de silice. La columna se eluyé usando
mezclas de polaridad creciente del hexano-CHClsAc (0—10). Se obtuvo un total
de VI fracciones. De la fraccion IV, eluido con hexano-CHCla (70:30) cristalizaron
70 mg de gedunina. De la fraccion VI eluida con hexano:CHCls (1:1) cristalizaron
espontaneamente 1 g de OGD. La GD se caracterizo mediante la comparacion con
una muestra patrén del compuesto obtenido previamente de Cedrela salvadorensis
(Toscano et al., 1996). La OGD se caracterizé por un analisis de difraccién de

rayos X (Apéndice III).

6.11.4 Obtencion de la tricolorina A

Los detalles para la purificacion de la tricolorina A, a partir de las resinas
glicosidicas por medio de un extracto de CHClx de Ipomoen tricolor Cav.
(Convolvulaceae) estan descritos en el trabajo de Pereda-Miranda et al., 1993. El
empleo de la cromatografia de liquidos de alta resolucion preparativa
(preparative HPLC) para el aislamiento de la tricolorina A de la mezcla de
oligosacaridos, se realizé en el sistema de multisolvente Waters 600E equipado
con un detector refractémetro diferencial Waters 410. El sistema de cromatografia
opera en el modo de reciclaje empleando soportes de la fase inversa que se
caracteriza por la presencia de cadenas hidrocarbonadas Cis (15 pm; 20 x 250
mm). Una solucién isocratica con CHaCN-H20= (41; velocidad de flujo = 3.5
ml/min) se usé para separar 12.6 mg de la tricolorina A (R¢ = 22.3 min) de 20 mg

del extracto crudo de las resinas glicosidicas. El compuesto aislado resulto
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idéntico (p.f., RMN, CCF y HPLC) a una muestra autentica de la tricolorina A
previamente caracterizada (Bah & Pereda-Miranda, 1996). La derivatizacion de la
tricolorina A se llevé a cabo mediante la hidrolisis alcalina (5% KOH/H:0). La
tricolorina A (10 mg) liberé un 4cido soluble en agua (3.5 mg), asignado como el
acido tricolérico. Este dltimo (1.5 mg) se traté con CHzN> para obtener el metil
éster del acido tricolorico, un derivado alquilico. Los derivados obtenidos se
identificaron mediante técnicas espectroscopicas y espectromeétricas.

Las tricolorinas B, C y E (Apéndice IV) de las resinas glicosidicas de
Ipomoea tricolor Cav. (Convolvulaceae) se obtuvieron y se caracterizaron
empleando los procedimientos previamente descritos (Bah & Pereda-Miranda,

1996).

6.11.5 Caracterizacién de los compuestos aislados y sus derivados

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no
estan corregidos. Los espectros en el IR (film) se midieron en un
espectrofotometro Perkin Elmer 599. El andlisis por difraccion de rayos X se
realizé en un difractémetro Siems P4/PC. Los espectros de RMN se obtuvieron
en un aparato Varian UNITY PLUS 500 utilizando CDCls como disolvente y TMS
como referencia interna. Todos los andlisis arriba indicados se efectuaron en el

Instituto de Quimica de la UNAM.
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VIL. RESULTADOS

Los resultados de la presente investigacion se dividen en tres partes. La
primera se describe en el articulo (TRABAJO 1): “Interference of the Natural
Product 7-oxo-7-deacetoxygedunin with CFy of H*-ATPase of Spinach
Chloroplasts” (1999) L. Achnine, R. Mata & B. Lotina-Hennsen, el cual fue
aceptado para su publicacion en Pesticide Biochemistry and Physiology. Fn este
articulo se presentan los resultados derivados del estudio del efecto de la GD y la

OGD sobre la H*-ATPasa cloroplastica.

La segunda parte comprende la caracterizacion bioquimica del efecto del
odoratol sobre el lado donador del FS II. Los resultados de este trabajo y sus
implicaciones se describen en el articulo (TRABAJO 2): “Impairment of
Photosystem II Donor Side by the Natural Product Odoratol” (1998) L. Ach.nine,
R. Mata, R. Iglesias-Prieto & B. Lotina-Hennsen, el cual fue publicado en Journal of

Agricultural and Food Chemistry, Vol. 46, N. 12, pp. 5313-5317.

Por ultimo, la parte final trata sobre los efectos desacoplante e inhibidor de
la tricolorina A. Los resultados se resumen en el articulo: (TRABAJO 3):
“Tricolorin A, a Potent Natural Uncoupler and Inhibitor of Photosystem 1I
Acceptor Side of Spinach Chloroplasts” (1999) L. Achnine, R. Pereda-Miranda, R.
Iglesias-Prieto, R. Moreno-Sanchez & B. Lotina-Hennsen, el cual fue aceptado

para su publicacién en Physiologia Plantarum.
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“Interference of the Natural Product 7-oxo-7-deacetoxygedunin with CFp of H*-
ATPase of Spinach Chloroplasts” (1999)

L. Achnine, R. Mata & B. Lotina-Hennsen

Pesticide Biochemistry and Physiology, Volume 63 (en prensa)
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7-Ox0-7-deacetoxygedunin, a limonoid isolated from Guarea grandiflora (Meliaceae) has been found 10
act as an inhibitor of photophosphorylation in spinach thylakoids. ATP svathesis and phosphorylating electron
flows were inhibited by 88 and 83%, respectively, at 300 uM of 7-0x0-7-deacetoxygedunin without affecting
proton uptake, basal and uncoupled electron transports. The ketone group of 7-oxo-7-deacetoxygedunin is
an important structural requirement for the displayed inhibitory activiry on chloroplast H*- ATPase, since
gedunin possessing a 7a-acetoxy group was a less potent energy transfer inhibitor. The light-activated
membrane bound Mg?*-ATPase and the heat-activated Ca**-ATPase of the isolated coupling factor were
insensitive 1o 7-oxo-7-deacetoxygedunin. 7-oxc-7-deacetoxygedunin shows a competitive kinetic behavior
with 5-0- 8-p-galactopyranosyl-7-methoxy-3°,4 " -dihydroxy-4-phenvlicoumarin when they inhibit H*-ATPase
activity, but a noncompetitive kinetic with DCCD. These results suggest that 7-oxo-7-deacetoxygedunin and
the 4-phenylcoumarin have the same surrounding site of inhibition in CFp. Ki for 7-0x0-7-deacetoxygedunin,

4-phenylcoumarin, and DCCD were 146, 220, and 10 uM, respectively.

©199% Academic Press

Key Words: Energy transfer inhibitor, photosynthesis, Guarea grandiflora, Meliaceae, CF-H*-ATPase,

7-ox0-7-deacesoxygedunin, gedunin.

INTRODUCTION

ATP synthesis from ADP and phosphate in
chloroplasts is catalvzed by the H*-ATPase asso-
ciated with the thylakoid membranes. Its struc-
ture is bipartite with a membrane embedded,
proton-conducting pertion, Fy, and a peripheral
portion, F}, which protrudes from the membrane
toward the stroma. One of the main experimental
approaches to study the mechanism of photo-
phosphorylation is the use of specific inhibitors
that affect the light-dependent ATP synthesis in
chloi'oplasts by blocking electron transport cou-
pled to ATP synthesis or by directly inhibiting
photophosphorylation reactions. This latter inhi-
bition (energy transfer inhibition) may be local-

! This work was taken in part from Ph.D. thesis of L.
Achnine.

2 To whom correspondence and reprint requests should
be addressed. Fax: + 52 5 622 53 29, E-mail: blas@
servidor.uham.mx.

ized at CFg® or at CF,. For example, phlorizin,
DIO-8, N-ethylmaleimide, 2,4-dihydroxy-7-
methoxy-1,4-benzoxazin-3-one, and tentcoxin
appear 1o inhibit isolated CF, (1-4). However,
DCCD, triphenyltin chloride, and 5-0-8-D-
galactopvranosyl-7-methoxy-3°, 4'-dihydroxy-
4-phenylcoumarin seem to interact with CF
(3, 5,6). Moreover, in the chloroplast H*-ATPase
complex, the membrane sector is composed of
four subunits I-1V. A major constituent of CF,
is a hydrophobic protein of about 8 kDa, compo-
nent I, commonly referred to as a proteolipid,
which is the binding site of DCCD (7).

The Meliaceae family is characterized by the
presence of limonoid triterpenes, many of which
exhibit a wide range of biological activities,
including antifeedant, toxic, or growth reducing

3 Abbreviations used: CF;, chloroplast coupling factor 1
CFy. proton channel of ATP synthase; DCCD, dicyclohexyi-
arboxidiimide; EDTA, ethylene-diaminetetraacetic acid;
GD, Gedunin; OGD, 7-0x0-7-deacetoxygedunin.
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properties to different species of insects (8). For
example, from the asian species Azadirachia
indica A. Juss and Melia azedarach L., two
limonoids have been commercialized as insecti-
cidal agents, namely azadirachlin in the USA
and toosendanin in China (%), Moreover, GD and
OGD, isolated from several Meliaceae species,
possess also antifecdant properties. However,
the effect of limonoids on phoiosynthesis
remains unexplored. Thercfore, in an attempt 10
find new leads for the development of herbicidal
agenis from nawral sources affecting photosyn-
thesis and 1o promote further knowledge about
the biological properties of these secondary
metabolites, the aim of the present study was 10
evaluate the effect of 7-0xo-7-deaccloxygedunin
(OGD) and gedunin (GD), isolated from Cuarea
grandiflora (Meliaceae) on several photosyn-
thetic reactions in isolated spinach chloroplasts,

MATERIALS AND METHODS

Tested Material

Limonoids OGD and GD were obtained from
the CHCI; extracs of the sceds of Guares gran-
diflora (Mcliaceae). The air-dried material (500
g) was maceraled with CHCly, The resulting
extract was concenlraled in vacuum and sub-
Jjected to column chromatography on silica gel.
The column was cluted with mixtures of increas-
ing polarities of hexane-EtOA¢ 0 yield OGD
and GD (Fig. 1). Gedunin was characterized by
comparison of an authentic sample (10). For all
assays OGD and GD were of 100% purity. One-
midlimolar stock solutions of OGD, GD, and 4-
phenyicoumarin in DMSO werc used. The final
cencentration of DMSO in the assay medium
never eaceeded 0.03%.

Chloroplast fsolation, Chiorophyll
Determination. and Measurement of
Proton Uptake, ATP Synthesis, and
Electron Transport

Imact chloroplasts were obtained from market
spinach leaves (Spinacea oleracea L) as pre-
viously described {11, 12), suspended in 400
mM sucrose, 5 mM MgCl, and 10 mM KCi,

and buffered with 0.03 M Na*-tricine at pH 8.0.
The chlerophyll concentration was measured
specirophotometrically (13).

Proton uptake reaction was measured as the
pH rise between 8.0 to 8.1 (i4) using a combina-
tion microclecuode connected 10 a Comning
potentiometer with expanded scale. The pH
changes were recorded (Gilson recorder). The
reaction medium was 100 mM sorbite), 5 mM
MgCly, 10 mM KCI, | mM Na*-tricine, pH 8.0
(XOH}), and with 20 xg of chlorophyll per milli-
liter; the freshly intact chioroplasts were hypo-
tonically lysed in this medium. This reaction
mixture was tirated with 0.001 M KOH, ATP
synthesis was measured as in proton uptake con-
ditions but in the presence of 1 mM ADP and
3mM KH:PO, (15). In the assay media 100 oM
methylvilogen was used 10 facilitate both ATP
syntbesis and proton uptake. The ATP synihesis
data werc corroborated by the enzymatic method
of ATP trap (16). In the cantrols used for ATP
trap measurements, OGD and GD did not show
any cffect on the hexokinase and glucose-6-
phosphate dehydrogenase activities.

Photosynthetic noneyclic electron flow from
water 10 methylviologen (100 xM) was deler-
mined by oxygen uptake using a Clark-type ¢lec-
trode connecied 1o an oxygraph 5300 as reporied
(12). KCN (0.1 mM) was added 10 the reaction
mixture 1o inhibit any catalase activity.

Mg**- and Ca**-ATPase end EDTA-ireated
Chlaroplast Assavs

Light triggered Mg?*-ATPase activity bound
to thylakoid membranes was done as in (17). To
oblain CF-depleied chloroplasts and solubilized
CFy, an aliquot of {resh chlaroplasts was diluted
with 0.75 mM EDTA pH 7.6 and incubaied for
10 min at 20°C. CF,-depleled membranes were
removed by centifugation. Of this EDTA super-
nalant (containing CF; complex), 0.5 m] was
added to 0.5 ml of 20 mM tricine, pH 8.0, 2
mM EDTA, 10 mM DTT, 40 mM ATP, heaied
at 60°C for 4 min. Of the resulting ATPase-
activated mixture, 2 0.1-m] afiquot was incu-
bated for 20 min at 37°C with 0.9 ml of a medium
containing 50 mM Tris, pH 8.4, 5 mM CaCl.
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F1G.1. Chemical stuctures of 7-ox0-7-deaceioxygedunin (OGD) and gedunin (GD).

and 5 mM ATP (15,19). Released inorganic
phosphale was measurcd as previousty described
(20). Protcin was determined by the bicinchoni-
nic acid procedure, using BSA as a standard
@n.

The Washing Procedure of EDTA-Treaied
Thylakoids and Kinetic Studies

The washing procedure of CF)-depleted chlo-
roplasts was repeaied four times {5). The reac-
tion mixture (2.0 ml) for the washing procedure
comained 100 mM sucrose, 2.5 mM NaCi, 2
mM MgCl,, 100 uM methylviologen, 0.5 mM
Hepes-KCH (pH 7.5), and chioroplasts con-
taining 2000 ug chlorophyll. OGD-ireaied,
washed chioroplasts were prepared by adding
GGD o CF|-depieted chloroplasts at a ratio of
100 mmol OGD/2 mg chlorophyll. A small ali-
quot (containing 200 mg chlorophyll) was
assayed for proton uptake and the remainder
diluted to 40 m! with the chloroplast suspending
medium. The treated chioroplasts were sedi-
menied at 5000 for 5 min (a1 4°C), resuspended
in 40 ml fresh medium, and again sedimented.
This washing procedure was repeated two addi-
tional times. The final pellet was sesuspended
in a smal! volume of medium and an aliquot
(200 ug chlorophyll) assayed for proton uptake
raie measurement.

Kinetic Experimenis

The results were presented as double secipro-
cal plots where the double inhibition experi-
ments were performed by adding 10 EDTA-
treated thylakoids (20 ug of chlorophyll per mil-
liliter) a fixed concentration of one CFp inhibitor
and varying concentrations of the other inhibitor.
The reaction was measured as the resloration
of H*-uptake in the presence of the mixtore of
inhibitors in the same medium as described
(14, 15).

RESULTS AND DISCUSSION

Effects of OGD and Gedunin on ATP
Syrehesis, ATP Hydrolvsis, and
Electron Transport

OGD (350 M) inhibited ATP synihesis cou-
picd to electron vansfer from water 1o methyl-
viologen in freshly fysed intact spinach
chioroplasts by B8% without affecting prolon
uptake. Mg"*-ATPase activity was slightly
inhibited by QGD (Fig. 2).

The light-dependent formation of ATP can
be inhibited by tither blockage of the electron
wransport, direct inhibition of the H*-ATPase
complex, or uncoupling of ATP synthesis pro-
cess from the clectron ransport (22). To further
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FIG. 2. ATP syathesis (&), prolon upiake {#). and Mg?*-ATPase activity (M) 25 a function of 7-oxe-7-
deacetoxygedunin concentrations. Control vaive rates for proton uptake and ATP synthesis were 580 and 510
smol. b~ mg Chl.™!, respectively, and for Mg?* -ATPase was 300 umel Pi h='.mg Chl.™'

explain the effect of OGD on ATP synthesis, its
mechanism of action on various electren trans-
ports activities was determined. Phosphorylating
clectron flow was inhibited by OGD with half-
maxima! concentration (ICgq) of 134 uM (Fig.
3). However, basal and uncoupled electron flows
(5 mM ammonium chleride) from water to meth-
ylvilogen were unaficcied by this compound
(Fig. 3). These results on diffcrent photosyn-
thetic activities indicate that OGD acts as energy
transfer inhibitor. This behavior is similar 1o that
found for energy transfer inhibuors Jike zizyph-
ine A, zizyphine B, amphibine C, amphibine D,
phlorizin, and DCCD {2, §, 23).

In order 10 examine if the T7-ox0 prouping
of OGD has any influence on the inhibition of
photophosphorylation, gedunin possessing a 7e
acetoxy moiety was also tested on the same pho-
tosynthetic activities. The results show that GD
was a less potent energy transfer inhibitor than

OGD (compare Figs. 3 with 4). Gedunin inhib-
ited ATP synthesis, H*-uptake, and phosphoryl-
ating electron transperts by nearly 50% at 300
#M, without affecling basal and uncoupled (3
mM ammonium chioride) elecwron flows (Fig.
4), and the Mg*"-ATPase aclivity. Thus, the
ketone group at C-7 in OGD scems 10 be an
imporiant  siruclural  requirement  for  the
ohserved activitics.

The behavier of OGD and GD as inhibitors of
photophosphorylation is sirnilar tg that exhibited
by cenain encrgy transfer inhibitors as DCCD,
DIC-S (1, 3), kaempferol, phlorizin, piquerol A,
and triphenyltin (5, 24, 25).

Effect of OGD and GD on Mg**. and Ca**-
Dependent ATPases Activities

To determine whether QGD and GD interact
with the catalytic unit of the H*-ATPase complex
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FIG.3. Effecis of 7-ox0-7-deaccloxygedunin on phospherylating (0), basal (2}, and uncoupled (Cly electron
transpons from water to methylviologen in {reshly Iy sed spinach chloroplasts. Conlrol value rates for basal,
phosphorylating, and uscoupled elecison itansports were 300, 600, and 856 ueq. €™ b mg of ChL™',

respectively.

when they act as photophosphorylation inhibi-
tors, their effect on isclated CF; Mg™*- and
Ca**-dependent  ATPases was  invesligated.
Table | shows that increasing additions OGD
up 10 300 M 10 both Mg?*-and Ca®*-dependent
ATPases does not promote significantly the inhj-
bition of the ATP hydrolysis. The mientioned
ATPascs activitics were inhibited only by 7 and
6%, respectively, at 300 M of OGD. Gedunin
does not have any significant inhibitory effect
on both Ca®*- and Mg**-dependent ATPascs
activities (Table 1), These data suggest that OGD
and gedunin do nol interfere with CF; when
acting as energy transfer inhibitors.

7-Oxo-7-deacetoxygedienin Resiores the H*-
Uprake in EDTA-Treared Chloroplasis

To localize the target of OGD on H™-ATPase
complex, we studied its effect on EDTA-treated
thylakeids. It is known that the removal of CF,

from thylakoid membranes resul's in an
enhancement of proton permeability (26). More-
over, certain ¢nergy transfer inhibitors such as
DCCD and wiphenyitn interact with CFy and
decrease the £, (Rate constant} of proton cfflux
(27, 28). The proton uptake of thylakoids par-
tially stripped of CF,; can be restored by adding
back CF; (29) or by adding DCCD (27}. Figure
S shows that increased concentrations of
QGD up 10 350 uM restored net protos upiake
1o CF, depleted chloropliasts, as does tripheny]
in, DCCD, or 3-0-B-p-palaciopyranosyl-7-
methoxy-3'4"-dibydroxy-4-phenylcoumann (5,
6. 28). Thercfore, OGD inhibits pholophospho-
rylation by blocking the CFy channel. In addi-
tion, Fig. 5 shows that the restoration of proton
uptake increases in the presence of DCCD
(5 uM) and 35-0-Fp-galactopyranosyl-7-
methoxy-3’,4"-dihydroxy-4-phenylcoumarin
{100 aM), both known blockers of H* flow
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Fi b~ mg Chl.™!

through CFy (6, 28), when added 10 OGD con-
taining thylakoid membrane suspension. Since
both inhibitors at (he applied concentration are
known 1o act specifically on CF, their syner-
gistic effect with OGD indicates that OGD also
interacts directly with chloroplast H*-ATPase.
It is noteworthy that the enhancement of Lhe
restoration of proton uptake induced by OGD
in the prescnce of 5-0-B8-n-galactopyranosyl-7-
methoxy-3".4°-dihvdroxy-4-phenylcoumarin is
more remarkable than the additive effect on H°-
vptake of OGD plus DCCD. In the lasi case, the
curve shows a sawration around 120 uM of
OGD. Thus, the 4-phenylcoumarin has a
sironger synergistic (additive} inhibition prop-
crty on CFy with OGD than that with DCCD
{Fig. 5). These observations Jed us to investigate
the kinetic behavior of OGD with DCCD and
the 4-phenylcoumarin as CFy inhibitors and,

subsequently to compare the site (s} of action
of these compounds in the prolon conducting
channel.

Competitive Experiments of OGD with DCCD
and 4-Phenylcoumarin

The results of the competition experiments
(the conditions of every separale experiment
were kept the same) are summarized in Fig.
6. K; values for DCCD, 4-phenyicoumarnin, and
OGD were 10, 220, and 146 uM, respectively.
Figures €A-6C describes the system of coopera-
tive {additive) noncompetitive inhibitien by 1wo
different nonexclusive inhibitors. Dixon plots
(Figs. 6A1 and 6A2) showed clearly that the
binding of DCCD 1o thylakeids had no effect
on the binding of OGD, since the curves intersect
on the horizontal axis (30). Meanwhile, the
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TABLE |
Effect of the 7-Oxo-7-descetoxygedunin on the Light.
Activated Membrane-Bound Mg?"-ATPase and (he
Heat-Activaied Ca™"-ATPase Acuvity of Punilfied
Coupling Factor | of Chicreplasts

Ca®*.ATPase Mg -ATPase

Compounds (%) (%)
T-ox0-7-deaccioxygedunin
{uM)

None 100 100

50 4986 96.1

100 G974 974

150 g4.5 88.2

200 57.5 gs

300 93 54
Gedunin (u«M)

None 100 100

50 98.7 97.3

100 974 985

150 983 100.6

200 95.6 97.4

300 96.2 05.8

Note. Controi values for Mg**- and Ca’"-dependent
ATPases were 201 5 umoles Pi released/mg Chil. h. and 164
nmol Pi/mg prolein., respectively.

curves of the competition experiments of the
4-phenylcoumarin vs OGD intersect below the
horizontal axis (Figs. 6B1 and 6B2), thus indi-
cating that one inhibitor hinders the binding of
the other {30). These data suggest that the bind-
ing sites for OGD and DCCD are separate. On
the other hand. the kinetic of inhibition abserved
n the experiments with the 4-phenylcoemarin
vs DCCD did not show a competitive behavior
(Figs. 6C1 and 6C2), supporting \he resulls pre-
sented in Figs. 6A and 6B. These findings are
supported by the similar values of the distribu-
tion of the OGD a ri-octanot/water system (parti-
tion cocfficient = 0.91; this work) and the 4-
phenylcoumarin {partition coefficient = 0.85;
(6))-

OGD Does Not Bind Covalenily with CFy

In order 1o see whether the inhibition of CFy
by OGD is reversible, we used the repeated
washing of OGD on CF -depleted thylakoid
mermbranes as described by Gould (5). Table 2
shows that H*-uptake was restored only by 114%
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depleted ihylakoids. Details of the reaction mixture are given under Materials and Methods,

after four times washing thylakoids vs 274% for
the CF,-depleted thylakoids incubated with 100
uM OGD, These daa indicate that the interac-
tion of OGD with CF; is not covalent, since the
restoration of the proion uptake reaction in CF,-
depleted chloroplasts, induced by this naturai
product. was reversed by the washing procedurce
of 1he thylakoid membranes, Itis interesting that
aficr the 41h wash, the addition of OGD restored

the H*-uptake to higher levels (311%). These
results are similar to those found for triphenyl-
tin (5).

CONCLUDING REMARKS

As other natural “encrgy trans{er inhibitors'
such as 5-0-Bp-galactopyranosyl-7-methoxy-
3'.4’-dihydroxy-4-phenylcournarin and the pep-
tide alkaloids zizphine A, zizphine B, amphibine

TABLE2
Effect of 7-Oxo-7-deacctoxy gedunin on the Proon Uptake of Washed CF|-Depleted Chloroplasts.
Proton uptake
Thylakoids Addilions. Treatment (uequiv. H/mg Chl) % of resiaration
Untreated (Control) Nong 1.15 100
100 wM OGD 236 205
CF~depicted None 0.51 100
100 ub OGD 140 274
1* wash 0.82 160
24 wash 0.7% 147
3" wash 0.64 125
4% wash 0.58 114
100 uM QOGD afier 1he 4% wash 1.58 311

Note. For details of the expesimenial conditions, see Materials and Meihods.
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C, and amphibine D (6, 23), OGD blocks the
H* channel of CFy. The range of concentration
needed for these products to ¢xhibit their inhibi-
tory cffect on CFy 15 the same.

Cooperative (additive) noncompetitive inhibi-
tion showed by OGD and DCCD have demon-
strated that the siie of action of the limonoid at

CFy is different from that of DCCD but they
could stiil both be located on subunit T
Finally, it is imporiant to point out that the
1arget {CFy) of OGD preciudes further develop-
ment as herbicidal agent. However, the com-
pound turns out 10 be a useful tool to further
expiore other possibie binding sites of the CF,
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inhibitors, Moreover, these findings are of
importance for further understanding of the
inieraction between plants through the so-calied
allelochemical compounds.
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The effect of odoratol, a natural protolimonoid, isolated from Cedrela odorata (Meliaceae) and two
of its derivatives on different photosynthetic reactions of isolated spinach chloroplasts was

investigated. This natural product is an inhibitor

(150 uM) of oxygen evolution. Polarographic

analyses of the photosynthetic partial redox reactions indicate that (a) photosystem I (PS]) activity

is unaffected by odoratol, (b) there is a substa
photosystem 11 (PSII) as measured from water

ntial inhibition of the electron flow of uncoupled
to silicomolybdate or diaminodurene, and (c} the

electron flow from diphenyl carbazide to dichlorophenolindophenol of Tris-washed chleroplasts was
insensitive. Collectively, these data suggest that the site of action of odoratel is Jocated at the donor
side of PSII. Comparison of chlorophyll ¢ fluorescence induction curves of chloroplasts with
authenticated donor side damage and those obtained from odoratol-treated samples further supports

this interpretation. Comparative analyses using o

doratol derivatives indicate that the diol moiety

at positions 23 and 24 of the side chain is an important structural requirement for the inhibitory

activity displayed by odoratol.

Keywords: Photosystem II; oxygen evolving complex; odoratol; Cedrela odorata; Meliaceae

INTRODUCTION

Photosystem II(PSII) is a supramolecular assemblage
anisotropically incorporated into the thylakoid mem-
brane (Debus, 1992). The main function of PSII is to
act as a light-driven water—plastoquinone oxidoreduc-
tase. PSII can be inactivated by several synthetic or
natural compounds. Depending on their targets, these
compounds can be regarded as denor or acceptor side
inhibitors. In oxygen-evolving photosynthetic organ-
isms the oxidation of water is catalyzed by the manga-
nese cluster located in the oxygen-evolving complex
(OEC) at the lumenal side of the thylakoid membrane
(Debus, 1992; Ghanotakis and Yocum, 1990). This
cluster contains four manganese jons and requires Cl-
and Ca2* as cofactors to function properly (Ghanotakis
et al., 1984; Miyao and Murata, 1985). In the literature
several compounds and treatments have been reported
as OEC inhibitors. For example, depletion of Ca®* and
Cl- from PSI} results in reversible inhibition of oxygen
evolution while the Mn cluster is retained in its site
(Debus, 1992; Homann 1987). Moreover, Tris-washing
of thylakoids (Yamashita and Butler, 1968) and hy-
droxylamine, methylamine, and ammonia treatments
induce significant to full inhibition of oxygen evolution
in isolated chloroplasts (Joliot, 1966; lzawa and Good,
1972). On the other hand, only few natural compounds
have been reported as OEC inhibitors. In this context,
we have previously demonstrated that the natural
products cacalol and ivalin inhibited oxygen evolution

« author to whom correspondence should be addressed
(e-mail blas@servidor.unam.mx; fax +52 & 622 53 29).

* This work was taken in part from the Ph.D. thesis of L.A.

* Departamento de Bioguimica.

t Departamento de Farmacia,

¢ Estacién de Investigaciones Marinas.

in isolated chioroplasts with I5o (concentration produc-
ing 50% inhibition) values of 30 M and 2.8 mM,
respectively (Lotina-Hennsen et al., 1991).

While characterizing the effect of naturally occurring
limonoids on several photosynthetic activities, we have
discovered the inhibitory effect of odoratol, a protoli-
monoid isolated from Cedrela odorata (Meliaceae), on
the donor side of PSII of isolated spinach chloroplasts.
In this paper, we discuss the evidence of the inhibitory
properties of odoratol based on two different techniques,
namely oxymetry and chlorophyll a (Chl a) fluorescence
measurements.

MATERIALS AND METHODS

Procedures for the Preparation of Odoratol and lts
Derivatives. Odoratol was obtained from a CHClymethanolic
extract (1:1) of C. odorata L. (Meliaceae) wood, The structure
of this natural product was established using spectrometric
and spectroscopic (IR and NMR) methods (Chan et al., 1968).
Odaratol (1) afferded triacetate (2) upon treatment with acetic
anhydride and pyridine. Treatment of odoratel (1) with
acetone and catalytic amounts of hydrochloric acid at room
temperature readily gave the corresponding acetonide (3)
(Figure 1). Derivatives 2 and 3 were also characterized by
spectral and spectroscopic means.

Biological Activities. Chloroplasts were obtained from
spinach leaves (Spinacea oleraceae L.) as described earlier
(Lotina-Hennsen et al., 1987). The chlorophyll concentration
was measured spectrophotometrically as reported {Strain et
al., 1971). Proton uptake was measured as the pH rise
between 8.0 and 8.1 (Dilley, 1972). Photophospherylation was
messured as proton uptake cenditions, in the presence of 1
mM ADP and 3 mM KHyPO, (Lotina-Hennsen et al., 1987).
KCN (100 zM) was added to inhibit catalase activity. Electron
flows (basal, phosphorylating, and uncoupled) from water to
methyl viologen (MV) were ‘determined according to the
procedures previously described (Lotina-Hennsen et al., 1991).
Partial reactions of the electron transport chain were mea-

10.1021/1380589+ CCC: §15.00 & 1998 American Chemical Society
Published on Web 11/12/1998
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1 R=R,=R,= OH
2 R=R,=R,=0Ac

o O
3 R=0H RQ,R3=>/

Figure 1. Structures of odoratol (1), triacetylodoratol (2), and
odoratol acetonide (3).

sured using specific inhibitors, 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-
dimethylurea (DCMU; 10 xM) and 2,5-dibromo-3-methyl-6-
isopropyl-p-benzoquinone (DBMIB; 1 xM), and the following
electron donors and acceplors: silicomolybdate (SiMo; 100 wM);
dichlorophenol indophenol (DCPIP; 100 4M); diphenyl carba-
zide (DPC; 200 xM); diaminodurene (DAD; 100 uM); and MV
(100 uM) (Allen and Holmes, 1986).

To moniter Chl a fluorescence transients, induction aliquots
of dark-adapted chloroplasts containing 15 ug of chiorophyll
were transferred to filter paper by gravity and immediately
dipped in 3 mL of different concentrations of the tested
compounds. Samples were incubated for 5 min in the dark.
Chl a fluorescence induction curves were measured at room
temperature by a portable shutterless apparatus (Plant E{f-
ficiency Analyzer, Hansatech, UK.) described previously
{Sirasser et al,, 1995). Excitation was provided by an array
of six light-emitting diodes delivering 600 W-m™2 of red light
(peak at 650 nm). Samples infiltrated with hydroxylamine
were washed in the dark several times with fresh isolation
buffer before been assayed. Ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) was present to chelate Mn(II) ions released from the
Os-evolving tenter. Kinelic analyses of the relative variable
fluorescence were performed by deconvoelution of data collected
during the first 2 ms with 10 us resolution. Deconvolution
analyses were performed with a nonlinear fitting procedure.

RESULTS AND DISCUSSION

Effect of Odoratol on Photosynthetic Activities.
Odoratol (150 uM) inhibited ATP formation and H*-
uptake by 96.3 and 89.9%, respectively (Figure 2) with
Ispof 35 uM. The light-dependent synthesis of ATP and
H*-uptake by illuminated thylakoids might be inhibited
in a number of ways: (a) by uncoupling ATP synthesis
from the electron transport, (b) by blocking the electron
transport, and/or (c) by blocking the phosphorylation
reaction itself. To understand the mechanism by which
odoratol inhibited the photophosphorylation, its effect
on the electron transport chain was investigated. Odo-
ratel (150 4M) inhibited basal, phosphorylating, and
uneoupled electron transports by 87.7, 85.5, and 78.8%,
respectively (Figure 2). Therefore, this protolimonoid
behaves as Hill reaction inhibitors.

To localize the inhibition site of odoratol, its effect on
photosystem I (PSI) and PSII electron transports was
evaluated. PSI activity, measured from DCPIP/H; to
MV, was insensitive to odoratol. However, the natural
product (150 uM) inhibited the electron flow through
PSII, measured from water to DCPIP, by 86.6% (Figure
3). The plso value for PSII inhibition was 4.6. Thus,
the level of activity displayed by odoratol as PSII
inhibitor is comparable with that of good PSII inhibitors,
which possess plso values in the range of 6—7 (Bowyer
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Figure 8. Electron transport through uncoupled photesystem
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water to DAD (0), and from DPC to DCPIP (v) as a function
of increasing concentrations of odoratol. Control rate values
for these electron flows were 910, 980, 250, 650, and 210 uequiv
e /(h-mg of Chl), respectively.

et al., 1991). To further determine the target of odora-
tol, the partial reactions of PSII were studied: the
uncoupled PSII electron flows (5 mM NH,Cl) from water
to SiMo and from HzO to DAD were inhibited by 88.7
and 90.8%, respectively, at 150 M. However, the
electron flow from DPC to DCPIP of 0.8 M Tris-washed
chloroplasts was unaffected by odoratol (Figure 3). It
is known that DPC is an electron donor to PSII (Vernon
and Shaw, 1969). This reaction is dependent on the
DPC concentration, the pH of the medium, and the
integrity of the thylakoid membranes. Consequently,
compound 1 behaves as a water-splitting enzyme in-
hibitor. Therefore, odoratol acts at the same target as
cacalol and ivalin do (Lotina-Hennsen et al., 1991;
Bernal-Morales et al., 1994)

To find out the influence of the carbinol groups
present in the molecule of edoratol in the different
photosynthetic activities tested, the effect of two odo-
ratol derivatives (triacetyl derivative 2 and odorato]
acetonide 8) on the same photosynthetic reactions was
also investigated. Compounds 2 and 3 did not show
appreciable activity in comparison to odoratol. On the
other hand, the hydroxyl moiety at position 3 did not
enhance the activity of odoratol (Table 1). Thus, the
two vicinal OH groups at positions 23 and 24 of odorato]
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infiltrated with different concentrations of odoratel.

Table 1. Effect of Odoratol and Iis Derivatives on
Uncoupled PSII Electron Transport from Water to DAD,
from Water to SiMo, and from DPC to DCPIP®

% inhibition

addition Hs0 to DAD Hz0 to S$iMo DPC to DCPIP
odoratol
none 0 ¢ 0
10 uM 23.6 18.4 0.7
50 uM 68.4 55.3 1.0
100 uM 80.7 76.6 0.8
150 4M 90.8 8.7 1.2
triacetylodoratoi
none 0 0 0
50 uM 4.1 1.7 2.5
100 uM 6.4 5.3 6.4
200 uM B.1 10.2 12.4
500 uM 9.5 12.5 14.2
odoratol acetonide
none 0 0 0
50 uM 2.5 43 35
100 uM 8.4 94 8.5
200 M 10.3 13.5 12.4
500 uM 13.4 16.5 156

2 Control values for these electron flows were 650, 250, and 210
pequiv e~Ah-mg of Chl), respectively.

are essential for the displayed inhibitory interaction of
the natural product with the OEC.

Chl a Fluorescence Evidence of the PSII Donor
Side Impairment. Isolated spinach chloroplasts show
a polyphasic fluorescence curve with regular O—J-1-P
sequence of transients similar to those previously
described for several intact organisms (Iglesias-Prieto,
1995; Srivastava et al., 1995). The OJIP sequence
represents the successive reduction of the electron
acceptor pool of PSII (Govindjee, 1995). Chloroplasts
infiltrated with several authenticated PSII inhibitors
show dramatic changes in their fluorescence induction
curves {Figure 4A). Variations in the fluorescence
induction signatures are dependent on the site of action
of the authenticated irihibitors. Inactivation of the PSII
acceptor side after the addition of DCMU resuited in
the loss of the regular OJIP sequence and the formation
of an OJ sequence. Addition of Tris and hydroxylamine,
two well-known donor side inhibitors of PSII (Britt,
1996), resulted in the formation of a faster fluorescence

transient at ~0.8 ms, followed by reduction in the
fluorescence vield (Figure 4A). This event appears to
be consistent with transient K recently described in
green plants under severe thermal stress (Guissé et al,,
1995). Transient K probably originates from the in-
crease of the lifetime of the Pgso* and Phe™ radical pair
due to limitations in the electron supply from the OEC.
Losses of variable flucrescence after 0.8 ms are consis-
tent with the increase in Pgggt lifetime as this radical
is an efficient fluorescence quencher (Krause and Weis,
1984). Comparison of the fluorescence induction curves
of chloroplasts infiltrated with inhibitors of the OEC
(Tris, NH,OH) with those obtained from chloroplasts
exposed to different concentrations of odoratol clearly
shows remarkable similarities (Figure 4). Asin the case
of authenticated controls with donor side impairment,
exposure to odorato] resulted in the formation of tran-
sient K, followed by a reduction of variable fluorescence.

Analyses of the changes in relative variable fluores-
cence yield [V{t) = (F, — Fol(Fr, — Fo)] during the first
2 ms of the induction curve provide us with a detailed
description of the kinetic responses of PSII to different
inhibitors. The rise of V(¢) in control chloroplasts
requires two components to be accurately described
(Figure 5A). A fast sigmoidal component with a rate
constant of ~0.10 ms~? and a slow expanential one with
a time constant of ~0.4 ms™! (Table 2; Figure 5A). In
contrast, in chloroplasts with denor side impairment a
third exponential negative component is required to
describe the loss of V(¢) after 0.8 ms. For consistency,
we employed here three components to deconvolute the
initial part of the induction curve (Figure 5A B). The
exponential phase data reported here were obtained by
the subtraction of the positive and negative components.

Probably, the most dramatic response of the fluores-
cence induction curve to donor side inactivation of PSII
is the increase in the initial rates of photochemistry (dV/
dto) (Figure 5A.B). Kinetic analyses.of induction curves
revealed that acceptor side inactivation of PSII produced
by infiltration with DCMU resulted in increases in the
amplitude of both exponential and sigmoidal compo-
nents without any significant changes in their rate
constants relative to control chloroplasts (Table 2). In
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Table 2. Comparative Kinetic Analyses of the First 2 ms of the Chl a Fluorescence Induction Curves of Samples with
Authenticated Donor and Acceptor Side Inhibition and Those Infiltrated with Different Concentrations of Odoratol

component
sigmoidal exponential

treatment amplitude (relative) sigmoidicity (relative}  Tate constant (ms~1) amplitude (relative) rate constant (ms™1)
control 0.2326 0.1702 0.1008 0.411 0.3801
DCMU 0.4726 0.1268 0.0986 0.5221 0.4065
Tris 0.5877 0.1873 0.1007 0.4218 0.0550
NH;OH 0.7561 0.1499 0.0959 0.2120 0.0913
odoratol

1uM 0.4523 0.2001 0.1052 0.5700 0.1887

10 uM 0.6774 0.1728 0.1095 0.3652 0.1303

75 uM 0.6283 0.1642 0.1090 0.4262 0.0753

contrast, comparison of the kinetic characteristics of
authenticated samples with donor side damage and
those obtained from control chloroplasts indicates that
the increase in dVidip resulted from a decrease in the
rate constant of the exponential component (Table 2).
The results show no detectable variation in the rate
constants or in the connectivity of the sigmoidal com-
ponents of chloroplasts with donor side damage relative
to controls. Similar to the results obtained for the
authenticated samples, addition of odoratol produces
sequentially similar increases in the rate constant of
the exponential component without variation in the
kinetics of the sigmoidal one.

Concluding Remarks. The analyses of the fluores-
cence signatures of donor side damage of chloroplasts
are consistent with the polarographic evidence pre-
sented here and strongly suggest that the site of action
of odoratol is located at the donor side of PSII. There-
fore, the use of this simple chlorophyll fluorescence
technique probably will have a great potential to screen
a large variety of synthetic and natural compounds with
herbicide potential.

This work is intended to be part of a much larger
survey of the effects of naturally occurring compounds,
including limonoids from the Meliaceae family, on
various plant processes to improve understanding of the
interaction between plants through the so-called alle-
Jochemical compounds.

ABEBREVIATIONS USED

Chl a, chlorophyll a; DAD, diaminodurene; DBMIB,
2,5-dibromo-3-methyl-6-isopropyl-p-benzoquinone;
DCMU, 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea; DCPIP,
dichlorophenol indophenol; DPC; diphenyl carbazide;
EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid; SiMo, silico-
molybdate; MV, methyl viologen; OEC, oxygen evolving
complex; PSII, photosystem II; PSI, photosystem I.
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Tricolorin A, a potent natural uncoupler and inhibitor of photosystem 1I

acceptor side of spinach chloroplasts

Lahoucine Achnine, Rogelic Pereda-Miranda, Reberto Iglesias-Prieto, Rafael

Moreno-Sianchez and Blas Lotina-Hennsen

Achnine, L., Pereda-Miranda. R.. Iglesias-Prieto. R.., Moreno-Sanchez, R. and Lotina-
Hennsen, B. 1998. Tricolorin A. a potent natural uncoupler and inhibitor of photosystem I

acceptor side of spinach chloroplasts.-Physiol. Plant.

Tricolorin A, (11 $)-11-hvdroxyhexadecanoic acid 11-0-a-L- rhamnopyranosyl-(1-»3)-0O-
a-L-{2-0-(2S-methylbutanoyl)-4-0-(2S -methyibutanoyl)j -rhamnoﬁyranosil-(l —2)-0-B-

D-glucopyranosil-(1—2)-B-fucopyranoside~(1 .3"-lactone), the major phytogrowth inhibitor
isolated from Jpomoea tricolor Cav. (Convolvulaceae) was found to be a potent uncoupler
(Use = 0.33 uM) of photophosphorylation in spinach chloroplasts. Tricolorin A inhibited
H'-uptake and ATP synthesis, and stimulated basal and phosphorylating electron flows.
Using a combination of two well-known fluorescent ApH probes, 9-aminoacridine and 9-

amino-6-chloro-2-methoxyacridine, the uncoupling behavior of tricolorin A was also



L

demonstrated for submitochondrial particles. Polarographic data showed that high
concentrations (20 pM) of tricolorin A inhibited photosystem II (PSII) electron flow at the
level of Qg. Chlorophyll a fluorescence analysis showed that tricolorin A induced
accumulation of Q, and strongly decreased the electron transport capacity., suggesting that
the target of this molecule was located at the Qg level. The macrocyclic lactone-type
structure of this allelopathic agent proved to be an important structural requirement for

uncoupling activity since its hydrolysis caused loss of the inhibitory potential.

Abbreviations-Chl, chlorophyll: DBMIB. 2.5-dibromo-3-methyl-6-isopropyl-p-
benzoquinone, DCMU, 3-(3.4-dichloropheny1)-1.1-dimethylurea; DCPIP. dichlorophenol
indophenol; MV, methyiviologen: Q. plastoquinone A Qg. plastoquinone B: SiMo,

silicomolybdate; SMP, submitochondrial particies.

L. Achnine and B. Lotina-Hennsen (corresponding author, fax 523-622 5329, e-mail
blas@servidor.unam.mx), Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica. Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM). México, DF 04310: R. Pereda-Miranda.
Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica, UNAM, México, DF 04510; R. lelesias-
Prieto, Estacion de Investigaciones Marinas “Puerto Morelos”, ICMyL-UNAM. Apartado
Postal 1152, Cancin 77500, México, R. Moreno-Sdanchez, Departamento de Bioguimica,

Instituto Nacional de Cardiologia. México DF 14080. México.



Introduction

Farmers in the southern intertropical Mexican state of Morelos use /pomoea tricolor Cav.. a
member of the moming-glory family (Convolvulaceae), during the fallow period in sugar-
cane fields. This plant has the useful property of suppressing the growth of other plants.
including invasive weeds (Anaya et al. 1990 and Mata et al. 1996). Tricolorin A. the major
phytogrowth inhibitor present in the active mixture of resin glvcosides, was characterized
as a tetrasaccharide of jalapinolic acid with a macrocyclic lactone-type structure (Fig. 1).
This resinous content occurs in secretory cells. in foliar tissues and roots. Bioassays showed
that radicle growth of Amaranthus leucocarpus Watts. and Echinochloa crus-gaili (L.}
Beauv. was inhibited by this allelopathic agent. with IC;, values ranging from 12 10 37 pMf
(Pereda-Miranda et al. 1993). However. the primary mode of action of tricolorin A has not
been established, nor anv biochemical insights as to how this oligosaccharide might
contribute to the chemical ecology of Jpomoea iricolor. including its possible interference
with the photosynthetic metabolism of other plant species. In this context, the present
investigation reports the results of studies on the effects of tricolorin A on several

photosynthetic activities in isolated chloroplasts.



Materials and methods

Isolation and purification of tricolorin A

Details for the purification of the crude resin glycosides from the CHCl; extract of I[pomoea
tricolor Cav. were previously described (Pereda-Miranda et al. 1993). Preparative HPLC
was performed for the isolation of tricolorin A from the oligosaccharide mixture using a
Waters GOOE multisolvent delivery system equipped with a Waters 410 differential
refractometer detector (Waters. Milford. MA. USA). The chromatographic system was
operated in the recycling mode employing a reversed-phased C g column (15 pm: 20 x 230
mim). An isocratic elution with CH;CN/H,O (4:1: flow rate = 3.5 ml min"') was effective in
separating 12.6 mg of wicolorin A (R, = 223 min) from 20 mg of the crude resin
glycosides. The isolated compound 1 was identical (m.p.. NMR. TLC and HPLC) to an

authentic sample (Bah and Pereda-Miranda 1996).

Derivatization of tricolorin A

On alkaline hydrolysis [3% (v/v) KOH/H,0]. compound 1 (10 mg) liberated a water-
soluble glycosidic acid (3.5 mg), designated as tricoloric acid (2). This derivative (1.5 mg)
was alkylated by CH,N, treatment to obtain tricoloric acid methyl ester (3). One mM
freshly prepared stock solutions of compounds 1. 2 and 3 in ethanol were used for the

bioassays. The final concentration of ethanol in the assay medium never exceeded 0.03%

(viv).



Chloroplast isolation, chlorophyll determination, measurement of proton uptake, ATP
synthesis and electron transport

Intact chloroplasts were obtained from market spinach leaves (Spinacea oleracea L.) as
previously described (Saha et al. 1971, 1 otina-Hennsen et al. 1991), and suspended in 400
mM sucrose, 5 mM MgCls and 10 mM KCl. and buffered with 0.03 M Na'-Tricine at pH 8.0.
The chlorophyll concentration was measured spectrophotometrically (Strain et al. 1971).
Proton uptake was measured as the pH rise between 8.0 and 8.1 (Dilley 1972) using a
combination of microelectrodes connected to a Comning potentiometer with expanded scale.
The reaction medium was 100 mM sorbitol. 5 mV MgCl,. 10 mM KCl. 1 mAf Na'-tricine pH
8.0 (KOH) and 20 pg of Chl ml™"; the freshly imtact chloroplasts were hypotonically lysed in
this medijum. This reaction mixture was titrated with 0.001 3/ KOH. ATP synthesis was
determined from the measured proton uptake but in the presence of 1 mM ADP and 3 m\/
KH,PO, (Pefia-Valdivia et al. 1991). To facilitate both ATP synthesis and proton uptake. 100
pM MV was added to the assay medium. ATP synthesis was also measured by an enzymatic
method (Trautschold et al. 1989). The hexokinase and glucose-6-phosphate dehydrogenase
activities were insensitive to tricolorin A.

Photosynthetic non-cyclic electron flow from water to MV (100 pM) was determined by
oxygen uptake using a Clark-type electrode connected to an oxvgraph as reported (Lotina-
Hennsen et al. 1991). Basal electron transport was determined with an oxygraph YSI Model
5300. Each cuvette contained 20 mg of Chl mi” in the reaction medium as in proton uptake

conditions, except that Na-tricine concentration was 15 mM; reaction time 1 min, aerobic



conditions, saturating white light. Phosphorylating electron transport was measured as basal
electron transport with the addition of 1 mM ADP and 3 mA/ K,PO.. KCN 0.1 mM was added
to the reaction mixture to inhibit catalase activity. Partial reactions of the electron transport
chain were measured using specific inhibitors: DCMU. 10 ulf: DBMIB, 1 pMM and the
following electron donors and acceptors: SiMo. 100 uif. dichlorophenol indophenol

(DCPIP), 100 pM; DPC. 200 uM; DAD. 100 pM and MV. 100 pAM (Allen and Holmes

1986).

Mg”*-ATPase assay

Chloroplasts were isolated from 30-40 g of spinach leaves which were ground in 160 ml of
medium containing 350 m.\/ sorbitol. 5 m}/ ascorbic acid and 20 mA{ MES. pH 6.5
Chloroplasts were centrifuged at 3000 g for 60 s. washed once in 40 m! of grinding medium
and resuspended in 35 m.\/ sorbitol. 2 mM EDTA. 1 ml\f MnCl;. 1 mif MgCl,. 50 mi/
HEPES, pH 7.6. Light-triggered Mg2+-ATPase activity bound 10 thylakoid membranes was
measured as described previously (Mills et al. 1980). Released inorganic P was measured as

reported (Sumner 1944).

ApH probe measurements
Highly coupled rat liver SMP were prepared as previously described (Thayler and Rubin
1979), using 0.065 mg digitonin (Aldrich, Milwaukee, WI. USA) per mg mitochondrial

protein for solubilization of the outer membrane followed by hypoosmotic shock and



sonication. The magnitude of the pH gradient across the chloroplasts and SMP membranes
was measured by following the fluorescence quenching of a medium containing 3 pM 9-
aminoacridine (9AA) and 1.5 pAf 9-amino-6-chloro-2-methoxvacridine (ACMA) (Rottenberg
and Moreno-Sanchez 1993), under smooth stirring at 23°C. The excitation and emission
wavelengths were 41 5 and 480 nm, respectively. ApH changes in spinach chloroplasts (15 pg
Chl mI™') were monitored under constant illumination of 88 pmol m™ s /uA of intensity.

provided through an optical filter of 10% safranin.

Chlorephyll a fluorescence studies

Aliquots of dark-adapted chloroplasts (15 pg of Chl) were transferred to filter paper by
gravity and immediately dipped into 3 ml of different concentrations of the tested
compounds. Samples were incubated for 5 min in the dark. Chl ¢ fluorescence induction
curves were measured at room temperature with a portable shutter-less apparatus (Plant
Efficiency Analyzer, Hansatech UK) as previously described (Strasser et al. 1993).
Excitation was provided by an array of 6 light emitting diodes delivering 600 W m™ of red
light (peak at 650 nm). Kinetic analysis of the relative variable fluorescence V(1)= (k-
F )/(F-F,) was performed by deconvolution of data collected during the first 2 ms with 10
us resolution. Deconvolution analysis was performed with a non-linear fitting procedure
using commercial software. Data were adjusted to the combination of two components: an
exponentail one V =A, exp[-t/t)] and a sogmoidal one V = A,/1+exp{-(1-C)/13]. where A,

and A, are the relative amplitudes of each component, 7 and 1, represent their respective



rate constants and C is the relative connectivity between different PSII units. The goodness
of fit was evaluated by the random distribution of residuals. In all cases the difference
between the predicted and the observed areas below the induction curves were smaller than

0.2%.



Results and discussion

Effect of tricolorin A on proton uptake and ATP synthesis

Tricolorin A inhibited ATP synthesis and proton uptake with a similar potency (Fig. 2). The
Is, for ATP synthesis (10 pM) and proton uptake (12 uM) were one order of magnitude
greater than that observed for electron flow and collapse of ApH (see below).
Photophosphorylation can be affected by inhibition of either the redox chain or the H-
ATPase complex or by uncoupling. To elucidate the mode of action of tricolorin A on
photosynthesis, its effect on electron flow (basal. phosphorvlating and uncoupled) was
studied. The results (Fig. 3) showed that wicolorin A (660 nM) enhanced basal and
phosphorylating electron transport from water 10 MV 1o 270% and 126%, respectively.
However, at low concentrations (< 1 pd) this maqolactone had no effect on uncoupled
electron transport (6 mA NH,Cl) (not shown). This behavior of tricolorin A is similar to
that exhibited by classical uncouplers. The Uy, values (the concentration of tricolorin A
required for 50% enhancement) for basal and phosphorylating electron flows were 330 and
340 nM, respectively. These results suggested that tricolorin A could act as a
photophosphorylation uncoupler in spinach chloroplasts.

The uncoupling ability of tricolorin A was further supported by its effect on the pH gradient
across thylakoid and SMP membranes (Fig. 4). The active range of tricolorin A
concentration was essentially identical to that observed for stimulation of electron flow.

Mitchell suggested that uncouplers were proton translocators with a pK in the range 3-7. i.e.



weak acids that increase the membrane proton permeability and collapse the proton
electrochemical gradient by shuttling protons across thylakoid membranes (Mitchell 1961).
Since tricolorin A does not have dissociable groups with acid or basic properties in the
traditional pK range, it can not be a protonophoric uncoupler. Therefore, it might be acting

through a different mechanism.

Effect of tricolorin A on I\Ig2+-ATPase activity
Tricolorin A activated Mg:_-ATPase in chloroplasts, increasing its activity up to 220% at

1.2

uM; ammonium chioride or carbonylevanide-p-trifiuoromethoxyphenyl-hydrazone
(FCCP) stimulated the }.-Ig:--ATPase activity to a similar degree (Tab. 1). These results

supported the uncoupling property of tricolorin A at low concentrations.

Effect of high concentrations of tricolorin A on the Hill reaction

At concentrations above those employed during uncoupling assays, tricolorin A inhibited
the redox chain (Fig. 2). Inhibition occurred at the Qg level as compound 1 did not aftect
the electron flow of photosystem I, measured from DCIPH, to MV. and from water to
SiMo, but inhibited uncoupled photosystem 11 electron transport from water to DCPIP. The
maximal inhibition of electron transport was obtained at 20 pM. The concentration for
commercial herbicides such as DCMU (5, = 0.14 pAM) and atrazine (I, = 0.04 pAf) are one
to two order of magnitude lower than those obtained for tricolorin A (Ip = 5 pM) (Tischer

and Strotmann 1977). The site of inhibition of this natural glycolipid is the same as that of
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the ureas, s-triazines, uracils, triazinones, pyridazinones and biscarbamates (Mets and Thiel
1989). Therefore, tricolorin A affects photophosphorylation . at high concentrations. by
inhibiting electron flow at the Qg level and, at low concentrations. by inducing a collapse of
the proton gradient.

Recently, it was demonstrated that sorgoleone. a p-benzoquinone form of a dihydroquinone
isolated as the phytotoxic principle of the root exudates from Sorghum bicolor, is an
effective inhibitor of photosynthetic O, evolution (Gonzilez et al. 1997). This activity
shown by sorgoleone is higher than the one observed by our tested compound 1. The
magnitude of the uncoupling of photophosphorylation displayed by tricolorin A (Uso = 0.33
pAf) was in the same order of potency as the inhibitory effect induced by sorgoleone (I5; =
0.1 uM). Moreover. it has been shown that sorgoleone binds to the same Qg niche of the D,
protein as commercial herbicides atrazine. DCMU or bromoxynil (Gonzélez et al. 1997},
Such mechanism of action is not obvious for tricolorin A since its glycolipidic structure is

quite different to sorgoleone.

Chlorophyll ¢ fluorescence studies

Isolated spinach chloroplasts showed a polyphasic fluorescence curve with OJIP sequence
of transients similar to that previously described for green plants, green algae and
cyanobacteria (Schreiber et al. 1986, Walker 1987. Gentv et al. 1989, Srivastava et al.
1995) (Fig. 5A). The OJIP sequence represents the successive reduction of the electron

acceptor pools of PSII (Govindjee 1995). Addition of DCMU, a well-known inhibitor of the



electron flow between Q, and Qg, results in the formation of an 0OJ sequence (Fig. 3A).
This is due to the accumulation of Q4 resulting in the complete closure of PSII reaction
centers during the first 2 ms of the induction curve. In the absence of DCMU. chloroplasts
required 900 ms to close all PSII reaction centers.

An increase in relative variable fluorescence yield as a function of tricolorin A
concentrations was indicative of a loss in Q,  re-oxidation capacity. Comparison of the
fluorescence induction curves of chloroplasts incubated with DCMU with those obtained
from chloroplasts exposed to different concentrations of tricolorin A clearly showed
remarkable similarities (Fig. 3B). Consistent with the inhibition of electron transport.
thylakoids exposed to different concentrations of tricolorin A showed a significant
concentration-dependent reduction in their relative Q 4 re-oxidation capacity (Fig. 6). These
data indicated that the target site of tricolorin A was located in the acceptor side of PSII at
the Qg binding site.

Analysis of the changes in relative variable fluorescence vield. during the first 2 ms of the
induction curve, provided a detailed description of the kinetic responses of PSII to different
inhibitors. The rise of variable fluorescence V(1) in control chloroplasts required two
components to be accurately described. A fast sigmoidal component with time constant of
approximately 0.1 ms” and a slow exponential one with time constant around 0.4 ms”’
(Tab. 2). Comparative kinetic analysis of the relative fluorescence during the first 2 ms of
the induction curves of control and DCMU-incubated chloraplasts revealed that the rapid

accumulation of Q,” in thylakoids with acceptor side inactivation, resulted from increases
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in the amplitude of both exponential and sigmoidal components with no significant changes
in their respective rate constants (Tab. 2). Very similar results were obtained from
chloroplasts incubated with tricolorin A. Exposure to increasing concentrations of tricolorin
A resulted in higher fluorescence yields at 2 ms relative to control chioroplasts. These
increases were the result of increments in the relative amplitude of the sigmoidal and
exponential components and not associated to changes in their respective rate constants
(Tab. 2).

PSII heterogeneity has been interpreted as the result of the presence of two populations of
PSII with different optical cross-section and connectivities (Melis et al. 1983): these two
populations also have different distributions in the thylakoid membranes. As shown in Tab.
2. the connectivity of the sigmoidal component has been lost with the increase in tricolorin
A concentration. The connectivity parameter is related to the probability of an exciton to be
transferred between different photosynthetic units (Lavergne and Trissi 1995). This result
suggested that tricolorin A interference with thylakoidal membrane might be due to
interaction with D,-protein p.roducing membrane perturbation. as a result of the amphipatic
properties of this oligosaccharide, rather than a specific action at the Jevel of Qg. It could be
speculated that interactions of the hydroxy} groups of the oligosaccharide core of tricolorin
A, via formation of hydrogen bridges, with the hydrophilic region of the membrane lipids
might facilitate the subsequent incorporation of the highly lipophilic cyclic part of the
molecule into the thylakoidal membrane. Obviously, further investigation is required to

demonstrate the detailed mode of action.



Effects of tricoloric acid (2) and its methyl ester derivative (3) on ATP-synthesis and
electron flow

To investigate the possible contribution of the macrocyclic lactone-type structure of
tricolorin A to the uncoupling and/or inhibition of electron transport, two derivatives of
tricolorin A, namely tricoloric acid (2) and its methyl ester (3) (Fig. 1) were prepared and
further evaluated as possible inhibitors of ATP synthesis and electron transport. Both
derivatives behaved as weaker uncouplers and inhibitors than tricolorin A at the same range
of concentration (not shown). Tricolorin A (1) was two times more active than the methyvl
ester of tricoloric acid (3) and displaved a potency ten times greater than its associated
glycosidic acid (2). These data suggested that the macrocyclic structure of tricolorin A was
essential for maximal uncoupling and inhibitory activities. Therefore. tricolorin A acts as
non-protonophoric uncoupler probably by interfering directly with the thylakoidal
membrane. This conclusion is supported by the value of the partition coefficient determined
for this natural product (log P= 0.91), which confers to this molecule a moderate lipophilic

character probably needed to reach the D,-protein target.



Conclusions

Tricolorin A, the major phytogrowth inhibitor present in the resins of Jpomoea tricolor Cav.
(Convolvulaceae), is a potent natural uncoupler of photophosphorylation. This glvcolipid
also behaves as a strong inhibitor of the electron transport between Q, and Qp at the
acceptor side of PSII. Chl a fluorescence measurements confirmed that tricolorin A blacks
electron transport at the Qp site. The target and the concentration of tricolorin A needed to
achieve total inhibition of the electron transport were similar to those exhibited by the well-
known herbicide DCMU. These results suggest that the individual constituents of the resin
glycoside mixture display a significant role in the allelopathic effect of Jpomoea iricolor.
Therefore, tricolorin A could be selected as a suitable lead for development as an effective
herbicide and/or for the design of new biodegradable agents with agrochemical
applications. However, further investigations are needed to fully understand the mechanism

of action of the resin glycosides of the morning-glory famuly.
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Tab. 2. Comparative kinetic analysis of the first 2 ms of the chlorophyll a fluorescence induction

curves of samples with inhibition of the Q, to Q;; electron transfer compared with controls.

Treatment

Component

Sigmoidal Exponential

Amplitude  Rate costant  Connectivity Amplitude  Rate constant V (2ms)

(relative)  (ms™) (relative) (ms™)

Tricolorin A

M) 0 0.1706 0.0863 0.2377 0.3907 0.4253  0.5613
0.6 0.2492 0.0912 0.2084 0.3529 0.4418  0.6221
20 0.3237 0.0884 0.1855 0.3553 0.4788  0.7009
100 0.3497 0.0967 0.1490 0.4439 0.5214  0.8134
DCMU 0.4823 0.0989 0.1131 0.4732 0.5308  0.9446




Figure legends

Fig. 1. Chemical structures of tricolorin A (1). tricoloric acid (2) and tricoloric acid methyl
ester (3).

Fig. 2. Effect of increasing concentrations of tricolorin A on ATP synthesis (). proton
uptake (0) and uncoupled partial reaction (DCPIPH, to MV) of photosystem I (4). from
water to DCPIP (M), and from water to SiMo (@). Control values for ATP synthesis and H'-
uptake were 350 and 280 pumol mg Chl' 1", respectively. Control values for the electron
flows of PSI (from DCPIPH, to MV in the presence of DCMU). from water to DCPIP and
from water to SiMo were 630. 720 and 380 pequiv. ¢ mg Chl™' h''. respectively. 5 maf of
NH,C1 was used to uncouple basal electron transport. Each point represents the mean of 4
determinations.

Fig. 3. Noncyclic electron transport [basal (), phosphorylating (0)] from water to
methylviologen at different concentrations of tricolorin A. Control values for basal and
phosphorylating electron transport were 320 and 520 pegquiv. & mg Chl’ n', respectively.

Fig. 4. Quenching of the cocktail fluorescence (ACMA and 9AA) with the increase of

chloroplastic ApH (m) (ApH range 0.8-1) and illuminated thylakoids (0) (ApH range 1.9-2).
ATP was added as a substrate to generate ApH for the experiment with SMP and thylakoids at

low ApH values. Details of the experiment are described in Materials and methods.
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Fig. 5. A. Fluorescence induction curves of samples with (10 pM) and without DCMU. B.
Chlorophyll fluorescence induction curves of controls (with and without DCMU) and
samples exposed 1o different concentrations of tricolorin A (0.6-100 pM).

Figure 6. Q. re-oxidation capacity (relative) of thylakoids as function of increasing

concentrations of tricolorin A.
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VIIL DISCUSION

Para la investigacion del efecto de los metabolitos secundarios sobre los
procesos fotosintéticos, en primer lugar se analizé la actividad de dichos
compuestos sobre la fotofosforilacion. Posteriormente, considerando que estos
productos naturales inhibieron de manera significativa la sintesis de ATP, se
procedi6 a dilucidar el mecanismo de inhibicién. Cabe mencionar que los
compuestos que inhiben la fotofosforilacién, lo pueden hacer por mecanismos de
desacoplamiento, interferiendo con la transduccién de energia o bien afectando la
reaccion de Hill (Trebs, 1972; Moreland, 1980; Ort, 1986). Para discriminar entre
estas fres posibilidades se evaluoé el efecto de diferentes concentraciones de los
compuestos sobre los transportes de electrones basal, fosforilante y desacoplado.
Posteriormente, se interpreté el mecanismo de accién y se procedit a caracterizar
el sitio o la enzima redox de la cadena transportadora de electrones que fue
afectada por los compuestos evaluados. Para los compuestos que resultaron
inhibidores del FS II (lado donador o aceptor) se procedio a un estudio cinético
de la inhibicién mediante el empleo de la técnica de la fluorescencia de la
clorofila a del centro de reaccion del FS 1.

Con la finalidad de establecer la relacién entre la estructura de los
compuestos y la actividad biolégica, se hicieron las reacciones quimicas
apropiadas para la derivatizacion de las moléculas bajo estudio y se evalué su

efecto sobre los procesos fotosintéticos.



La discusion de los resultados obtenidos se presenta a continuacién. Cabe
mencionar que en esta seccién, los resultados se discuten por efecto de cada

compuesto sobre las actividades fotosintéticas investigadas.

8.1. EFECTO DE LA 7-OXO-7-DEACETOXIGEDUNINA SOBRE LA

ATPasa DEL CLOROPLASTO.

Los limonoides GD y OGD se obtuvieron de las semillas de Guarea
grandiflora (Meliaceae). En el caso de GD, la identificacién se realizé por
comparacion de sus constantes fisicas y espectroscopicas (IR y RMN 'H) con las
de una muestra auténtica (Toscano ef al., 1996). La OGD se caracterizé por un
analisis de rayos X. En el Apéndice IIlI se ilustra la estructura del producto
natural. La OGD demostré una actividad inhibitoria, a la concentracion de 300
uM, sobre la sintesis de ATP y el transporte de electrones fosforilante en un 88 y
83%, respectivamente. Los transportes de electrones basal y desacoplado no
fueron afectados por dicho compuesto, lo que indic6 que la OGD inhibe la
fotofosforilacion mediante una interferencia directa con la ATPasa al igual que el
compuesto natural 5-O-p-D-galactopiranosil-7-metoxi,3’,4’-dihidroxi-4-
fenilcumarina (Calera ef al., 1995a). La OGD es menos potente como inhibidor de
la sintesis de ATP que la 4-fenilcumarina debido a que su Isp (concentracidén que
produce el 50% de inhibicién) fue de 134 pM en contraste con 80 uM de la

fenilcumarina. El comportamiento de ambos productos naturales, como
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inhibidores de la transferencia de energia, es similar al de las zizifinas A y B, las

amfibinas C y D, la florizina y el DCCD entre otros (Izawa et al. 1966; Gould 1978;

Ravizzini et al., 1977). En la tabla 1 se indican algunos inhibidores sintéticos y

naturales de la ATPasa cloroplastica.

Tabla 1. Algunos inhibidores sintéticos y naturales de la ATPasa cloroplastica.

INHIBIDOR RANGO DE SUBUNIDAD REFERENCIA
CONCENTRACIO DE
N INTERFERENCIA
Vanadato 0.5 mM CH Carmeli et al. 1992
Florizina <2mM CFy Winget et al. 1969
Dio-9 3.5 pg/ml CF, McCarty ef al. 1965
Tentoxina <2 uM CF1 Hu et al. 1993
DCCD 10-20 uM CFo McCarty & Racker
1968
Trifenilestafio <1uM CFo Gould 1978
Zizifina A 80 uM - Ravizzini ef al. 1977
Zizifina B 60 pM - Ravizzini et al. 1977
Amfibina C 237 uM - Ravizzini ef al. 1977
Amfibina D 120 yM - Ravizzini ef al. 1977
4-fenilcumarina 150-200 uM CFo Calera et al. 1995
OGD 100-150 pM CFo Trabajo No 2
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El grupo 7-oxo de la molécula de OGD es de gran importancia para su
actividad inhibidora debido a que la gedunina, que posee en la posicion C-7 un
grupo o acetoxi, fue menos potente que la OGD en todas las actividades
fotosintéticas estudiadas. La OGD y la GD no demostraron un efecto notable
sobre la Mg2*-ATPasa unida a la membrana ni sobre la Ca?"-ATPasa, activada
por calor, del CFi parcialmente purificado. El nortriterpenoide OGD interfiere a
nivel de CFp en virtud de que en los tilacoides depletados de CFj, el compuesto
restaurd la captacion de H* de los tilacoides. Esta prueba permite comprobar que
la OGD interacciona con el CFp (O'Keefe & Dilley 1976). El mismo
comportamiento se ha demostrado para el DCCD, trifenilestafio y la 5-O-p-D-
galactopiranosil-7-metoxi,3’,4’-dihidroxi—-’-l—fenilcumarina (Calera et al., 1995;
Gould, 1976; McCarty & Racker, 1967). La experimentacion realizada en el
presente trabajo sobre la restauracién de la captacion de protones permitio
comprobar que el efecto aditivo del OGD y la 4-fenilcumarina fue mayor que
aquel de la ODG y el DCCD (Trabajo 1; Figura 5). Cabe mencionar que las
concentraciones usadas en este experimento con todos los inhibidores fueron
sub-efectivas. Este hecho nos llevé a investigar, mediante el enfoque cinético, la
manera en que estos inhibidores actian a nivel de CFo. El empleo de la técnica de
cinética de doble inhibicion del CFo para realizar los estudios de competencia

entre la OGD y el DCCD y la 4-fenilcumarina, indicé que la OGD vy la 4-
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fenilcumarina tienen una cinética competitiva de inhibicion. Esto se hizo evidente
en virtud de que las curvas describen un sistema de inhibicion cooperativa
(aditiva) no-competitiva por dos diferentes inhibidores. Las gréaficas de Dixon
(Trabajo 1, Figura Al y A2) muestran que la unién del DCCD a los tilacoides no
tiene efecto alguno sobre la unién de la OGD, debido a que las curvas tienen
interseccién sobre el eje horizontal (Segel, 1993). Por otro lado, la OGD y la 4-
fenilcumarina competieron por el sitio de uniéon en CFo. Las curvas
correspondientes a este ultimo experimento (Trabajo 1, Figura 6B1, B2) tienen su
interseccién por debajo del eje horizontal, lo que indica que este inhibidor
interfiere con la unién del otro (Segel, 1993). En sintesis, estos resultados sugieren
que los sitios de union de la OGD y del DCCD son diferentes. Por otro lado, los
resultados de la cinética de inhibicién observada en el experimento con la 4-
fenilcumarina y el DCCD reforzaron los datos anteriores, debido a que estos
compuestos no compitieron entre si (Trabajo 1; Figura 6C1 y C2). Los datos del
estudio cinético de unién con CFy fueron apoyados por los valores de los
coeficientes de particion encontrados en el sistema n-octanol/agua de los
compuestos naturales OGD (Log P= 0.91; este trabajo) y la 4-fenilcumarina (Log P
= 0.85; Calera et al., 1995).

Con la finalidad de determinar la naturaleza de la unién de la OGD a CFo, se
utilizé el procedimiento de lavado de las membranas tilacoidales (Gould, 1978).
Los resultados revelaron una disminucion de la restauracion del ApH, lo cual es

consistente con una unién no-covalente de la OGD con CFo. Ademas, la
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incubacién con OGD de los tilacoides depletados de CFi, ya lavados tres veces,
indujo una restauracién mayor de la captacién de protones (311%) (Trabajo 1,
Tabla 2). Estos resultados demuestran calaramente que la union de la OGD con el
CFq es similar al del trifenilestafio (Gould, 1978). Los resultados encontrados del
efecto de la OGD y la GD nos permiten concluir que estos dos compuestos
podrian ser ttiles para el estudio de un posible nuevo sitio de union a nivel del

CFp diferente al sitio conocido para el DCCD en la subunidad I1I.

8.2. EFECTO DEL ODORATOL SOBRE EL LADO DONADOR DEL
FOTOSISTEMA II.

El protolimonoide odoratol inhibié la sintesis de ATP y la captacion de
protones en un 96% y 89.9%, respectivamente (Trabajo 2; Figura 1). Este
comportamiento se debi6 a que el compuesto es inhibidor de la reaccion de Hill.
Su sitio de accion fue localizado a nivel del lado donador del FS II. Esto fue
demostrado en virtud de que el odoratol no afecté el flujo de electrones a través
del FS 1, ni del DCP al DCPIP en cloroplastos lavados con Tris (0.8 M). Mientras
que el compuesto natural inhibi6 el flujo de electrones del FS Il de agua a DCPIP
y de agua a SiMo (o a DAD) (Trabajo 2; Figura 2). En la tabla 1, se compara el
efecto inhibitorio del odoratol con varios tratamientos e inhibidores del lado
donador del FS 11.

Por otro lado, se usé la técnica de la fluorescencia de la clorofila a para
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comprobar por otros procedimientos los datos de la inhibicion del lado donador

del FS 1I inducida por el odoratol. Los datos obtenidos confirman de manera

contundente que el odoratol interacciona con el lado donador del FS I Lo

anterior se comprobé dado que los patrones de la emision de la fluorescencia en

presencia del odoratol fueron idénticos a aquellos obtenidos con Tris y la

hidroxilamina, inhibidores clasicos de la enzima de la fotélisis de agua (Trabajo 2;

Figura 4).

Tabla 2. Inhibidores sintéticos y naturales de Ia Enzima de la Fotélisis de Agua.

TRATAMIENTO O RANGO DE REFERENCIA
COMPUESTO CONCENTRACION
INHIBIDOR
Deprivacién de Ca?* - Miyao & Murata; 1984
Lavado con Tris 0.8-1M Yamashita & Butler; 1968
Hidroxilamina 20-50 uM Izawa & Good; 1972
Hsu; 1993
Cacalol 30-100 pM Lotina-Hennsen ¢t al., 1991
Ivalina >2mM Bernal-Morales ef al., 1994
Odoratol 150 uM Trabajo No 1

La deconvolucion de las curvas obtenidas

en presencia del odoratol

demuestra que este tratamiento matemético presenta un componente sigmoidal y
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dos componentes exponenciales (Trabajo 2; Tabla 2). Se observé claramente que
al igual que la hidroxilamina y el Tris, el odoratol indujo un aumento rapido de
la emisiéon de la fluorescencia, correspondiente al evento “K” seguido por un
apagamiento. Este comportamiento se explico por la aparicién de Pssa®, un
eficiente apagador de la emision de la fluorescencia. Cinéticamente, se observd
una disminucién de la constante de velocidad del componente exponencial, lo
que explica la rapida disminucién de la fluorescencia después del evento “K”.
Con el fin de establecer la relacién estructura-actividad, se sintetizaron dos
derivados del odoratol: el triacetil odoratol y el aceténido del odoratol. El triacetil
odoratol se obtuvo por tratamiento del producto natural con el anhidrido acético
y piridina. El aceténido se generd por reaccion del compuesto con acetona en
medio acido. Las estructuras de los derivados se confirmaron mediante métodos
espectroscopicos, incluyendo la RMN 'H (Apéndice II), los cuales resultaron
idénticos a los previamente descritos en la literatura (Chan et al, 1968). Los
resultados de las evaluaciones biologicas demostraron la importancia del diol en
la posicion 23/24 debido a que el triacetil odoratol asi como el acetéonido del
odoratol fueron muy poco activos como inhibidores del lado donador del FS II
(Trabajo 2; Tabla 1).

La enzima dé la fotolisis de agua se inhibe por varios tratamientos entre los
cuales destacan la eliminacion de los cofactores de la enzima (Ca>* y/o Cl)
(Ghanotakis et al., 1984) y los tratamientos con Tris, hidroxilamina o metilamina

(Izawa & Good, 1972). El comportamiento del odoratol fue parecido al de los
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compuestos naturales cacalol e ivalina (Lotina-Hennsen et al., 1991; Bernal-
Morales ef al., 1994). Las concentraciones Iso calculadas para el cacalol y la ivalina
son de 30 pM y 2.8 mM, respectivamente, mientras que el Iso calculado para el
odoratol fue de 36 pM. Hasta el momento solamente se conocen estos productos
naturales como inhibidores de la enzima de la fotélisis de agua (Tabla 2). El
estudio detallado de los mecanismos de inhibicién por estos productos naturales

proporcionaria mas informacién sobre el funcionamiento de la enzima.

8.3. EFECTO DE LA TRICOLORINA A SOBRE EL LADO
ACEPTOR DEL FOTOSISTEMA 1I.

Para caracterizar la actividad v los mecanismos de accién a nivel
bioquimico de la tricolorina A, se utilizaron las técnicas de potenciometria y
oximetria sobre el metabolismo energético de los cloroplastos. Los resultados
derivados del estudio polarografico demuestran que la tricolorina A tiene dos
efectos dependientes de su concentracién. A bajas concentraciones (< 2 M) este
producto natural acttia como desacoplante debido a que a concentraciones
nanomolares indujo un aumento en las velocidades de los transportes de
electrones basal (270%) y fosforilante (126%) (Trabajo 3; Figura 3). Mientras que el
flujo de electrones desacoplado no se afecté. Este comportamiento de la
tricolorina A es similar al efecto observado para los desacoplantes clasicos. Este

efecto desacoplante fue comprobado a través de los resultados obtenidos cuando
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se estudi6 el ApH transmembranal en los tilacoides y en las particulas
submitocondriales en presencia de la tricolorina A. El rango de concentracién de
la tricolorina A para disipar el ApH fue el mismo que aquel requerido para la
estimulacion del flujo de electrones (Trabajo 3; Figura 4). En virtud de que la
tricolorina A no tiene grupos disociables en el rango de pH 5-7, lo cual constituye
un requerimiento para los desacoplantes que actitan de acuerdo al mecanismo de
“Shuttling of protons” a través de la membrana (Mitchell, 1961), por lo que el
mecanismo de accién de este compuesto es diferente.

La tricolorina A estimulé la hidrélisis de ATP medido mediante la actividad de la
Mg?*-ATPasa hasta un 221% a 1.2 pM al igual de los agentes desacoplantes
clasicos NH4Cl y el FCCP (Trabajo 3; Tabla 1).

A concentraciones mayores a 2 uM, la tricolorina A ocasioné un efecto inhibitorio
en la cadena de transporte de electrones del cloroplasto similar al que presentan
varios desacoplantes, solo que el sitio de interferencia de este compuesto es
diferente y se localizé6 entre Qa y Qs (Trabajo 3; Figura 2). El efecto y la
concentracién de la tricolorina A requerida para la observacién del mismo son
similares a los de varios herbicidas comerciales tales como el DCMU, ureas, s-
triazinas, uracilos, trazinonas, piridazinonas y biscarbamatos (Mets & Thiel,
1989). En recientes trabajos se demostré que la sorgoleona, que podria
considerarse un anilogo de la p-benzoquinona de la dihidroquinona inhibe el

desprendimiento del oxigeno en cloroplastos (Gonzalez ef al., 1997). El blanco de
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la sorgoleona se localizé a nivel del FSII y los diferentes estudios permitieron
demostrar que la quinona natural compite con Qg por su sitio de union a la
proteina D1 Del FS II. Este comportamiento es similar al observado para la
atrazina, el DCMU o el bromoxinil (Gonzalez et al., 1997). Este mecanismo de
accion, sin embargo, no es obvio para la tricolorina A debido a que su estructura
glicolipidica es diferente a la de la sorgoleona. En la tabla 3 se indican algunos

inhibidores del FS 11, cuyo sitio de interferencia se localiza entre Qa y Qs.

Tabla 3. Algunos inhibidores del FS II el sitio de inhibiciéon entre Qa y Qs.

INHIBIDOR RANGO DE REFERENCIA
CONCENTRACION
Acridonas 10-5-107 M Qettmeier ef al. 1992
Xantonas 10-5-10¢ M QOettmeier ef al. 1992
Naftoquinonas 104104 M Oettmeier ef al. 1992
Benzoquinonas 10410 M Oettmeier et al. 1992
Triazinas 104102 M Tietjen ef al. 1992
Triazinonas 10-3-10¢ M Tietjen ef al. 1992
DCMU 10 M Trebst ef al. 1983
Azidoquinonas 10°M Vermaas ef al. 1983
Sorgoleona 106 M Gonzalez et al. 1997
Tricolorina A 104 M Trabajo No 3

Por otro lado, en la literatura se ha descrito que la fluorescencia de la

clorofila a es una técnica 1til para estudiar herbicidas cuyo blanco de accion se
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localiza a nivel de Qs (segundo aceptor de electrones del FS II) (Srivastava ef al.,
1995; Govindjee, 1995). Con el objeto de corroborar los datos de oximetria y
obtener la informacion correspondiente sobre la cinética de inhibiciéon de la
tricolorina A, se realizé un analisis comparativo de sus efectos a nivel de Qg con
aquellos provocados por el DCMU. Para ello se utilizé6 la técnica de la
fluorescencia de la clorofila a del centro de reaccién del FS II. Esto nos permitié la
obtencion de los parametros cinéticos de dicha inhibicién (Trabajo 3; Tabla 2). El
producto natural demostré de manera inequivoca una interferencia sobre el
transporte de electrones del lado aceptor del FS II entre las quinonas Qa y Qs. Lo
anterior es debido a que se observé un incremento de la fluorescencia relativa y
una acumulacion de Qa-, lo cual fue el resultado del bloqueo del paso de
clectrones entre Qa v Qs (Trabajo 3; Figura 6). Este efecto asi como Ia
concentracion requerida de la tricolorina A son similares al efecto establecido por
el herbicida comercial DCMU.

El analisis de la curvas mediante un tratamiento matematico demostro la
necesidad de usar un componente sigmoidal y dos componentes exponenciales
(Trabajo 3; Tabla 2). El efecto de la tricolorina A sobre estos componentes se
resume a continuacién: se observé un aumento de la amplitud del componente
sigmoidal conforme al aumento de las concentraciones del producto natural, pero
el componente exponencial no sufri6 cambio alguno. La magnitud del efecto
observado es proporcional al aumento de las concentraciones de la tricolorina A,

la cual se interpreta como una acumulacién de la quinona Qa-, impidiendo Ia
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transferencia de electrones hacia Qg. Estos datos apoyan los resultados derivados
del estudio polarografico.

Para cumplir con el objetivo de establecer una relacién estructura-
actividad, se estudi6 el efecto de varios derivados de la tricolorina A: el acido
tricol6rico y el metil éster del acido tricolérico. Los dos derivados presentaron
una débil actividad desacoplante e inhibitoria de la reaccién de Hill comparado
con la tricolorina A. Este tltimo glicolipido fue dos veces mas activo que el metil
éster del acido tricolérico y casi diez veces mas potente que el acido tricolérico.
Estos resultados sugieren que la estructura macrolacténica de la tricolorina A es
de gran importancia para la actividad inhibitoria. Es probable que la tricolorina A
actile como un agente desacoplante no-protonoférico interfiriendo directamente
con la membrana tilacoidal. Esta conclusién es apoyada por los resultados de la
disipacién del ApH y del coeficiente de particion de la molécula en el sistema n-
octanol/agua (Log P = 0.91); lo cual le confiere un carécter ligeramente lipofilico
requerido para alcanzar su sitio de accién en la proteina D1 del FS 11

De manera adicional, se evalud el efecto de las tricolorinas B, C y E
{Apéndice 1V) sobre la fotosintesis. Los resultados obtenidos demostraron que los
tres compuestos son inhibidores del transporte de electrones entre Qa v Qg. Las
tricolorinas B, C y E resultaron menos potentes que la tricolorina A. Asimismo,
las concentraciones efectivas de los tres glicolipidos que causaron la inhibicién

total de la transferencia de electrones fueron de 100 pM. Los estudios de la
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fluorescencia de Ia clorofila a del centro de reaccién del FS II demostraron que a
estos niveles de concentracién de las tricolorinas B, C y E se observa una clara
acumulacion de Qa~. Este hecho demuestra que el sitio de interferencia de los tres
glicolipidos, al igual que la tricolorina A, se localiza en el lado aceptor del FS II.
Estos resultados demuestran que la sustitucién del mba (acido metil butirico)
presente en la molécula de la tricolorina A por el iba (4cido isobutirico)
(tricolorina B) o el nla (4cido nilico) (tricolorina C), ocasiona una pérdida notable
en la actividad inhibitoria.

En conclusién, la tricolorina A, el constituyente mayoritario de las resinas
glicosidicas de Ipomoen tricolor (Convolvulaceae), es un potente desacoplante
natural de la fotofosforilacién. Este aleloquimico actiita, a altas concentraciones
(mayores a 2 pM), como un inhibidor de la transferencia de electrones entre Qa vy
Qs al igual que el herbicida comercial DCMU. Las concentraciones requeridas
para estas actividades de la tricolorina A son comparables con los herbicidas
inhibidores clasicos a nivel de Qg. (Tabla 3). Los resultados demuestran que la
tricolorina A podria ser utilizado como un agente herbicida y/o como un

prototipo estructural con aplicaciones agroquimicas.
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IX. CONCLUSIONES

1. En el presente trabajo se demostr6 que los limonoides y las resinas
glicolipidicas (metabolitos caracteristicos de las las familias Meliaceae y
Concolvulaceae, respectivamente) afectan el proceso de la fotosintesis in vitro a

través de distintos mecanismos de accién

2. La GD y la OGD son inhibidores de la transferencia de energfa. El sitio de
accion de las geduninas es localizado a nivel del CF, de la ATPasa
cloroplastica. El grupo oxo libre en el C-7 es de gran importancia para la

actividad desempefiada por la OGD.

3. El odoratol es un inhibidor de la reaccién de Hill. Su blanco de interferencia en
la cadena de transporte de electrones fue localizado a nivel de la enzima de la
fotélisis de agua. El diol en la posicion 23/24 es esencial para la actividad

inhibidora del odoratol.

4. La tricolorina A demostr6 dos tipos de actividades, mismos que dependen de
la concentracion del compuesto utilizada en los sistemas de ensayo. A bajas
concentraciones (< 2 uM), el compuesto es desacoplante de la fotofosforilacion.
A altas concentraciones (> 2 uM), la tricolorina A es un inhibidor de la cadena

de transporte de electrones a nivel de Qs. El sitio de interferencia de la
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tricolorina A es idéntico al sitio de inhibicién de varios herbicidas comerciales
que afectan la fotosintesis. La estructura macrociclica de este producto natural

es muy importante para esta actividad.

. Los datos de los patrones de fluorescencia de la clorofila a, en cuanto a los
dafios en los lados donador y aceptor del FS II, confirman los resultados

obtenidos por oximetria.

. Los egperimentos in vitro conducidos en la presente investigacion permiten
proponer lo siguiente:

a. El odoratol y la tricolorina A son aleloquimicos cuyas caracteristicas
inhibitorias sobre los procesos fotosintéticos ameritan su desarrollo como
posibles herbicidas “verdes” biodegradables.

b. La OGD constituye una herramienta de investigacién valiosa para el
descubrimiento de nuevos sitios de unién a nivel de CFo.

c. El uso de PEA (Plant Efficiency Analyser) para determinar la fluorescencia
de la clorofila a del centro de reaccion del FS II, es una herramienta
provechosa, informativa y rapida para seleccionar compuestos con posible

actividad herbicida.
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X. PERSPECTIVAS

1. Determinar el sitio de union en el CFo de la OGD empleando la técnica de
marcaje por afinidad. Esto permitird obtener informacién acerca de cual

subunidad del CFo constituye el blanco de accion de la OGD.

2. Investigar la cinética de inhibicion del Complejo de la Fotélisis del Agua por el
odoratol empleando la técnica de la espectroscopia de absorcion. Esto dara
informacién sobre el estado “S” de la enzima que es mas favorecido para la

interaccién con el odoratol.

3. Realizar estudios de competencia de la tricolorina A con inhibidores de la
transferencia de electrones entre Qa y Qs. Esto permitira concluir sobre el modo
de accion del compuesto natural dado que los inhibidores a este nivel de la

cadena interfieren primordialmente mediante el desplazamiento de Qs.

4. Realizar estudios de estructura-actividad de los compuestos naturales similares

a la tricolorina A con el fin de evidenciar mas grupos funcionales de la molécula

involucrados en la actividad observada.
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5. Evaluar la accién del odoratol y de la tricolorina A sobre la fotosintesis in vivo
de hojas completas de plantas agricolas y de malezas. Esto permitira concluir si el

efecto de los compuestos también se observa a nivel de hojas completas.

6. Investigar el posible efecto de los compuestos (odoratol y tricolorina A) sobre

plantulas de especies agricolas y malezas para demostrar la selectividad de estos

compuestos sobre diversas especies vegetales.
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APENDICEI

CURVA ESTANDAR DE APAGAMIENTO DE LA FLUORESCENCIA
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Para calibrar las sefiales de apagamiento de la fluorescencia con un
gradiente transmembranal de pH, se prepararon liposomas de azolectina en
medios amortiguados a diferente pH. Dichos liposomas se suspendieron en un
medio a un pH diferente al del ensayo con el fin de poder cuantificar el

apagamiento de la fluorescencia en funcion del ApH impuesto.

Preparacion de liposomas.
Se us6 una solucion estandar (300 mg/ml) de azolectina, una mezcla de lipidos
de soya en éter. Se tomaron 15 pl de la solucion etérea y se transfirieron a un tubo
Eppendorf de 1.5 ml. A continuacion, se evapord el éter bajo una corriente de
nitrogeno y se agregaron 0.9 ml de la solucién amortiguadora al pH impuesto en
el interior de la vesicula. Se dejé un momento bajo la corriente de nitrégeno. Los
lipidos se resuspendieron en el amortiguador mediante agitacion y cuando la
solucion se volvio turbia se tomo el volumen y se transfirié a un tubo de ensayo
de 11x100 mm. La suspension se sonic6 en un bafio, cuidando de no sumergir
demasiado el tubo. La sonicacién se continu6 hasta que la solucién turbia mostré

una apariencia birrefringente.

Soluciones amortiguadoras,
Se utilizaron las siguientes disoluciones para ajustar el pH dentro de los
liposomas, y son las que se emplearon para la preparacion de liposomas.

Sorbitol 250 mM, MgClz 5 mM, MOPS/BTP 20 mM pHs 7.0, 6.9. 6.8, 6.75 y 6.5
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Sorbitol 250 mM, MgCl> 5 mM, MES/BTP 20 mM pHs 6.25y 6.0
La solucién utilizada para ajustar el pH externo es igual a la usada como medio
de reaccion en los ensayos con los cloroplastos (sorbitol 250 mM, MgCl, 5 mM,

MOPS/BTP 20 mM pH 8.0).

Medicion del apagamiento de la fluorescencin
Este ensayo se realiz6 con el mismo procedimiento que la medicion del ApH, en
presencia de la tricolorina A, descrito en un punto anterior. Se afiadieron al
medio 40 pl de la preparacién de liposomas en experimentos independientes para

cada uno de los pHs impuestos en el interior de los liposomas.
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APENDICE I

ESPECTROS DE RMN 1H, 13C y 13C-DEPT DEL ACETONIDO DEL

ODORATOL
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Espectro 1. Espectro de RMN 'H del acetdnido del odoratol.
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APENDICE III

VISTA ESTEREOSCOPICA DE LA 7-OXO-7-DEACETOXIGEDUNINA
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APENDICE IV

ESTRUCTURAS DE LAS TRICLORINAS B, Cy E
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