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RESUMEN

El acido pelargénico (AP) es un acido graso saturado que puede encontrarse en diversos organismos vegetales y
presenta multiples usos, entre ellos, su uso como herbicida. A pesar de ser una de las primeras moléculas de origen
natural con actividad bioherbicida reconocida, no se conoce su modo de accién sobre el metabolismo vegetal, por lo
que el objetivo de este trabajo es estudiar los efectos del AP sobre el metabolismo de plantulas de la especie modelo
Arabidopsis thaliana. Como resultado,el AP redujo la longitud radicular, aumenté el namero de raices adventicias, y
provocd fendmenos de torsion en las plantulas tratadas. A nivel ultraestructural, el compuesto causé alteraciones en
los microtubulos, asi como alteraciones en la actividad de las proteinas PIN que intervienen en el transporte de la
fitohormona auxina y que sugieren que el AP estaria causando un desajuste hormonal, lo cual se confirmé con un
bioensayo con el antiauxinico PCIB. Para indagar mas sobre la interaccion del AP con las auxinas, se realizaron ensayos
in silico que demostraron que el AP es capaz de interaccionar de forma estable en el tiempo con la proteina PIN1, siendo
la interaccién AP-PIN1 mas estable energéticamente que la interaccién AP-IAA en condiciones intracelulares. Estos
resultados sugieren que el AP actuaria como un compuesto que mimetiza a la auxina, haciendo que la planta reconozca
al AP como un exceso de auxinas, desencadenando todos los efectos observados que resultarian en la inhibicion del
crecimiento, y que permitirian al AP actuar como un bioherbicida.
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ABSTRACT

Pelargonic acid (PA) is a saturated fatty acid that can be found in various plant organisms and has multiple uses,
including herbicidal capacity. Despite being one of the first molecules of natural origin with recognised bioherbicidal
activity, its mode of action on plant metabolism is not known. Therefore, the aim of this work was to study the effects
of PA on the metabolism of seedlings of the model species Arabidopsis thaliana. PA reduced root length, increased the
number of adventitious roots, and caused torsion in the treated seedlings. At the ultrastructural level, the compound
caused alterations in microtubules and alterations in the activity of PIN proteins involved in the transport of the
phytohormone auxin, suggesting that PA is causing a hormonal imbalance, which was confirmed by a bioassay with
the antiauxinic PCIB. To further investigate the interaction of PA with auxins, in silico assays were performed and
showed that PA is able to stably interact with the PIN1 protein, and that the PA-PIN1 interaction is energetically more
stable than the PA-IAA interaction under intracellular conditions. These results suggest that PA would act as an auxin
mimicking compound, causing auxin excess and triggering all the observed effects that would result in plant growth
inhibition, and bioherbicide activity.
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INTRODUCCION

El manejo de las malezas es uno de los principales
problemas de la agricultura, ya que provocan im-
portantes pérdidas econémicas para los agriculto-
res (Dayan et al., 2009). Si bien el uso de herbicidas
quimicos es la soluciéon mas rapida y econdmica,
son altamente contaminantes, y el niumero limi-
tado de dianas moleculares de estos herbicidas
favorece la aparicion de malas hierbas resistentes
(Lépez-Gonzalez et al., 2020). Dada esta situacion,
se estan buscando sustancias de origen natural con
capacidad herbicida, ya que estas poseen una ma-
yor diversidad estructural y pueden presentar mo-
dos de accién novedosos (Duke et al., 2000).

El acido pelargonico (AP) es un acido graso satu-
rado de 9 carbonos cuyo uso como herbicida esta
actualmente autorizado en muchos paises, siendo
un bioherbicida de contacto no selectivo, de esta-
dios tempranos y de aplicacion foliar (Mufioz et al.,
2022). Sin embargo, a pesar de su amplia acepta-
cion, su modo de accion todavia no se conoce con
detalle. Hasta hace unos afios, se pensaba que el
AP actua sobre los lipidos de membrana, desesta-
bilizando la membrana plasmatica y modificando
su estructura, pero segin Lebecque et al. (2019), en
un estudio utilizando simulaciones de dinamica
molecular, el efecto fitotéxico del PA asociado a su
incrustacion en la bicapa lipidica no podria justifi-
carse, ya que no tiene una cadena alquilica lo sufi-
cientemente larga como para causar la desestabili-
zacion lipidica de la membrana.

Por ello, este trabajo tiene como objetivo estudiar
el modo de accion del bioherbicida AP sobre la fi-
siologia vegetal de plantulas de la especie modelo
Arabidopsis thaliana.

MATERIALES Y METODOS

Curva dosis-respuesta

Se esterilizaron semillas de A. thaliana en EtOH al
50% durante 3 min y NaOCl al 0,5% durante otros
3 min y se dejaron en agar al 0,1% durante 72 h en
nevera. Posteriormente, se sembraron 24 semillas
en medio agar vegetal con una mezcla de macro y
micronutrientes y sacarosa al 1% en placas Petri,
con 5 réplicas por tratamiento. El AP se disolvié en
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diferentes concentraciones en el medio (0, 10, 20, 40,
80 y 160 uM). Las placas se colocaron verticalmente
en una camara de crecimiento a 22 °C, 55% hume-
dad y 8 h de luz durante 14 dias. Al final del trata-
miento, se midid la longitud radicular y se calcula-
ron los valores de IC,, e IC,, (concentraciones que
causan el 50 y 80% de inhibicién del crecimiento
radicular, respectivamente) y se observaron de visu
los efectos del AP. Los datos de crecimiento radicu-
lar se analizaron estadisticamente con el programa
SPSS mediante ANOVA con DMS, mientras que pa-
ra el calculo de las IC;; e IC,, se empled el modelo de
regresion con un mayor coeficiente de correlacion.

Anadlisis ultraestructural en raices

Los apices radiculares de plantulas control y trata-
das con la IC,, de AP durante 7 dias se cosecharon
y se introdujeron en tampon cacodilato 0,1 M con
glutaraldehido al 5% durante 4 h a 4 °C. Posterior-
mente, se lavaron con tampodn cacodilato fresco y
se sumergieron en una solucién de acetona al 10%
con acetato de uranilo al 2% durante 1 h y se pasa-
ron a tampodn cacodilato 0,1 M con OsO, durante
3 h. Las muestras se deshidrataron en soluciones
de acetona de concentracion creciente y se afiadio
resina Spurr a 4 °C para finalmente dejarlas po-
limerizar durante 2-3 dias a 60 °C. Se realizaron
cortes ultrafinos (50-70 nm) y se observaron en el
microscopio electronico de transmision.

Bioensayo con PCIB

Dada la morfologia observada en la curva do-
sis-respuesta, se realiz6 un ensayo con la molécula
antiauxinica PCIB (dcido p-clorofenoxisobutirico)
para observar un posible desequilibrio auxinico.
Se sembraron plantulas y se tratatron con las IC,
IC,, e IC,, de AP, 15 uM de PCIB y las combina-
ciones de AP y PCIBTras 14 dias de tratamien-
to se tomaron fotos con la lupa y se comparo su
morfologia.

Ensayo con lineas transgénicas
Para entender més el posible efecto del AP so-

bre las auxinas, se realizé un ensayo con las li-
neas transgénicas GFP de A. thaliana pDR5::GFP



(marca en verde la presencia de auxinas) y
pPINI1::PIN1-GFP (marca en verde la proteina
transportadora de auxinas PIN1). Se sembraron
plantulas de ambas lineas y se trataron con la IC,
de AP. Tras 7 y 14 dias, las raices se observaron al
microscopio confocal y se tomaron imagenes.

Deteccion de microtitbulos

Las raices de plantulas control y tratadas con la IC,
de AP se cosecharon tras 7 y 14 dias de tratamien-
to. Para la deteccién de los microtubulos, se utilizd
un marcaje mediante inmunofluorescencia segun
el método de Holzinger ef al. (2010), y se compard
la distribuciéon y morfologia de los microtibulos
en el control y el tratamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

La curva dosis-respuesta confirmd el efecto fito-
toxico del AP, obteniéndose unos valores de IC,,
e IC,, de 30,4 y 61,6 UM respectivamente. Visual-
mente, se observd que a medida que aumentaba
la concentracion, disminuia la longitud de la raiz,
apareciendo raices adventicias y raices primarias
que se retorcian ligeramente, mientras que no se
observaron efectos relevantes en la parte aérea.
A nivel ultraestructural, las raices tratadas con el
AP mostraron células con paredes irregulares dis-
puestas en zigzag y algunas de ellas inacabadas,
mientras que las paredes eran rectas y continuas
en las plantulas control (Figura 1).

Figura 1 - Imagenes del microscopio electrénico de transmision de raices control (izquierda) y tratadas con AP (derecha) tras
7d de tratamiento.

Docking molecular

Se estudid la interaccion del AP con la proteina
PIN1 y se compar6 con la interacciéon de esta pro-
teina con la auxina natural IAA y con el inhibidor
del transporte auxinico NPA. Los estudios de aco-
plamiento molecular se realizaron con el paque-
te de software de graficos moleculares ICM-Pro
Molsoft versién 3.9-2d. Los ligandos IAA, NPA y
PA se convirtieron a sus estructuras 3D y se bus-
caron sus geometrias conformacionales de menor
energia. Se realizaron simulaciones ciegas de aco-
plamiento flexible ICM entre PIN1At y los ligandos
IAA, NPA y PA utilizando la estructura completa
de la proteina.

Estas alteraciones en la pared junto a la torsién ob-
servada en las raices sugieren un problema a nivel
de los microtubulos, el cual fue confirmado me-
diante inmunofluorescencia. A ambos tiempos, los
microtubulos se observaban bien alineados en las
plantulas control, mientras que en el tratamiento
con AP aparecian desorganizados y en ocasiones
perdian la continuidad que se observaba en el con-
trol (Figura 2).

La presencia de raices adventicias y torsion sugiere
que el compuesto podria estar afectando al balance
de auxinas. Esto se confirmé mediante un ensayo
con el antiauxinico PCIB. Las plantulas que crecie-
ron con la combinacién de PCIB y AP mostraron
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Figura 2 - Imagenes de microtbulos tomadas en el micros-
copio confocal en plantulas control (izquierda) y
tratadas con AP (derecha) tras 7d de tratamiento.

un menor niamero de raices adventicias y no pre-
sentaron torsion, por lo que el PCIB estaria revir-
tiendo los efectos del AP (Figura 3).

Los ensayos con las lineas transgénicas pDR5:GFP
y pPIN1:PIN1-GFP, demostraron como el AP alte-
ra el balance de auxinas, ya que en las plantulas
pDR5::GFP se observd una menor sefial que indica
una menor cantidad de auxinas en el dpice en com-
paracion con el control, viéndose alterado, ademas,
el transporte de auxinas, tal y como se puede ob-
servar en las plantulas de la linea pPIN1:PIN1-GFP,
que mostraron una menor sefial en comparacion
con el control, lo que indica una menor cantidad
de proteinas transportadoras PIN1 (Figura 4).

Los ensayos de docking molecular permitieron co-
nocer el comportamiento del AP en el interior ce-
lular, encontrandose que tanto el IAA y el NPA,
como el AP se unen a la proteina PINI1 en el mis-
mo sitio, siendo el NPA el que presenta mayor afi-
nidad, seguido del AP y por altimo el IAA. Esto
sugiere que tanto AP como IAA compiten por el
sitio de unién en PIN1, haciendo que la planta per-
ciba el AP como una auxina y mimetizando asi su
efecto. Este exceso de auxina es lo que provocaria
cambios en la organizacion de los microtubulos
(True & Shaw, 2016), y cambios en la morfologia de
la raiz, favoreciendo el desarrollo de raices adven-
ticias (Lopez-Gonzalez et al., 2020).

Figura 3 - Imagenes de estereo microscopio de plantulas control (A), IC,, AP (B), IC4, AP (C), PCIB (D), IC,, AP + PCIB (E) y IC,,
+ PCIB (F) tras 14d de tratamiento.

136 Revista de Ciéncias Agrdrias, 2024, 47(1): 133-138



Figura 4 - Iméagenes de microscopio confocal de plantulas de las lineas transgénicas pDR5::GFP y pPIN1::PIN1-GFP control y

tratadas con AP tras 7 d de tratamiento.

CONCLUSIONES

Podemos concluir que el AP es un compuesto na-
tural que podria actuar como imitador del TAA.
Esta aplicacion exogena de “auxina” seria la res-
ponsable de las alteraciones observadas causadas
por un cambio en el transporte de auxinas, lo que
induce la inhibicién radicular y finalmente la de-
tencion total del crecimiento radicular.
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