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RESUMEN.

EL 2-METIL-BENCIMIDA20LCARBAMATO §5 CONOCIDO COMERCIALMENTE COMO CARDENDAZIN G MBC,
SE UTILIZ0 COMO LIGANTE Y SE HI20 REACCIONAR CON LAS SALES O Cu*, Ni*' v Co*’, ASI SE SINTETIZARON LOS
COMPUESTOS DE COORDINACION [Cu(MBC)(CN,C00),IH,0], [Co(MBC),CL,]K,0, [NI(MBC)(CH,600),)2H,0,
[NI(MBC)CL2(H30)2), [NI(MBE)2(NOs)2]2H20 ¥ [Co(MBC),CL,/2H,0. POSTERIORMENTE 5§ CARACTERIZARON
ANALITICA ¥ ESPECTROSCOPICAMENTE, TANTO LOS COMPUESTOS OBTENIDOS COMO §L COMPUESTO ORIGINAL
(MBC). LOS RESULTADOS OBTENIDOS INDICAN QUE S§ LOGRARON DETERMINAR LAS ESTRUCTURAS DF TIPO
OCTACORICAS PARA LOS COMPUESTOS DE NIQUEL PENTACOORDINADA PARA EL COMPUESTO DE COBRE Y
TETRAEDRICAS PARA LOS DE CORALTO. EL COMPUESTO [Co(MB6),6L,/2H,0 ¥ EL MBC SE OBTUVIERON EN FORMA
CRISTALINA Y S& DEFINEN CON GRAN PRECISION LAS ESTRUCTURAS, ANGULOS Y DISTANCIAS INTERATOMICAS
POR MEDIO DEL ESTUDIO POR DIFRACCION DF RAYOS-X
CON OBJETO DE MACER UN ESTUDIO DF (AS RELACIONES DE ESTRUCTURA-ACTIVIDAD OF LOS
COMPUESTOS MENCIONADOS, COMO POSIBLES NERBICIDAS: SE EVALUG SU ERECTO SOBRE ALGUNAS ACTIVIDADES
OE LA FOTOSINTESIS, (USANDO CLOROPLASTOS AISLADOS DE HOJAS DF ESPINACA), TALES COMO TRANSPORTE DE
ELECTRONES DESACOPLADO, BASAL Y FOSFORILADO; SINTESIS DE ATP O FOTOPOSFORILACION, CAPTACIGN DE
PROTONES ¥ ACTIVIDAD DE M@*2-ATPASA; ENCONTRANDO QUE EL LIGANTE MBC SE COMPORTO COMO
DESACOPLANTE NO CLASICO DE MANERA SIMILAR A LA QUE PRESENTA EL COMPUESTO DE COORDINACION
[NIMBC)(CN,£00),]2H,0. EL COMPUESTO DE COORDINACION [CU(MBC)(CN,C00):H,0] PRESENTA UNA ACTIVIDAD
DESACOPLANTE MAS INTENSA. §L COMPUESTO COORDINADO DE MBC CON COBALYO [Co(MBC),CL,/2H,0 ADEMAS
DE COMPORTARSE COMO DESACOPLANTE NO CLASICO, PRESENTO ERECTO INNIBITORIO DEBIL DF LA REACCION DE
HILL.
SE NICIFRON ENSAYOS CON EL MBC Y SUS COMPUESTOS DF COORDINACION SINTETIZADOS,
SOBRE EL EFECTO EN LA GERMINACION Y EN LA RESPIRACION DE SEMILLAS DE MALEIAS DF HOJA ANCHA ¥ DF
HOJA ANGOSTA, ASi COMO SOBRE ORAMINEAS DE USO AORICOLA DF NOJA ANCHA ¥ ANGOSTA. LOS RESULTADOS
ENCONTRADOS INDICAN QUE SE COMPORTAN GCOMO DESACOPLANTES DE LA RESPIRACION SOBRE SEMILLAS OF
TRITICUM VYLOARE ASi COMO AWYSHLAS INOARPA ; EN TANTO QUE SON INNIBIDORES DESACOPLANTES EN
SEMILLAS DE MALEZAS (SWOROUM MILEPENSE Y G455 OUTSLNNAL) Y BN LA OTRMINACION DE SEMILLAS
TODOS LOS COMPUESTOS S§ COMPORTAN COMO INNISIDORES, DEPENDIENDO DE LAS CONCENTRACIONES D CADA
COMPUESTO ASI COMO DEL TIEMPO DE EXPOSICION SOBRE CADA T/PO DE STMILLA.
EN LAS PRUNBAS /W VIR REALIZADAS BN HOJAS DE PLANTULAS TANTO DE ORAMINEAS DE NOJA ANCHA
Y HOJA ANGOSTA, ASI COMO SOBRE MALEZAS, SE REPORTAN LOS DIFERENTE EFECTOS ENCONTRADOS OF LA
APLICACION OF LOS DIFERENTES COMPUESTOS USADOS EN VARIAS CONCENTRACIONES; ¥ LOS RESULTADOS SE
REPORTAN CON LAS FOTOORAKIAS TOMADAS PARA PLANTAS CONTROL ¥ LAS ASPERSADAS CON LOS COMPUESTOS.
FINALMENTE SE CORRELACIONARON LAS ACTIVIDADES DETERMINADAS CON LAS ESTRUCTURAS DF LOS
COMPUESTOS CON EL OBJETO DF RELACIONARLAS CON LA POSTBLE ACTIVIDAD NERBICIDA DE LOS COMPUESTOS,
ENCONTRANDO :

A) EXISTE UNA RELACION ENTRE LAS ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS Y LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS
MISMOS, EL COMPUESTO TETRAEORICO [Co(MBC),CL,/2H,0 FUE &L QUE MOSTRO MAYOR ACTIVIDAD,
ESPECIALMENTE SOBRE SOBRE LAS MALEIAS TANTO EN OERMINACION COMO EN RESPIRACION Y EN
FOTOSINTESIS, CON LO QUE SE PUEDE DECIR QUE LA ESTRUCTURA TETRARORICA PERMITE QUE L COMPUESTO
AFECTE CON MAYOR FACILIDAD A LOS SISTEMAS BIOLOGICOS UTILIZADOS BN BSTA TESIS, EN COMPARACION CON
LAS ESTRUCTURAS OCTAEODRICAS ¥ PENTACORDINADA, AUNQUE LA DIFERENCIA NO &S SIONIFICATIVA EN CIERTOS
CASOS.

8) SE OBSERVA UNA SELECTIVIOAD PARA PROPONER SU USO CON POSIBILIDAD HERBICIDA PARA PLANTAS DE
HOJA ANCHA, EN VIRTUD DE QUE EN LAS PLANTAS DE HOJA ANGOSTA NO SE AFECTAN, UTILIZANDOSE EN
TRATAMIENTOS DE POST-EMERGENCIA, , SE PROPONE EL ORDEN SIGUIENTE:

[Co(MBC),CL,12H,0 > [Cu(MBE)(CN,C00),H,0] > [Ni (MBC)(CH,600),]12H,0 >MBC

C) OTRO TIPO DE USO QUE SE SUGIERE ES EN TRATAMIENTOS EN PRE-EMERGENCIA PARA USARSE EN TODO TIPO
DE MALE2AS (HOJA ANCHA Y HOJA ANGOSTA), CON POSIBILIDAD NERBICIDA, EN EL SIGUIENTE ORDEN:
[CO(MBC),CL,)2NH,0 > [NI(MBC)(CH,000),]2M,0> [Cu(MBC)(CH,CO0), H,0] >MBC



CAPITULO |

INTRODUCCION:

Segun estudios de la *FAO (Food Agriculture Organization) (Organizacion
para la Agricultura y Alimentacion) de la ONU, una décima parte de la poblacion
mundial permanece en situacion extrema de desnutricion y hambre, mientras
que en paises desarrollados hay excedentes de alimentos (Ashton y Crafts,
1973; Trebst y Draber, 1978). De acuerdo a lo reportado se pueden identificar
43 paises (asiaticos, africanos y de América del Sur principaimente) con
necesidades prioritarias en alimentos.

El aumento en la poblacion mundial genera necesidades alimentarias
proporcionales que plantea problemas basicos de aumento en la productividad
agricola. Asi, el hombre para satisfacer sus necesidades de alimentacion,
cultiva frijol, maiz, verduras, frutas, etc. Sin embargo, por la accion de diferentes
factores ( insectos, nematodos, roedores, malezas, etc.), se pierde anualmente
una tercera parte de |a produccion mundial de alimentos, durante el cultivo, la
recoleccion y el almacenamiento, pero en los paises en vias de desarrolio como
los de Africa, la India y América latina, las pérdidas son del 40%. En la
agricultura mexicana la situacion es similar al promedio mundial y se calcula
entre un 25 y 30% (Walton, 1988).

Uno de los factores que mas afectan a los cultivos son las malezas, mismas
que compiten por el agua, luz y nutrientes. Para combatir a las malezas ha sido
indipensable el uso de herbicidas, por ello se explica que constituyen el 43%
del total de los pesticidas que se consumen a nivel mundial (Pimentel, 1991).

Etimologicamente la palabra herbicida se compone de los vocablos herbi:
hierba, vegetal; y cida: matar, muerte. En sentido amplio un herbicida es todo
compuesto quimico que inhibe total o parcialmente el crecimiento de malezas;
una maleza es una planta que crece donde no se desea o0 una planta fuera de
lugar. También se considera maleza a la planta de ciclo corto que prospera en
diversos medios ambientales y produce un gran numero de semillas por planta,
lo que le confiere gran capacidad de colonizacion y de invasion gracias a su
efectiva estrategia de reproduccion (Perez-Garcia y Cols., 1995).

Al inicio de 1940 los agricultores de muchos paises desarrollaron costosas
estrategias de control de malezas como el mecanico, a partir de entonces se
inicio la investigacion y desarrollo de nuevos herbicidas con mayor efectividad
para el control de malezas.

Se utilizan cuatro métodos basicos de control de malezas: (1) medidas
preventivas, (2) rotacion de cultivos, (3) control biologico y (4) control quimico.
Siendo este ultimo el método mas usado, hasta el momento, para combatir las
malezas, lo que hace necesario el uso de herbicidas, los cuales deben ser
activos contra la maleza y debe tener efectos minimos en plantas utiles o en
otras formas de vida, es decir , no debe de ser toxica, se debe poder manejar
adecuadamente y ser estable en muchas condiciones de suelo y clima (Waiton,
1988).
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En 1940 fué importante el uso de las auxinas como el 2,4-D [acido 24-
diclorofendxi acético], lo que originé el estudio de hormonas vegetales asi como
las modificaciones fisiologicas que producen estas hormonas cuando actuan
como herbicidas (Martmann y Cols,, 1988). Los herbicidas se clasifican como
selectivos 0 no selectivos. Por ejemplo el 2,4-D es un herbicida selectivo para
plantas de hoja ancha. Rociado en un campo de trigo, puede matar las malezas
de hoja ancha, tales como el diente de leon o la mostaza silvestre, pero no mata
pastos o trigos. Los herbicidas no selectivos, tales como compuestos
aromaticos matan toda la vegetacion sobre la que son aplicados (Martmann y
Cols., 1988).

Los herbicidas también pueden clasificarse (Martmann y Cols., 1988) de
acuerdo al tiempo de aplicacion en relacion al ciclo de crecimiento de las
malezas o del cultivo, como sigue:

Tratamientos de pre-plantacion. El herbicida se incorpora en el suelo antes
de plantar la cosecha. Las plantas de cultivo deben ser tolerantes al herbicida.
La accion del herbicida en las malezas puede afectar a la planta, interfiriendo
con varios procesos como podria ser la supresion de la division celular, etc.

Tratamientos de pre-emergencia. Los herbicidas son aplicados en la
superficie del suelo después de la plantacion pero antes de que broten las
plantulas de la maleza, del cultivo o de ambas. Como la germinacion de
semillas y el estado de plantula es una etapa débil en el ciclo de vida anual de
la planta, los tratamientos de pre-plantacion y pre-emergencia son
frecuentemente los mas usados ya que son muy especificos y se requiere muy
poca cantidad de herbicida por area.

Tratamiento de post-emergencia. E| tratamiento del cultivo con el herbicida se
sigue después de |la emergencia de las plantulas del cultivo, de las malezas o
de ambas. A veces, |a aplicacion es post-emergente para las plantas de cultivo
pero de pre-emergencia para las malezas (Walton, 1988).

El sitio o blanco de accion de muchos herbicidas radica en la inhibicion
de la fotosintesis, o bien en biosintesis de microtibulos o en la biosintesis de
carotenos. Otros herbicidas causan la inhibicion de algunas enzimas de vias
metabolicas (Albores-Velazco y Cols.,, 1986). El 50% de los herbicidas
comerciales inhiben la fotosintesis y presentan una baja toxicidad en
mamiferos; la mayoria actia bloqueando la enzima Oxido-reductora(Qg)
(inhibidores de la reaccion de Hill) (Rice, 1984; Draber y Fedtke, 1978) ,
mientras que otros lo hacen como aceptores de electrones en el lado reductor
del fotosistema |, o como desacoplantes de la fotofosfonlamon o inhibidores de
la transduccion de energia (inhibidores de la H -ATPasa) (Draber y Fedtke,
1978).



FOTOSINTESIS.

La fotosintesis es la conversion de la energia de la luz solar a energia
quimica. Esta reaccion fotoquimica se realiza en plantas y cianobacterias
fotosintéticas; en las que a partir del bioxido de carbono atmosférico, agua y
compuestos inorganicos, se sintetizan los carbohidratos con la consecuente
liberacion de oxigeno. La fotosintesis se puede separar en dos fases: la fase
luminosa y la fase obscura; la primera es la captacion de la energia luminosa por
moléculas fotorreceptoras convirtiéndola a energia quimica en forma de NADPH,
ATP y la liberacion de O5 por fotolisis del agua y se lleva a cabo en las membranas
tilacoidales del cloroplasto. En la segunda fase, la fase oscura, se utilizan el
NADPH y el ATP para reducir el CO2 y transformario principaimente en
carbohidratos (glucosa, celulosa y almidon) por medio de una reaccion catalizada
por la enzima fijadora de éste, ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa, la que adiciona
CO7 a laribulosa 1,5-bifosfato, para formar dos moléculas de 3-fosfoglicerato; esto
es en plantas tipo C3 y en plantas tipo C4 también se puede utilizar la enzima
PEPcarboxilasa (fosfoenol piruvato carboxilasa), y se realiza en el estroma del
cloroplasto (Hiller y Goodchild, 1981; Govindjee, L y Govindjee, R., 1974; Hauska,
1977, Hill y Bendall, 1960).

Los cloroplastos son el sitio fotosintético de las plantas superiores. Estos
organelos son de forma globular o elipsoidal, su tamano oscila de 1 a 10 micras de
longitud (figura 1.1); estan rodeados de una doble membrana, la membrana interna
es permeable, continua y contiene el estroma; el cual posee DNA, ribosomas,
plastoglobulos, aminoacidos, nucledtidos, acidos organicos, carbohidratos, iones y
aproximadamente 200 tipos de proteinas, (Hiller y Goodchild, 1981).

En el interior del estroma hay una serie de vesiculas 0 sacos membranosos
llamados tilacoides, los cuales se acumulan en pilas; este conjunto se denomina
grana (figura 1.1). Las grana estan interconectadas por membranas llamadas
interlamelas. La membrana tilacoidal contiene 50% de proteinas (lipoproteinas),
40% de fosfolipidos (glicolipidos y 10% de clorofilas (Ellis, 1989).

El presente estudio se realizo en la fase luminosa de la fotosintesis, por lo
que se detalla a continuacion.
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FASE LUMINOSA DE LA FOTOSINTESIS.

En las plantas superiores, Ia luz es absorbida por pigmentos que forman el
complejo antena que incluyen los complejos cosechadores de luz (LHCP) que
estan formados por clorofilas y proteinas, y los carotenoides. Ademas de estos
pigmentos, en algas y cianobacterias existen las ficobilinas. En ambos tipos de
organismos los cuantos de luz son transferidos a centros de reaccion
fitoquimica. (Armstrong, 1989 y Ken-ichiro y Cols., 1986).

La clorofila es el pigmento fotosintético principal, su estructura basica es la
de una unidad tetrapirrolica coordinada por el ion magnesio y una cadena
lateral hidrofobica de fitol (unido a los pirroles), que embebe la molécula de
clorofila en la region hidrofbica de la membrana tilacoidal donde interacciona
con fosfolipidos. Existen dos tipos de clorofilas denominadas a y b (figura 1.2),
que unicamente se diferencian por un sustituyente metilo o un aldehido en el
anillo pirrélico I, respectivamente. Cuando una molécula de clorofila b absorbe
luz, Ia molécula excitada transfiere su energia a una molécula de clorofila a que
la transforma en energia quimica (Lehninger y Cols., 1993).

Ademas de las clorofilas, los cloroplastos contienen otras sustancias que
son denominados pigmentos accsesorios secundarios porque su absorcion de
luz complementa la accion de la clorofila. Estos incluyen los carotenoides (el f3-
caroteno es el mas importante) y las ficobilinas en cianobacterias (Voet y Voet,
1990).

oM,

CH, CH, M

Figura 1.2. Estructura de la clorofila, donde se sustituye a Y en el anillo Il por CHz y CHO para
la clorofila a y b respectivamente.

Los centros de reaccion contienen moléculas de clorofila formando
generaimente dimeros unidos a proteina. Cuando una molécula de clorofila
absorbe un cuanto de luz, eleva su energia y desplaza uno de sus electrones a
un nivel energético mayor. La molécula puede disipar esa energia por diferentes
mecanismos, entre los mas importantes se encuentran los siguientes:
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1) La transferencia de su energia a otra molécula de clorofila cuando su
electron excitado cae al estado basal, la energia se utiliza para elevar un
electron de una molécula vecina al estado excitado, los fotones absorbidos
pasan de una molécula a otra hasta que alcanzan a los pigmentos de los centros
de reaccion.

2) La molécula de clorofila excitada puede regresar a su estado basal
realizando trabajo en una reaccion quimica que generalmente involucra la
pérdida de un electron de la molécula de pigmento. La clorofila de los centros de
reaccion disipa su energia de ésta forma (Anderson y Beardall, 1991). Existen
dos centros de reaccion en las plantas superiores, P680 y P700 (P=pigmento,
700 y 680 es la longitud de onda en nm a la que absorbe este pigmento), para el
fotosistema Il (FSHI) y el fotosistema | (FSI), respectivamente (Armstrong, 1989;
Hoober, 1984; Lehninger y Cols., 1993).

Los fotosistemas se encuentran constituidos por proteinas que son enzimas
redox acarreadoras de electrones, pigmentos antena y un centro de reaccion. La
pérdida de un electron en la clorofila deja una carga neta positiva, que atrae un
electron proveniente de alguna molécula donadora. En el fotosistema Il los
electrones provienen de la oxidacion del agua, mientras que en el fotosistema |
la donadora de electrones es la plastocianina reducida.

TRANSPORTE DE ELECTRONES.

Los electrones son inducidos a fluir de la molécula de agua al NADP' (figura
1.3), este se reduce a NADPH en el cloroplasto, consecuentemente hay un
desprendimiento de oxigeno por la oxidacion del agua. Todas las células de
plantas y algas fotosintéticas contienen un fotosistema | y un fotosistema Il. En
cada fotosistema se encuentra el complejo antena que transmite la energia
luminosa ( Trebst, 1972). Los conjuntos pigmentarios de ambos fotosistemas se
encuentran en las membranas de tilacoides. Las proteinas y lipidos de ellas
estan asociadas a proteinas periféricas.

Las enzimas redox estan ordenadas de acuerdo con sus potenciales
estandar de oxido-reduccién, desde el potencial estandar electropositivo del
sistema agua-oxigeno (c°= +0.82 volts) al potencial negativo del par NADPH-
NADP* (¢°= -0.32 volts). El transporte de un par de electrones del donador
activado por la luz a un aceptor primario de electrones actia en contra de un
potencial electroquimico de 1.2 volts; este potencial es vencido por la energia de
la radiacion electromagnética (luz).

El fotosistema Il media el transporte de electrones de agua a plastoquinona
(PQ), en el que intervienen cinco transportadores redox (Anderson, 1986;
Golbeck y Cols., 1977). Como primer paso el HpO actia como donador

electronico ( Trebst, 1972), el cual reduce a un complejo con cuatro atomos de
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manganeso al Pggo+(pigmento antena de la clorofila a y el [-caroteno
componentes del Pggo+), éste dona un electron cuando esta reducido y al ser
excitado por la absorcion de un cuanto de luz cuando el complejo (fotoenzima)
que fotoliza el agua recibe cuatro cuantos de luz y despues de cuatro
fotoeventos, los electrones llegan por via feofitina al aceptor primario Qa que es
una quinona y después los electrones son donados al sistema Qg que es el
punto de union-herbicida (Anderson, 1986; Mitchell, 1977), conocido como
aceptor secundario del FS I, que tiene como cofactor a una quinona tipo Pp
unido a un complejo formado por cuatro atomas de Mn*3, un Ca'? y dos CI” asi
como Y, La trampa o centro de reaccion Pggo+ que absorbe luz esta localizado
entre el donador primario Z ( King, 1993) y el aceptor primario Qp (Golbeck,
1977). Los electrones viajan por la membrana y llegan a la siguiente molécula
acarreadora de electrones (figura 1.3) que es la plastoquinona PQ; de esta se
transfieren al complejo Citocromo bgff. el cual oxida la plastoquinona, reduce a la

plastocianina y cataliza el ciclo PQ.
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Figura 1.3. Esquema Z (lzawa, 1977) representa el transporte de electrones. Las
flechas verticales mas largas indican fotoexcitacion y las cortas indican
transporte de electrones.

Complejo Citocromo bgl/f. Es esencial para el transporte de electrones
fotosintético, contiene al Citocromo f, Citocromo bgg3 vy el centro Fe-S (Hurt y
Haauska, 1981). La plastocianina es el siguiente aceptor-donador de electrones,
contiene cobre en su sitio activo, que reduce a P7gg+ en P7gq en el fotosistema
| (Armstrong, 1989).



Fotosistema I. El flujo de electrones va del aceptor P7gg a NADP*, P700
es una sulfoferroproteina al igual que FA, FB y FD (ferredoxina) que reduce al
NADP*, catalizada por ferredoxina-NADP-oxidorreductasa. Lo anterior es parte
del transporte de electrones no ciclico, donde los electrones fluyen de H20 a
NADPH (Danks y Cols., 1983). A1 es un pigmento que se une a P7gq que
contiene clorofila a y f}-caroteno (Anderson, 1986). Existe otro transporte de
electrones que es ciclico, en el fotosistema | (figura 2). Esto se detecta debido a
que en cloroplastos aislados se presenta la fosforilacion de ADP a ATP en
ausencia de cualquier donador o aceptor adicional de electrones y sin
acumulacion del aceptor final de electrones el NADP y sin participar fotosistema
Il ( Armstrong, 1989; Lehninger y Cols,, 1993).

La funcién del tilacoide consiste en regular mecanismos durante el
crecimiento; también tiene un papel importante en la integracion de complejos de
antena; el tilacoide y el estroma tienen una interaccion importante; la luz es el
factor ambiental en el cloroplasto que causa una variacion en la biosintesis de
NADPH y ATP que incluyen la asimilacion de carbono.

La produccion de NADPH+H" por el transporte de electrones de H20 a
NADPH en el exterior de |la membrana tilacoide se genera un gradiente de pH y
un potencial eléctrico que activa la H*-ATPasa para sintetizar al ATP. La
oxidacion de agua y la PQH> reestablece el sistema ya que la H*-ATPasa utiliza
el gradiente electroquimico para la sintesis de ATP (Armstrong, 1989; Lehninger
y Cols., 1993). Cuando se trabaja con cloroplastos intactos se utiliza
metilviologeno como aceptor artificial de electrones debido a que durante el
proceso de su obtencién, la ferredoxina y el NADP* se desprenden; el
metilviologeno oxidado acepta un par de electrones y de protones. Esta bien
establecido que el transporte de electrones esta acoplado a la fosforilacion, por
lo tanto se sugiere que el cambio de pH de la fase acuosa interna del tilacoide
activa la fotofosforilacion (Ort, 1976).

H*-ATPasa (CF,-CF1). Es la enzima principal en la transduccion de energia
en los tilacoides, utiliza el gradiente electroquimico generado durante el
transporte de electrones para sintetizar ATP, cuando cumple con esta funcion se
le llama ATPsintetasa, ésta enzima esta compuesta de polipéptidos y se
encuentra en la lamela estromal (Giaquinta y Dilley, 1975). Su sitio catalitico esta
en CFq de 400 KD en la superficie externa de los tilacoides en cloroplastos y
éste esta compuesto de subunidades polipeptidicas de diferente peso molecular
o, B, 8, v, & en lasubunidad B esta el sitio catalitico donde se hidroliza el ATP,
y o es el sitio regulatorio; el resto de la enzima es un canal de protones CFg
constituido de proteinas hidrofobicas que estan inmersas en la membrana, cuya
funcion es transportar protones del interior de los tilacoides al sitio catalitico de
la enzima; se ha propuesto que consta de 4 polipéptidos |, II, lll, IV (Alt y Cols.,
1983; Peia y Lotina, 1989; Pick y Racker, 1979, Beckers y Cols., 1992).

A un pH optimo se induce la actividad de H*-ATPasa por iluminacion del
cloroplasto y es por reduccion (protonacion) y oxidacion (desprotonacion) de
9



residuos de la misma formando puentes disulfuros de la subunidad y a -SH. CF4
es |a parte de la enzima que esta latente en a actividad de ATPasa (hidrolisis de
ATP) en la oscuridad; parece haber diferentes mecanismos de activacion de la
H*-ATPasa, se sugiere que el estroma contiene factores endogenos que
intervienen en la activacion-inactivacion de H*-ATPasa(Mills y Cols., 1980), y
por energizacion de la membrana genera un flujo de protones de adentro hacia
afuera del tilacoide; Mgz+ y Ca2+ también activan al CF4 de la H*-ATPasa. La
formacion del potencial a través de la membrana es el primer paso durante la
activacion del complejo CFp-CF4, y segundo es un cambio conformacional en
CF4 induciendo la reduccion del puente disulfuro e incrementando asi la
permeabilidad a los protones (Weiss y McCarty, 1977). La sintesis de ATP a
partir de ADP y Pi utilizando la energia generada por el transporte de electrones
depende de la luz y con la activacion de la enzima se activa la hidrolisis de ATP
en la obscuridad (Nicholls y Ferguson, 1982).

+
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Figura 2. Representacion de la cadena fotosintética ( Molecular Cell Biology.
Darnell y Cols.,1990).

COMPUESTOS QUE AFECTAN LAS REACCIONES LUMINOSAS DE LA
FOTOSINTESIS.

Efecto de los herbicidas en las reacciones luminosas de la fotosintesis.
Este efecto se mide por el desprendimiento de oxigeno, observando la inhibicion

o la activacion, evaluado en una suspension de cloroplastos aislados y bajo
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iluminacién con aceptores de electrones artificiales o el natural readicionado ya.
que se pierde durante el aislamiento de los cloroplastos (Trebs, 1972). La accion
de los herbicidas que afectan la fotosintesis en los cloroplastos se clasifican de
la siguiente manera (Moreland, 1980):

1) Inhibidores del tranporte de electrones (Inhibidores de la reaccion de
Hill 6 inhibidores del flujo de electrones en la enzima redox Q).

Son compuestos que inhiben el transporte de electrones en presencia o en
ausencia de ADP y Pi o bien en presencia de NH,Cl como desacoplante, asi
como la sintesis de ATP al afectar a uno o mas intermediarios de la cadena
fotosintética, por ejemplo: tris [tris( hidroximetil)aminometano) actGa a nivel de la
fotdlisis del agua; DCMU [3-(3,4- diclorofenil)-1,1-dimetil urea) inhibe entre Qx y
Qs; KCN (cianuro de potasio) ejerce su efecto sobre la captacion de protones
(PC), DBMIB (dibromometilisopropil -p- benzoquinona ), actia sobre PQ; DSPD
(disalicilidén - propano - diamina) ejerce su efecto en el complejo ferredoxina,
etc. (lzawa, 1973; Izawa y Ort, 1974; Trebst y Avron, 1977, Astier y Cols., 1984).
Los herbicidas inhiben principalmente la enzima redox Qg que se encuentra en
el fotosistema Il, evitando asi el transporte de electrones de H,O->NADP*,
inhiben el transporte de electrones en condiciones basal, fosforilante y
desacoplado, por lo tanto no hay formacién del gradiente de H* ni sintesis de
ATP (Izawa y Good, 1972; MaCarty, 1977; Moreland, 1980).

2) Desacoplantes.

Son compuestos que eliminan el acoplamiento que existe entre el transporte
de electrones y la fosforilacion; no afectan el transporte de electrones pero no se
efectua la sintesis de ATP, debido a que disipan el gradiente electroquimico de
protones. De acuerdo a la hipétesis quimiosmotica, los desacoplantes son acidos
o bases débiles y lipofilicos que colapsan el potencial electroquimico de
protones al transferirlos de un lado a otro de la membrana transductora de
energia, estos son conocidos como protondforos (Terada, 1990). Algunos
ejemplos de desacoplantes son: DNP (dinitrofenol), el cloruro de amonio, el SF
6847 (3,5-di-ter -butil-4-hidroxibencilidén-malonitrilo), el FCCP (carbonil cianuro
p -trifluorometoxifenilhidrazona), el CCCP  (carbonil  cianuro  3-
clorofenilhidrazona), etc. (Crofts, 1966; Yoshikawa y Cols., 1980; Terada, 1981).

Los colorantes tri-S-C, y tri-S-C; y el complejo (o-fenantrolina),-Cu®’

(cationicos e hidrofobicos) son compuestos que no tienen un grupo acido y que
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inducen desacoplamiento. Son menos potentes que los protonoforos, actuan a
concentraciones muy altas y requieren la presencia de Pi en el medio (Terada y
Cols., 1985). Shinohara y Terada (1987) reportaron que estos compuestos
modifican una proteina de KD presente en la ATPasa de H' de la mitocondria en
higado de rata.

3) Inhibidor de la transferencia de energia.

Estos compuestos actuan directamente sobre la enzima que se encarga de
llevar a cabo la fotofosforilacion de ADP al interferir con la actividad catalitica de
CF, 0 de CF, 6 de ambos. Esta inhibicion no tiene efecto sobre el transporte de
electrones basal y desacoplado, ni sobre la magnitud del gradiente de protones.

Algunos ejemplos son:

Dio-9, DCCD, N-etiimaleimida (NEM), florizina y trifenilestafio, entre otros
(McCarthy y Racker, 1965; Gould, 1976; lzawa y Good, 1983; Vermeglio y Cols.,
1984).

4) Aceptores de electrones.

Son los compuestos que compiten por los electrones con algunos
intermediarios (enzimas redox) de |la cadena del transporte de electrones para
reducirse, aceptan electrones como el paraquat o metilviologeno (Moreland,
1980). Los aceptores de electrones pueden ser utilizados para estudiar
reacciones parciales de la fotosintesis, como el ferricianuro de potasio, el
paraquat y la fenazina-metosulfato, etc. (Mahler y Cordes, 1966).

GERMINACION DE SEMILLAS:

El proceso de germinacion se lleva a cabo cuando las semillas no se
encuentran en el periodo de Latencia (etapa de descanso para la semilla, la cual
se ve afectada por temperatura, humedad, oxigeno, iluminacion, presencia de
inhibidores, cubierta impermeable o mecanicamente resistente, embriones
inmaduros, etc.).



La germinacion (Bewley y Black, 1994) se inicia con la captacién de agua
por la semilla (Imbibicion) y finaliza con el inicio de la elongacion del eje
embrionario, normaimente en la radicula. La germinacion incluye numerosos
eventos, como son hidratacion de proteinas y membranas y cambios
estructurales subcelulares, respiracion, sintesis macromolecular y elongacion
celular; se manifiesta al cambiar un embrion en estado de reposo a embrion
metabdlicamente activo mediante un aumento de tamafo. Para que una semilla
germine debe contar con un ambiente favorable que incluye abastecimiento
adecuado de agua, temperatura adecuada, composicion de gases (proporcion
02/ CO2) en la atmosfera y luz para ciertas semillas.

El paso inicial de la germinacion es la imbibicion, o sea la cantidad total
de agua que la semilla capta, esta cantidad de agua puede ser de 2 a 3 veces el
peso seco de la semilla. Después de la germinacion, el embrion da origen al
crecimiento de la plantula, que involucra el establecimiento de la raiz y tallo, el
evento consume gran cantidad de agua. Mientras las semillas empiezan a tomar
agua, hay una liberacion de coloides por gases adsorbidos que escapan
rapidamente al medio circundante y que contiene azucares, acidos organicos,
iones, aminoacidos y proteinas.

La fuente de las sustancias intracelulares es la capa exterior de los
cotiledones, que se hincha en minutos con la penetracion de agua.

RESPIRACION DE SEMILLAS:

La respiracion es la funcion fisiologica por la que la célula oxida
sustancias con la consiguiente liberacion de energia, la cual es utilizada para
realizar diversos trabajos metabolicos, segun el tipo de organismo. Los factores
que la modifican pueden ser: la luz, que induce un aumento en la intensidad
respiratoria, la hidratacion del protoplasma, puesto que las semillas secas casi
no respiran, pero en cuanto se hidratan empiezan a oxidar material energeético; el
factor mas importante es la temperatura (Rojas y Rovalo, 1984).

El consumo de oxigeno en la respiracion de algunos embriones de
semillas, difiere del oxigeno almacenado en el tejido. Se considera que la
respiracion involucra tres o cuatro fases (Derek y Black, 1994).

FASE |. Ocurre un agudo y rapido incremento en el consumo de oxigeno, que
puede atribuirse a la activacion y a la hidratacion de las células y de las enzimas
mitocondriales involucradas en el ciclo del dcido citrico y la cadena
transportadora de electrones. Durante esta fase, la respiracion se incrementa
linealmente con el grado de hidratacion del tejido.

FASE |l. Se caracteriza por una estabilizacion o retraso del consumo de oxigeno,
ya que el nivel de O, se incrementa muy lentamente o bién llega a un punto

donde permanece estable. Se completa la hidratacion de las partes de la semilla
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y todas las enzimas preexistentes son activadas. Posiblemente hay un pequefio
incremento en los niveles de enzimas que intervienen en la respiracion o bién en
el numero de mitocondrias disponibles durante esta fase. El retraso de la
respiracion durante esta fase en algunas semillas, puede ser por |a membrana
que la cubre o bien porque las estructuras circundantes limitan el nivel de O en
el embrion imbibido, o el almacenado en el tejido, primero temporalmente en
condiciones anaerdbicas. Otra posible razén del retraso es que la activacion de
la via de la glucolisis durante la germinacion es mas rapida que el desarrollo de
la mitocondria. Esto puede llevar a la acumulacion de piruvato debido a la
diferencia en el ciclo del acido citrico o de la cadena de transporte de electrones,
por lo tanto , algunos piruvatos pueden ser desviados temporalmente a la via
fermentativa que no requiere O, . Entre la fase Il y la fase lll la radicula del
embrion penetra en las estructuras circundantes.

FASE Ill. Se caracteriza por un incremento en el consumo de O, que se puede
atribuir a un incremento en la actividad respiratoria de mitocondrias y enzimas
recientemente sintetizadas de las células proliferativas del crecimiento axial.
También se incrementa el nimero de mitocondrias almacenadas en el tejido
muchas veces en asociacion con la movilizacion de reservas.

FASE IV. Solo ocurre en reservas de tejido y coincide con su envejecimiento
seguido por la reducion de las reservas acumuladas. La duracion de las fases | a
IV varia en cada especie de acuerdo con las diferencias en la velocidad de -
imbibicion, permeabilidad al O, de la membrana y velocidades metabolicas.
Ademas la aereacion de las fases puede variar considerablemente con las
condiciones del ambiente, principalmente con la temperatura (Derek y Black,
1994).



CAPITULO NI
JUSTIFICACION Y ANTECEDENTES:

Los criterios recientes para el uso de biocidas, exigen el uso de
compuestos mas eficientes, biodegradables, entre los que se encuentran los
herbicidas de baja toxicidad y que no inducen resistencia en las malezas
(Pimentel, 1991). En el disefio y busqueda de nuevos herbicidas con estos
criterios, son necesarios estudios basicos dirigidos a la caracterizacion de
compuestos que afectan a la fotosintesis, in vitro e in vivo, con el objeto de
identificar las propiedades quimicas y estructurales de los compuestos
responsables de esta actividad. Debido a que el cloroplasto es caracteristico de
algas y plantas, cuyos componentes enzimaticos no se encuentran en otros
organismos de la escala evolutiva, este organelo es utilizado como modelo
biologico para disefio, sintesis y caracterizacion de compuestos que afectan a la
fotosintesis.

Se sabe que en las plantas, los iones metalicos de transicion son
esenciales, para el transporte de electrones, por ejemplo en reacciones de oxido-
reduccion (Huges, 1987), actividades enzimaticas, etc. El estudio de la
interaccion de iones metalicos con metabolitos, enzimas y compuestos bioactivos
es importante ya que se sabe que ciertos metabolitos participan (Barba-Behrens
y Cols., 1993) en la regulacion de vias metabdlicas y que algunos iones
metalicos de transicion son esenciales para la catalisis enzimatica , como es el
caso de las enzimas redox de los cloroplastos que intervienen en |a reaccion de
Hill de la fotosintesis (Huges, 1987), ademas los iones son capaces de formar
compuestos de coordinacion con los sustratos de enzimas y/o proteina que
modifican, interfieren o amplifican su actividad, (Barba-Behrens, 1993).

A la fecha no se sabe si en la accion herbicida de los compuestos
organicos sintéticos actuan solos o pueden interactuar o formar compuestos de
coordinacion con los iones metalicos que se encuentran en las células. Por ello
resulta interesante el estudio de la interaccion de sustancias herbicidas con
estos iones metalicos y su influencia en la actividad herbicida y en la inhibicion
de fotosintesis, con el objeto de entender su mecanismo de accion. En la
literatura, se han reportado compuestos de coordinacion con iones metalicos que
poseen actividad biocida (Pressman, 1973 ; Janardhan y Cols., 1985). Sin
embargo se requiere profundizar en el estudio de los mecanismos de accion de
las substancias con propiedades herbicidas.
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En un protocolo de caracterizacion de herbicidas que afectan el
metabolismo energético de la planta, se requiere estudiar el efecto de los
compuestos en germinacion y en la respiracion de semillas, asi como su efecto
en las hojas de plantas agricolas y en malezas (fotosintesis in vivo) y en
cloroplastos aislados, donde se estudia la fotosintesis in vitro.

Para conocer el mecanismo de accion de los compuestos de coordinacion
se requiere la seleccion de un compuesto que pueda funcionar como ligante, en
éste caso el 2-Metil bencimidazol carbamato (Daudse, 1974), conocido como
MBC y comercialmente como Carbendazim (figura 3.1), el cual resulta tener una
actividad bioldgica importante, no sélo como fungicida probado sobre el
crecimiento de Aspergillus nidulans, también se ha reportado como antimitotico
ya que produce modificaciones estructurales por mutacion, alterando el cadigo
genético de éste hongo. Probado en Ustilago maydis y Saccharomyces
cerevisiae por Schlag y Sisler (1973), quienes encontraron que MBC tiene efecto
primario sobre la mitosis. También produce inhibicion de la sintesis de DNA y
RNA (Daudse, 1974). Dados estos antecedentes es interesante sintetizar sus
compuestos de coordinacion asi como su caracterizacion espectroscopica y
bioldgica, lo que podria dar informacion en cuanto a las posibles relaciones entre
las estructuras de los compuestos sintetizados con la actividad bioldgica de los
mismos.
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Figura 3.1. Estructura del 2-metil bencimidazol carbamato 6 Carbendazim (MBC).

En el mercado existen varios derivados sustituidos de los bencimidazoles de
uso topico 9 sistémico en el tratamiento de una gran variedad de enfermedades
micdticas, virales, bacterianas, helminticas, también hay derivados de los
bencimidazoles usados como herbicidas que afectan a la fotosintqsis (Barba-
Behrens y Cols., 1993 ; Kriton y Donald, 1980). Los herbicidas del tipo de
bencimidazoles inhiben al fotosistema Il uniéndose a una proteina de peso
molecular de 32-34 KD en la membrana tilacoidal (Ken-ichiro y Cols., 1986). Los
compuestos activos deben poseer ciertas caracteristicas fisicoquimicas que les
permitan llegar al sitio de accion, como son; balance hidrofobico-hidrofilico, una
estructura con reactividad libre 0 que pueda liberarse en el sitio de accion y que
no presente impedimento estérico.



El 2-metil bencimidazol carbamato (figura 3.1) es un derivado
bencimidazélico que tiene la capacidad de formar compuestos de coordinacion
con iones metalicos como el cobalto, cobre y niquel, a través de un nitrégeno del
grupo del bencimidazol 6 bien por el oxigeno del grupo carbamato. Por los
antecedentes mencionados en este trabajo, se sintetizaron y se caracterizaron
compuestos de coordinacion del 2-metil bencimidazol carbamato, estudiandose
sus efectos en las diferentes actividades fotosintéticas como el transporte de
electrones (basal, fosforilante y desacoplado), fotofosforilacion, captacion de
protones, sintesis de ATP y actividad de H*-ATPasa, De los datos obtenidos se
pretende conocer el mecanismo de accion de los compuestos como inhibidores
de la reaccion de Hill, inhibidores de la transduccion de energia o bién como
desacoplantes. Al mismo tiempo se pretende detectar los compuestos mas
activos. También ensayar los compuestos en la germinacion y en la respiracion
de semillas, asi como sobre plantulas in vivo para completar su caracterizacion
con posibilidad herbicida.

OBJETIVOS.
OBJETIVO GENERAL.

El propadsito del presente trabajo fué estudiar la sintesis y caracterizacion de
los compuestos de coordinacion con iones metalicos de transicion (Co™, Cu™y
Ni*?) del 2-metil bencimidazol carbamato (MBC o Carbendazim) para establecer
los efectos hioldgicos en la fotosintesis, respiracion y germinacion de semillas; y
en los ensayos in vivo en hojas de malezas y plantas gramineas representativas
para tratar de encontrar una correlacion entre estructura y actividad.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1.- Sintetizar compuestos de coordinacion del ligante 2-metil bencimidazol
carbamato con sales metalicas de Co™, Cu'? y Ni*? en diferentes proporciones
estequiomeétricas.

2.- Caracterizar los compuestos mencionados, por medio de andlisis elemental,
pruebas de conductividad y meétodos espectroscopicos como infrarrojo,
espectroscopia electronica por reflectancia difusa y cuando se obtengan cristales
por medio de difraccion de rayos-X,



3.- Determinar el efecto del ligante MBC y sus compuestos de coordinacion, en
las actividades fotosintéticas de a)transporte de electrones (basal, desacoplado,
fosforilado), b)fotofosforilacion, c) captacion de protones, d)H'-ATPasa. Para
estudiar el mecanismo de accion de los compuestos mencionados ya sea como:
desacoplantes, inhibidores de la reaccion de Hill 6 inhibidores de la transduccion
de energia.
4.-Determinar el efecto de diferentes concentraciones de los compuestos en
experimentos de post-emergencia en hojas in vivo tanto de plantulas de uso
agricola como de malezas.
5.- Determinar el efecto con diferentes concentraciones de los compuestos en
experimentos de pre-emergencia, sobre los procesos de germinacion y
respiracion de semillas de malezas y semillas de gramineas de uso agricola,
6.- Correlacionar la actividad en los procesos fotosintéticos in vitro e in vivo que
puedan presentar, con las diferentes estructuras de los compuestos de
coordinacion y el ligante (MBC).

HIPOTESIS.

1) Para las sintesis, se propone que los sitios de coordinacion mas
favorecidos para el carbendazim (MBC) serian ( flechas en la figura 3.2) los
nitrogeno imidazodlicos N(1), o N(3), debido a la tautomeria que se presenta en
el anillo imidazolico y el puente de hidrogeno (NH-O); asi como el oxigeno del
grupo carbamato.

o
e

[

Figura 3.2 Estructuras del 2-metil bencimidazol carbamato (MBC) indicando
los posibles sitios de enlace al ion metalico M?",

2) Este ligante asi como los iones metalicos usados en la coordinacion, son
bioactivos cada uno en diferentes organismos, Se espera que los compuestos de
coordinacion sintetizados presenten actividad biologica mayor que la que
presente el ligante, porque los iones metalicos potenciaran su actividad, la cual
sera diferente y propia de los compuestos de coordinacion estudiados, como se
propuso en antecedentes y justificacion.
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CAPITULO Il

PARTE EXPERIMENTAL.

A. MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

Material:

Barras magnéticas.

Espatulas

F‘rascos ambar de 1 It, 2},

Gradillas.

Maltraces aforado de 5, 10, 100 ml, 1 it, 2 It.

Microjeringa Hamilton Syringe cap. 25, 50, 100 ul.

Micropipeta Pipetman Gilson, cap. 20, 200, 1000 pl.

Pipeta de 3 ml.

Pipetas pasteur.

Recipientes para agua y hielo.

Tubos de centrifuga.

Tubos de ensaye Pyrex No. 9825 y No. 9820.

Vasos de precipitado de 10 ml, 100 ml, 2 Its.

Cajas de petri de 5cm y de 10 cm de diametro

Semilleros y vasos de unicel

Papel filtro

Aspersor

Suelo preparado para cultivo.
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EQUIPO:

Agitador Cole-Palmer, Modelo 4803-00.

Balanza Analitica.- Ohaus Analytical Plus. Modelo AP110S.

Balanza Semianalitica.- Ohaus. Modelo GT 2100.

Centrifuga Beckman J-21 con rotor de angulo fijo JA-20

Centrifuga clinica modelo CL-197 A,

Espectrofétometro Beckman modelo DU-650.

Licuadora Osterizer Custom modelo L-21.

Oximetro YSI $300 acoplado a registrador Beckman.

Potenciometro Coring modelo 12 acoplado a registrador Kipp & Zonen BD-40
04/05.

Proyector Refacta AF 1800. Lamp 24V/150W.

Vortex GENIE modelo K-550-G,

Campana de flujo laminar.

incubadora WTC binder a 28, Autoclave clinica.

Espectrofotometros: Varian Cary-5, Nicolet Magna 750, Perkin Elmer 283 y TGA
T8AT.

Reactivos. Todos los reactivos utilizados son de grado 1, grado analitico, grado
reactivo de las marcas Sigma, Aldrich, J.T. Baker y Merck,

Acetona.

Acido ascarbico.

Acido clorhidrico.

EDTA (Acido etilendiaminotetraacetico).

Acido sulfurico.
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COMPUESTOS:

Los compuestos de coordinacion de MBC con sales metalicas utilizados en este
trabajo fueron sintetizados usando el método general de sintesis que se describe en la
pagina 24, y caracterizados analitica y espectroscopicamente y cuando se obtuvieron
cristales se estudiaron por difraccion de rayos-X.

Con los resultados obtenidos se propusieron las siguientes formulas minimas con
sus respectivas geometrias:

COMPUESTO COLOR GEOMETRIA
1) [Cu(MBC)(CH;COO0);H,0] verde seco PENTACOORDINADA
2) [Ni(MBC)(CH;CO0),] 2H,0 verde claro OCTAEDRICA
3) [Ni(MBC)Cl; (H20):) verde limén OCTAEDRICA
4)[Ni(MBC)2(NO3); 12H,0 verde jade OCTAEDRICA
5) [Co(MBC)2Cl;J4H,0 azul claro TETRAEDRICA
6) [Co(MBC);Cl;) 2H,0 azul eléctrico TETRAEDRICA
Tipos de geometrias:

L L
/ L /L
L .
L L
l‘: kS L i i“‘ L

PENTACOORDINADA OCTAEDRICA TETRAEDRICA
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ADP (acido adenosin difosfato).

ATP (acido adenosin trifosfato).

DCMU (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea)

DCIP (2,6 diclorofenolindofenol)

DBMIB (2,5-dibromo-3-metil-6-isopropil-p-benzoquinona)
Cianuro de potasio.

Cloruro de potasio.

Cloruro de magnesio.

Cloruro de amonio.

Dimetilsulfoxido.

DPC (Difenilcarbacida).

Etanol.

Ferricianuro de potasio.
‘Hidroxido de sodio.

HEPES (N [acido 2- etanosulfonico -N'-{ 2-Hidroxyetiljpiperazinal).
Metilviologeno.

MES ( Acido etanosulfonico- 2-{N-morfolino}).

N,N DMF (N,N, dimetil formamida).
Sacarosa.

Silico molibdato de sodio.

Sorbitol.

Tricina.
Tetrametil-p-benzohidroquinona.

Tris. y FCCP (carbonil cianuro p-trifluorometoxifenilhidrazona).

|
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MATERIAL BIOLOGICO:
Hojas de espinaca (Spinacea oleracea) frescas y turgentes,
SEMILLAS DE PLANTAS DE USO AGRICOLA:

Tomate (Physalis ixocarpa)

Trigo (Triticum vulgare)

SEMILLAS DE MALEZAS:
Zacate Johnson (Shorgum halepense)

Casia (Cassia obtusifolia)

Salvia (Salvia microphylla)

(Echinacloa crusgalli)

B. DESARROLLO METODOLOGICO.
1.- SINTESIS DE COMPUESTOS DE COORDINACION.

2.- CARACTERIZACION ANALITICA Y ESPECTROSCOPICA DE LOS
COMPUESTOS.

3.- CARACTERIZACION DEL EFECTO EN FOTOSINTESIS, IN VITRO , IN VIVO
DE LOS COMPUESTOS DE COORDINACION OBTENIDOS.

3.1.- AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS DE HOJAS DE ESPINACA.
3.2.- DETERMINACION DE CLOROFILA TOTAL.

3.3.- DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DEL TRANSPORTE DE
ELECTRONES EN LOS CLOROPLASTOS.

3.4- EFECTO DE LOS COMPUESTOS EN LA SINTESIS DE ATP
(FOTOFOSFORILACION).

3.5.- DETERMINACION DE CAPTACION DE PROTONES.
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3.6.- ENSAYOS SOBRE LAS HOJAS DE PLANTULAS IN VIVO. ACTIVIDAD
HERBICIDA EN MALEZAS Y PLANTAS AGRICOLAS

4.- EXPERIMENTOS DE GERMINACION.
5.- EFECTO DE LOS COMPUESTOS EN RESPIRACION DE SEMILLAS.

1.- METODOLOGIAS PARA LA PURIFICACION DEL MBC Y SINTESIS DE LOS
COMPUESTOS DE COORDINACION DE CARBENDAZIM (MBC) CON I[ONES
METALICOS:

Lo primero que se llevo a cabo fue |a purificacion del MBC 6 carbendazim
comercial (Aldrich) con el cual se realizaron las sintesis, de manera que se
investigaron en la literatura los métodos de purificacion de dicho compuesto (el
2-metil bencimidazol carbamato) y los solventes usados; a la fecha nadie ha
reportado métodos para purificarlo, tampoco se reporta la obtencion de cristales
del MBC, por ello probé con varios disolventes hasta que se logro disolver 0.5 g
de MBC en 500 ml de N-N dimetil formamida, a 75 °C en bafio de agua, filtrando
posteriormente, dejando en reposo a temperatura ambiente hasta que aparecen
los cristales de MBC, se determind el espectro IR tanto del ligante puro como
impuro para definir algun cambio considerable y se comparé con lo reportado en
la literatura (Mayer y Bayer, 1976).

Posteriormente se sintetizaron los compuestos derivados de 2- metil
bencimidazol carbamato (MBC 6 Carbendazim) con los metales de transicion:
cobalto, cobre y niquel, de acuerdo al siguiente método general de sintesis:

yMBC + MX,.nH, 0 MEOH/ETOH 50%-y M(MBC),X,,.nH,0

donde;
MBC= 2-metilbenzimidazol carbamato 6 Carbendazim
M= Co'?, Cu*? Ni*2 X=CI', CH,c00", 6 NO;

Con el compuesto puro, se hicieron calculos estequiométricos para pesar
las milimoles de reactivo a utilizar en la reaccion, tanto de MBC como de la sal
metalica correspondiente en cada reaccion, para iniciar con proporciones 1:1, 1:
2y 1:4, y se pusieron a reflujo por 8 hrs. en un disolvente organico, tal como se
han sintetizado ofros compuestos de coordinacion de otros derivados

imidazolicos( Barba-Behrens y Cols., 1993). Se cristalizaron los compuesto
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obtenidos cambiando Ia polaridad del disolvente y se procedio a caracterizarlos,
tanto espectroscopica como analiticamente.

2.- CARACTERIZACION ANALITICA Y ESPECTROSCOPICA DE CADA
COMPUESTO SINTETIZADO:

A los compuestos sintetizados se les determino el punto de fusion, tanto a
los reactivos como a los productos de la sintesis, para ver si se presentaron
diferencias en la temperatura de fusion, es decir, si se obtuvieron compuestos
nuevos; en caso afirmativo se realizaron los analisis elementales a cada
compuesto con lo que se puede proponer la formula minima del compuesto
sintetizado, se les determind el espectro Infrarrojo con el cual se pudieron
identificar los grupos funcionales, tipos de enlaces asi como los cambios o
alteraciones de las bandas que sirvieron para caracterizar al compuesto original.
Si los compuestos sintetizados son suceptibles a la determinacion
espectroscopica por reflectancia difusa, se determino su espectro electronico,
para determinar las posibles estructuras existentes en los compuestos
sintetizados, luego, cuando es necesario para complementar su caracterizacion
se realizaron los analisis termogravimétricos, de esta forma se determina, por
medio de las temperaturas en las que se pierde el peso que corresponde a las
moléculas de agua de hidratacion 6 de coordinacion, etc, para definir la
estructura y formula del compuesto. En algunos casos se analizaron por
difraccion de rayos-X para definir su estructura, cuando se obtuvieron en forma
cristalina.

Como continuacion de este trabajo se determino si existe alguna relacion
entre las estructuras de los compuestos sintetizados y su actividad bioldgica.
Estas determinaciones se hacen tal como se han caracterizado otros
compuestos de coordinacion con los que se han lievado a cabo estudios de
estructura-actividad con el mismo enfoque (Barba-Behrens y Cols. 1990 ; Pefa-
Valdivia y Lotina Hennsen, 1990 ; Calera y Cols., 1995 ; Terada, 1990).

3.- CARACTERIZACION BIOLOGICA:
En el presente trabajo de tesis, se caracterizaron:

1.-El efecto sobre los procesos fotosintéticos (experimentos in vitro con
cloroplastos aislados) del MBC (2-metil bencimidazol carhamato) y sus
compuestos de coordinacion sintetizados.
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2.- Ensayos para ver el efecto de los compuestos sobre las hojas de plantulas de
malezas y de gramineas de uso agricola.

3.- El efecto de los mismos compuestos en la germinacion de semillas de
malezas y gramineas de uso agricola.

4.-.El efecto de los mismos compuestos en la respiracion de semillas tanto de
malezas como de gramineas de uso agricola.

Los experimentos de germinacion, de respiracion y de aspercion sobre
plantulas in vivo se realizaron en dos tipos de malezas (hoja ancha y hoja
angosta) y en dos tipos de gramimeas (hoja ancha y hoja angosta), todo con el
objeto de estudiar selectividad (pre-emergente 6 post-emergente) en Ia actividad
herbicida de los compuestos propuestos. Asi, por ejemplo, los experimentos
efectuados en germinacion, ayudan a definir la selectividad de accion de los
compuestos propuestos en esta tesis.

3.1 METODOLOGIA PARA AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS.- Como ya se
menciond, el cloroplasto se utiliza como modelo bioldgico, para disefio de
sintesis y caracterizacion de los compuestos que afectan a la fotosintesis. Por tal
motivo, es necesario aislar cloroplastos para realizar las determinaciones
necesarias.

Dicho aislamiento, se hizo de la siguiente forma:

Se utilizaron aproximadamente 30 gramos de hojas verdes y turgentes de
espinaca (Spinacea oleracea). Todo el proceso se llevo a cabo en obscuridad y
a temperatura de 0-5 °C, las hojas se lavaron con agua destilada, se
fraccionaron y se colocaron en un vaso de licuadora con 150 mi de medio para
aislar cloroplastos (Sacarosa 400 mM, Tricina 30 mM, KCI 20 mM, MgClo
5 mM ajustado a pH=8.0 con KOH), se homogenizé en una licuadora (osterizer,
modelo L-21, 2 velocidades) durante 5 segundos a velocidad maxima, se filtr6 a
través de 20 capas de gasa, el filtrado se centrifugd a 4000 rpm durante 5
minutos a 4°C (centrifuga Beckman J2-21, rotor de angulo fijo JA-20). El boton
obtenido se resuspendio en 1-2 ml del mismo medio de aislamiento con un pincel
de fibras suaves, (19, 30).
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3.2. DETERMINACION DE CLOROFILA.

Se cuantifico por el método de Arnon, (1949); mejorado posteriormente
(Martmann y Cols., 1988). Se afor6 una alicuota de 50 l de la suspension de
cloroplastos obtenida a 5 ml en acetona al 80% en HoO (v/v), se agito y se dejo
reposar durante 5 minutos en la obscuridad para permitir la extraccion y
solubilizacion de la clorofila en acetona y evitar su degradacion por luz,
posteriormente se centrifugo durante 5 minutos a 200 rpm (centrifuga clinica E.1.
CL 197A) para separar proteinas y residuos de cloroplastos, se decanté en
celdas de cuarzo para leer absorbancia a 645 nm y 663 nm por
espectrofotometria (Espectrofotometro Beckman DU 650), utilizando acetona al
80% como blanco y se aplico la siguiente ecuacion:

[clo]= [8.05(Age3) + 20.29(Ag45)] 5

Donde:
[clo}= g de Clorofila/mi

8.05 y 20.29= constantes derivadas de los coeficientes de extincion.

A663 y A645 = lecturas de ahsorbancias hechas a 663 y 645 cm-1

5= Factor de dilucion.
3.3. TRANSPORTE DE ELECTRONES.

Determinacion de la velocidad del transporte de electrones: El oxigeno
liberado en la fotdlisis del agua acompanado de la reduccion de un aceptor (en
este caso metilviologeno ya que mantiene la formacion maxima de oxigeno y que
remplaza a ferredoxina y NADP?) (Trebst, 1972; Zweig y Cols. 1965) al iluminar
los cloroplastos, se detecté en un oximetro (oximetro YSI 5300) con un electrodo
del tipo ClarK (Izawa, 1977) adaptado a un graficador Beckman, usando 60 g
de clorofila (de la suspension obtenida y cuantificada como se indica en los
incisos 3.1 y 3.2) en 3 ml de medio para determinar el transporte de electrones
(sacarosa 100 mM, KCI 5 mM, MgClp 5mM, tricina 2 mM, metilviolégeno (M.V.)
50 mM ajustado a pH=8.0 con KOH), bajo agitacion e iluminacién por un minuto
con un haz luminoso que se paso a través de una lente de lzawa y que consiste
de una botella con solucion al 5% de CuS04.5H20, sirviendo como filtro de luz y

de calor.
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Para obtener la velocidad de cada reaccion se calibro usando 10 pl de
ferricianuro de potasio 40 M en 3 ml de medio de reaccion hasta la total
reduccion del ferricianuro con los cloroplastos (tituio)(Trebst, 1972).

Para calcular la velocidad de flujo de electrones, se utiliza la siguiente ecuacion:
V= (0.4 peq e-/cm titulo) (60 min/1 hrs) (1/0.06 ng clo) (cm problema/1 min)
Donde:

V= Velocidad del fiujo de electrones en (peq de e~)(hrs=1 )(ug clo -1).

En base a lo anterior se determinan ios siguientes transportes de electrones:

Transporte de electrones basal. En esta determinacion solo se midio ei fiujo de
electrones dependiente de luz, ia velocidad de éste transporte de electrones es
baja por la ausencia de ADP y Piy de un desacoplante (NH4Cl) (Trebst, 1972).

Transporte de electrones fosforilado. Se determino en presencia de ADP 100
uM y Pi 300 uM que permiten la actividad de H*-ATPsintetasa y velocidades de 1
a 3 veces mayores que las del flujo basal (Trebst, 1972),

Transporte de electrones desacoplado. Se adicionaron 3 mM de NH4CI como
desacoplante, compuesto que promueve la disipacion de energia libre generada
en el transporte de electrones, observandose maxima velocidad del flujo de
electrones (MaCarty, 1977; Mitchell, 1977; Trebst, 1972).

3.4 FOTOFOSFORILACION

Fotofosforilacion (sintesis de ATP). Por esta técnica se registro el
consumo de protones por la H*-ATPasa para la sintesis de ATP. Ei potencial
electroquimico de protones generado a través de la membrana tilacoide por el
transporte de electrones de HoO—M.V. es utilizado para activar la enzima (H*-
ATPsintetasa) y sintetizar ATP(Boyer y Cols., 1977; Junge, 1970). La reaccion se
flevd a cabo en un medio para las determinaciones potenciométricas (Sorbitol
100 mM, MgClo 5mM, KCI 100 mM, HEPES 50 mM, MV 50 mM ajustato a
pH=8.0 con KOH) ademas se adiciono ADP (1mM) y Pi (3mM) [10), bajo
agitacion e iluminacion, la respuesta se determind potenciometricamente
(Potenciometro Corning Modelo 12 de escala expandida, acoplado a un
registrador Kipp & Zonen BD-40 04/05). Se calibré con 10 pl de KOH 0.007M; al
final se agregan 7uL de solucion de ferricianuro de potasio 40 M en 3 mi
(titulacion). La velocidad se calculo de la siguiente manera:

V=Ah/C
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Donde:

V= Velocidad de Sint de ATP en (umoles de ATP)( mg'1clo)( h-1).
A= umoles de H* usados en la titulacion/altura de la curva en cm.
C= Concentracion de clorofila empleada.

h= altura de la curva obtenida en cm.
3.5 DETERMINACION DE LA CAPTACION DE PROTONES.

Captacion de protones. Al iluminar los cloroplastos se alcaliniza el pH
externo de los tilacoides debido a la captura de los H* en el interior de la
vesicula tilacoidal (Neumann y Jagendorf, 1964), lo cual es proporcional al
gradiente electroquimico generado por los sitios de captacion de protones (c.p.)
o bombas de liberacion de H* en funcion del tiempo. La respuesta se cuantific
bajo las mismas condiciones de fotofosforilacion sin la adicion de Pi y ADP, por
lo que no hay fotofosforilacidn, la velocidad se calcula en peq H¥/mg(clo)(h) de
la misma forma que para fotofosforilacion. Los trazos que se obtienen son como
los representados en la figura 4 (Boyer y Cols., 1977).

§ micomolatr de

H' 1 apagado
¢

A ado
pH 5 spag
$
/____\ }—10 ] —1

T

encendido encendido
sttt i
TIEMPO

Figura 4. Representacion de los trazos obtenidos por potenciometria. (A)
fotofosforilacion y (B) captacion de protones, por el incremento de pH observado
cuando un haz de luz se incide sobre la suspension de cloroplastos y se inicia la
determinacion.
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Mg**-ATPasa.

La actividad de la Mg®+-ATPasa se determind por el método de Mills y Cols.,
(1980); en base a lo reportado por (Golbeck y Cols.,1977).

l. Aislamiento de cloroplastos intactos. Se homogenizaron hojas de
espinaca en una licuadora (Osterizer, Modelo L-21) con 150 ml de medio de
aislamiento (Sorbitol 0.35 M, acido ascorbico 5 mM, MES 20 mM. pH=6.5)
durante 5 segundos a 200 rpm, se filtré a través de 5 capas de gasa, el filtrado
se centrifugé a 4850 rpm por 4 minutos a 4°C, el botdn obtenido se lava con 40
ml de medio de aislamiento, se centrifugd de la misma manera, el boton obtenido
de ésta centrifugacion se resuspende en 1 mi de medio de suspension (Sorbitol
0.35 M, EDTA 2 mM, MgClo 1 mM, HEPES 50 mM. pH=7.6); posteriormente se
cuantifico clorofila por el método de Arnon (1949), descrito en el punto 3.2, con
éste dato se ajusto la concentracion de la suspension a 0.3 mg de clorofila por
ml.

Activacion de Mg’*-ATPasa: 0.1 mi de suspension de cloroplastos con 0.3
mg de clorofila por ml obtenidos del aislamiento se adicion6 en 0.25 ml de medio
| (Sorbitol 1.2 M, Tricina 100 mM. pH=8.0) y 0.65 ml de medio 2 (MgClp 5 mM,
Tricina 15 mM. pH=8.0) para lisar la doble membrana del cloroplasto, se ilumind
durante 1.5 minutos con un haz luminoso filtrado por un lente de izawa y con
agitacion suave.

Hidrolisis de ATP: 0.1 ml de cloroplastos activados se adicionaron
inmediatamente a 0.9 ml de medio para determinar ATPasa (MgClp 2 mM, ATP
2.2 mM, Tricina 15 mM. pH=8.0). El proceso se realiz6 en la obscuridad absoluta
con agitacion suave durante 1 minuto. La reaccion se suspendié adicionando 0.5
ml de acido tricloroacético al 20 % en agua (p/v) con agitacion fuerte usando
vortex.

Cuantificacion de fosfato: Las proteinas precipitadas se eliminaron por
centrifugacion a 300 rpm durante 5 minutos en una centrifuga clinica (Modelo-
CL). El fosfato liberado se cuantifico por el método colorimetrico de Fieske-
Subbarow (Mitchel, 1977). Una alicuota del sobrenadante con un contenido
maximo de 1 uMol de fosfato, se aforé a 1.6 mi, se adicioné 0.25 mi de una
solucién al 6 % en agua p/v de (NH4)gMo7024.4H20, 0.25 mi de HoSO4 7.5 N,
se agitd y de inmediato se adiciond 0.2 ml de sulfato ferroso al 10 % en agua

acidificada p/v (98 ml de Ho0 + 2 mi de HySO4 7.5 N) se agito y a los 20
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minutos se determind la cantidad de fosfato espectroscopicamente con
mediciones a 660 nm (Espectrofotometro Beckman DU-650). Al mismo tiempo se
determind una curva patrén con KHaPO4 en un rango de concentraciones de 0.5
uMa 1uM.

PREPARACION DE SOLUCIONES.

Los compuestos se disolvieron en el medio de reaccion que se utilizd para
cada ensayo, medio para transporte de electrones, medio para determinar
fotosistemas, medio para determinaciones potenciométricas y medio para la
determinacion de ATPasa, utilizando como cosolvente NNN DMF en una
concentracion del volumen final no mayor del 0.5%, agitandose en vortex antes
de su aplicacion a la cubeta de reaccion.

3.6 ENSAYOS SOBRE HOJAS DE PLANTULAS /N VIVO. PROCEDIMIENTO
PARA EVALUAR EL EFECTO POST-EMERGENTE DE MALEZAS Y
GRAMINEAS DE USO AGRICOLA.

En base al método reportado (Trebst y Draber, 1978) y complementado
posteriormente (Walton, 1988), al inicio se ponen a germinar semillas sobre
algodon humedecido con agua destilada y cuando aparecen raices se
trasplantan en macetas con suelo (previamente esterilizado en autoclave para
eliminar posibles fuentes de contaminacion), se riegan regularmente con agua
destilada y cuando se tienen plantulas con hojas de unos 2 a 4 cm se rocian con
un aspersor @ unos 5 - 7 cm de distancia con las soluciones de compuestos
usados en respiracion y germinacion a las concentraciones que mostraron algun
efecto, marcando la concentracion y el compuesto en cada una y dejando uno o
dos controles a los que no se les agrega ningin compuesto. Todas se mantienen
en condiciones de invernadero y se rocian cada 48 horas. Cuando se puede
apreciar algun efecto, se comparan las diferencias en relacion al control y se
fotografian para apreciar el efecto de los compuestos en plantulas in vivo , y asi
determinar los efectos en condiciones de post-emergencia.

4. EVALUACION EL EFECTO DEL CARBENDAZIM Y SUS COMPUESTOS DE
COORDINACION EN LA GERMINACION DE SEMILLAS (Moreno y MaCarty,
1977).

Se esterilizaron pipetas, matraces y cajas de petri con papel filtro whatman
del # 2, asi como el agua destilada (para preparar las soluciones de los
compuestos), en el autoclave a presion de 18 kg/m* por 15 minutos.
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Se desinfectaron las semillas utilizadas con una solucion de hipoclorito de
sodio al 5 % durante 5 minutos y terminado esto se enjuagaron en agua
destilada esteril. .

Se preparo una area estéril dentro de una campana de flujo laminar para
evitar contaminacion, alli se colocaron en las cajas de petri (cinco para cada
concentracion), el nimero de semillas que a continuacion se indican en la tabla
1. Posteriormente se agregaron 7 ml de los compuestos a las siguientes
concentraciones: 0, 50, 100, 150 y 200 uM para ensayar su efecto en la
germinacion. Se preparan series de 4-5 cajas de petri para cada concentracion,
para luego caicular media y desviacion estandar. A continuacion se procedio a
sellar las cajas con papel parafilm para evitar la evaporacion de las soluciones
de compuestos, mantener ia humedad y aeracion adecuada. Se colocaron en
una incubadora a 28 °C en completa obscuridad, de 24 a 96 hrs.

Pasado el tiempo se procedid a contar el nimero de semillas que
germinaron y calcularon en % de inhibicién, también se fotografiaron, esto
sirvio para evaluar de manera objetiva si los compuestos inhiben o activan la
germinacion para obtener las caracteristicas de herbicidad pre-emergente.

5. PROCEDIMIENTO A SEGUIR PARA EVALUAR EL EFECTO DE LOS
COMPUESTOS EN EL PROCESO DE RESPIRACION DE SEMILLAS DE
MALEZAS Y PLANTAS DE USO AGRICOLA (Moreno y MaCarty, 1977).

Desinfectar las semiilas a utilizar con una solucion de hipoclorito de sodio al
5 % durante 5 minutos y terminado esto se enjuagaron en agua destilada esteril.
Se colocan en las cajas de petri previamente esterilizadas el numero de semillas
que a continuacion se indican en la tabla |,

Posteriormente se agregaron 7 ml de los compuestos a las siguientes
concentraciones: 0, 50, 100, 150 y 200 uM para ensayar su efecto en la
respiracion de semillas, para cada concentracion se usaron 5 cajas. A
continuacion se procedio a sellar las cajas con papel parafilm para evitar la
evaporacion de las soluciones de compuestos, mantener la humedad y una
aeracion adecuada. Se colocaron en una incubadora a 28°C a completa
obscuridad durante 24 horas, transcurridas las cuales se colocan en la cubeta,
donde por medio del electrodo Clarck conectado a un oximetro con graficador, se
mide la contidad de oxigeno de la respiracion de semillas de cada caja a

diferente concentracion. Se determing la respiracion a las 24, 48 y 72 horas para
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cada concentracion, mantenidas a 28°C (excepto cuando se llevan al oximetro),
y luego se calcularon en % de actividad con respecto al control, el efecto se
reporta como velocidad (nanoatomos de O;)(hr')(semilla), esto se hace para
evaluar a los compuestos con caracteristicas de herbicidad pre-emergente de
manera cuantitativa, se repite el experimento de tres a cinco veces para validarlo
y calcular la desviacion estandar. Es importante mencionar que el experimento
se suspende cuando las semillas empiezan a germinar.

Tabla 1. NOMERO DE SEMILLAS USADAS EN CADA CAJA PETRI, EN LOS
EXPERIMENTOS DE GERMINACION Y RESPIRACION.

TIPO DE SEMILLAS GERMINACION RESPIRACION.
Trigo (Triticum vulgare) 20 20
Tomate (Physalis ixocarpa) 100 300
Casia (Cassia obtusifolia) 20 20

Zacate Johnson (Shorgum halepense) 50 100
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' CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION.
SINTESIS DE COMPUESTOS DE CARBENDAZIM:
Siguiendo el método general de sintesis propuesto en esta tesis, se han obtenido

hasta el momento 20 compuestos de coordinacion de MBC, con metales de transicion
(Cobre, Cobalto y Niquel); en el presente estudio unicamente se estudiaron algunos que se
consideran mas interesantes para realizarlo, por ser los que estan caracterizados
plenamente y por que se representan a las diferentes estructuras obtenidas hasta el
momento (tabla 2). Para sintetizar el compuesto [Co(MBC) ,Ci;]4H,0 se siguio el método
(pagina 24), sin ninguna modificacion pero no cristalizd, por eso se repitio la reaccion
modificando el pH, que originalmente era de 8.1 a pH=5.8; también la proporcion original de
2:1 a 4:1, obteniendo el compuesto [Co(MBC),Cl;}2H,0 en estas condiciones de reaccion, lo
cual posiblemente ayudo a que se obtuvieran cristales de buen tamaio para llevar a cabo el
estudio de rayos-X.

Para la sintesis de compuestos de Niquel se utilizo el mismo método, pero como no
reaccionaba, fué necesario incrementar los tiempos de reaccion de 8 hrs. a 48 horas de
reflujo a temperatura constante (85 °C) en estas condiciones y con diferentes sales, se
obtuvieron los compuestos [Ni(MBC)(CH3CO0),]2H20, [Ni(MBC)Ci; (H20) 2], [Ni(MBC),(NO3)2]2H0.
Para obtener el compuesto [Cu(MBC)(CH3CO0);H;0) se intenté con diversos disolventes y en
varias proporciones, encontrandose que MeOH/EtOH 3:1 fué la mejor. En la tabla 2 se

muestran los resultados de analisis elemental de los compuestos sintetizados:
TABLA 2. ANALISIS ELEMENTAL DE LOS COMPUESTOS DE COORDINACION DE MBC SINTETIZADOS

COMPUESTO COLOR EXPERIMENTAL
TEORICO
% C %H %N
1) [Cu(MBC)(CH3COO0),H,0] verde seco 34.01 347 10.51
34.95 4,38 10.76
2)[Ni(MBC)(CH3CO0),)2H,0 verde claro 41.09 434 1113
42.43 4.11 11.42
3)[Ni(MBC)Cl; (H,0) 2} verde limén 30.03 492 10.65
30.30 4.87 11.78
4)[{Ni|(MBC),(NO3)2]2H,0 verde jade 36.40 3.76 18.11
356,97 3.69 18.64
5)[Co(MBC) ;,Ci»]4H,0 azul 37.70 3.86 14.29
37.00 4.49 14.38
6)[Co(MBC);Cl2]2H,0 azul fuerte 40.73 389 1550

40.77 380 1585
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CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA Y ANALITICA.

Las formulas minimas propuestas estan de acuerdo con los analisis elementales
presentados. A continuacion se discuten con los resultados espectroscdpicos y analisis
termogravimeétricos correspondientes, como se han reportado trabajos realizados, con el
mismo enfoque (Barba-Behrens y Cols., 1993).

Caracterizacion del compuesto [Cu(MBC)(CH3:C0O):Hz0}:

En el espectro de infrarrojo medio ( figura 5) del compuesto de cobre ( tabla 3), cuya
formula se propone como [Cu(MBC)(CHaCOO)2H20], se observan cambios en relacion con
el espectro del ligante MBC del que se partio (figura 5); las bandas que se localizan en la
region de 2700 cm” a 3000 cm' desaparecen, asi como la banda asignada como V(C=N)
originalmente en 1595 cm’, se desplaza a 1587 cm’, lo que indica que el ligante se
encuentra coordinado a el cobre por medio del nitrégeno imidazélico (Nakamoto, 1989). La
banda del MBC debida a la vibracion v(C=0)st del carboxilo del grupo carbamato, se

encuentra desplazada de 1719 cm” a 1629 cm’, con ello se observa que el Carbendazim
también se coordina por el carboxilo del grupo cabamato al atomo de cobre, como se

pro

puso en |a hipotesis.
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Figura 5. Espectros de IR medio del MBC y del compuesto [Cu(MBC)(CH3C00)2H20].
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En el espectro IR del compuesto [Cu(MBC)(CH3sCOQ)2H20], también se observa
(figura 5), la aparicion de nuevas bandas que se presentan en 1569 cm™ y en 1441cm™ que
corresponden a las asignadas a Vas(COO-)st y Vs(COO-)st del acetato y cuya diferencia
en este compuesto es AV=128cm™. Este valor corresponde al de un grupo carboxilo unido
a un metal en forma monodentada (Nakamoto, 1989).

En la grafica del analisis termogravimétrico (figura 6) del compuesto
[Cu(MBC)(CHaCOO0):H20] se tiene una pérdida de peso de 7.22% (0.7058 mg de la
muestra), que se inicia después de los 100°C y termina después de los 200°C, por estas
temperaturas y por los calculos estequiométricos que indican la pérdida de peso
correspondiente a una molécula de H20 que se localiza en |a esfera de coordinacion del
compuesto, por la energia que se requiere para perderla; y aproximadamente a 300°C se
observa el patron de descomposicion. Esto es congruente con la determinacion del punto de
fusion en el cual se observa que a partir de 280 °C el compuesto cambia de color de verde a
verde obscuro, para finalmente quedar café obscuro y sublimar a mas de 300°C.

120
100 - | e T 7,228 %
""'“"-\:L. (0.7058 mg)
T B bl O
A
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PESO 49.87 %
(4.874 mg)
60--1
.
40 ~ "\M _
T
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203 100 200 200 400 500 600
Temperatura (°G) TGA

Figura 6. Gréfica del analisis termogravimétrico del compuesto [Cu(MBC)(CH3aCQOO0)2 H.0].
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El espectro electronico de reflectancia difusa (figura 7) del compuesto
[Cu(MBC)(CH3C00)2H20] exhibe una banda ancha en 24,710 cm' que corresponde a la
transferencia de carga en el compuesto de coordinacion, la otra banda de menor intensidad
en 12,385cm’ muestra la transicion de un Cobre d ° , 0 sea que corresponde a la
transicion d ¢- d en la region esperada para compuestos de Cobre que presentan
estructura pentacoordinada, en la parte superior se presenta (figura 7) la formula estructural
propuesta para este compuesto.
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Figura 7. Espectro  electronico  de  reflectancia difusa  del  compuesin
[Cu(MBC)(CH3CO0)2H20].



TABLA 3. POSICION COMPARATIVA DE BANDAS DE INFRARROJO MEDIO (cm™ ) DE LOS

COMPUESTOS ESTUDIADOS.

COMPUESTO W(C=0) W(C=N)  V(C-N-H) V(CH:COOM  V(NO,)
MBC 1719 1595 3323

[Cu(MBC)(CH COO)H,0] 1629 1587 3375 1569,1441
[Ni(MBC)(CH,CO0),J2H,0 1697 1624 3384 1536,1477

[Ni(MBC)ClAH.0)] 1630 1618 3326

[Ni(MBC)(NO3).} 2H,0 1620 1617 3394 1385,1318
[Co(MBC).Cl,]2H,0 1749 1587 3369

Caracterizacion de los compuestos de niquel! [Ni(MBC)(CH;COO).]J2H.0,
[Ni(MBC)Cl;(H20);] y [Ni(MBC)(NO;),] 2H,O:

Por medio de la espectroscopia de infrarrojo (tabla 3), fué posible caracterizar a los
compuestos del niquel, que por presentar bajas conductividades sabemos que no son
compuestos ionicos, en todos ellos se observa el desplazamiento de la banda que
corresponde a las vibraciones V(C=0)st del carboxilo del grupo carbamato siempre a menor

energia y la banda asignada a V(C=N) que en el Carbendazim (MBC) se localiza en
1595cm se desplaza a mayor energia; el cambio de posicion y de forma de estas bandas
indican que el MBC se coordina con el ion niquel (ll) tanto por el nitrogeno imidazdlico como
por el carboxilo del ligante. En el caso del [Ni(MBC)2(NO3)2]2H20 se observan las handas
caracteristicas del grupo nitrato coordinado, la Vas en 1385cm™ y la Vs en 1318cm” . El

AV=67cm"’, por lo que se propone que los nitratos se encuentran coordinados como
quelatos (Nakamoto, 1989).

Los espectros electronicos de reflectancia difusa que se muestran a continuacion
(figura 8) y oque corresponden a los compuestos [Ni(MBC)2(NO3)2]2H20, vy
[Ni(MBC)Cl2(H20)2], son muy similares, todos muestran las tres bandas esperadas para las
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fransiciones V1, V2y V3, que corresponden a una geometria de tipo octaédrico para niquel

(Lever, 1984), como se aprecia en la figura 8, para el compuesto [Ni(MBC)2(N03)2]2H20, se
presentan en 9,745cm”, 15,396cm”’, y en 25,049cm™, en estos espectros se puede a ver
que las bandas no son simétricas, lo que indica que existen distorsiones de la simetria
octaédrica.
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FIGURA 8.  Espectros de reflectancia difusa de? los compuestos de niquel
[Ni(MBC)2(NO3)2]2H20, y [Ni(MBC)Cl2(H20)2]. Al centro la formula propuesta.
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1624cm’ y la banda que corresponde a las vibraciones V(C=0)st del carboxilo del grupo
carbamato del MBC en 1719cm”, en el compuesto aparece en 1697cm™ ; lo que indica que
el ligante se encuentra coordinado al niquel por medio del grupo carboxilo y por el nitrogeno
imidazélico. El espectro del compuesto también exhibe la desaparicion de algunas bandas
del Carbendazim, asi como la aparicion de bandas nuevas, como son las que se presentan

en 1536cm”’ y en 1477cm’ que corresponden a las asignadas a Vas(COO-)sty Vs(COO-)st
del acetato y cuya diferencia en este compuesto es AV=59cm". Este valor corresponde al

El espectro de IR medio (figura 9) del compuesto [Ni(MBC)(CH3aC00)2J2H20 muestra
el desplazamiento de |la banda asignada a V(C=N) localizada en 1595cm™ en el ligante, a

de un grupo carboxilo unido a un metal en forma bidentada (Nakamoto, 1989).
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El termograma (figura 10) que corresponde al compuesto [Ni(MBC)(CH3C00)2J2H20
muestra una pérdida de peso del 10.533% (1.2563 mg de la muestra), que se inicia antes de
los 100°C y que se debe a la pérdida de dos moléculas de H20 de cristalizacion del
compuesto, por la temperatura donde se verifica. Posteriormente se observa la pérdida
paulatina del peso que corresponde al patron de descomposicion del compuesto. Al
determinar su punto de fusion, se encontré que el compuesto se empieza a descomponer a
partir de 170°C.
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Figura 10. Grafica del termograma del compuesto [Ni(MBC)(CH3COO)2]2H-0. La parte

inferior corresponde a la integracion de la grafica superior.
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Caracterizacion del compuesto [Co(MBC)2Cl2}2H20:
En el espectro de infrarrojo medio del compuesto [Co(MBC)2CI2]2H20 se
muestra a continuacion (figura 11), la banda del MBC que aparece en 1595 cm*

asignada a la vibracion V(C=N)st cambia de forma y se desplaza a 1587cm" y la

banda que corresponde a las vibraciones V(C=Q)st del carboxilo del
Carbendazim, se desplaza de 1719cm™ a 1749cm, lo que indica que el carboxilo
del ligante no se encuentra coordinado al ion cobalto pero este si se coordina por
uno de los nitrogenos del MBC. A diferencia de los compuestos de cobre y de

niquel donde se coordinan por el oxigeno del grupo carbamato y por el nitrégeno
imidazolico.
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En la grafica del analisis termogravimétrico (figura 12) del compuesto
[Co(MBC)2CI2]2H20, se presenta alrededor de los 100°C una pérdida de peso, a
de 4.400% (0.7194 mg de la muestra), los calculos estequiométricos y las
temperaturas donde aparecen las pérdidas de peso indican que corresponden a
la pérdida de dos moleculas de agua de cristalizacion del compuesto. Esto es
congruente con los resultados del analisis elemental del compuesto, con los que
se propuso esta formula y que mas adelante se corrobora con los resultados de la

difraccion de rayos-X, donde se define la estructura del compuesto.
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Figura 12. Termograma del compuesto [Co(MBC)2CI2]2Hz0. La grafica inferior

representa la integral de la grafica superior.
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El espectro electronico de reflectancia difusa (figura 13) del compuesto

[Co(MBC)2CI2)2H20, exhibe dos bandas intensas en 9,352cm’' y otra en 16,680cm’,

que corresponden a las transiciones V, y V, esperadas (Lever, 1984) para una

geometria tetraédrica del compuesto de coordinacion. De la caracterizacion
espectroscopica se propuso un compuesto de cobalto que presenta una geometria
tetraédrica, coordinado por el nitrégeno del anillo imidazolico, con dos moléculas de
agua fuera de la esfera de coordinacion, como se pudo comprobar con los

resultados de difraccion de rayos-X que se muestran a continuacion.
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Figura 13. Espectro de reflectancia difusa del compuesto [Co(MBC)2Cl2)2H-0.



ESTUDIO POR DIFRACCION DE RAYOS-X DEL CARBENDAZIM
(MBC).

Con los cristales obtenidos, como se explico en la metodologia para la
purificacion del 2 metilbencimidazolcarbamato o Carbendazim, se llevo a cabo el
estudio por difraccion de rayos-X (figuras 14, 15 y 16). Analizando los datos se
puede apreciar que por los angulos y distancias que se muestran entre el N1y su H
correspondiente y la cercania que tiene con el oxigeno del carboxilo (012), existe
un puente de hidrogeno (figura 14) que mantiene estable la molécula y favorece la
coordinacion en forma monodentada con el otro N3 imidazdlico, favoreciendo la
formacion de compuestos monocoordinados con MBC. A continuacion se muestran
las distancias y los angulos interatomicos:

Tabla 4 Distancias interatdmicas (/3;) del MBC

N(1)-CQ) 1353(6) N(1)-C(8) 1.398(7) NG3)-CQ)  1.350 (5)
CQ)-N(10) 1338(7) N(3)-CO) 1.379(7) C4)-C5)  1.377(8)
C@4)-CO) 1378(7) C(5)-C(6) 1401 (6) C()-CEB) 1370 (8)
C(8)-C(9) 1.405(5) N(10)-C(11) 1.349(5) C11)-0(12) 1.217 (5)
CID-0(13) 1.351 (7)  O(13)-C(14) 1.427 (6) O(14)-H(1) 2.2151 (5)

Tabla 5 Angulos interatomicos de enlace de MBC.

CQMNUCE)  109.8(3) N(D-CQ)}N@)  107.74)
N(1)-CQ)-N(10)  130.4(3) N@G3)-CQ)}-N(10)  121.94)
CQNQB)-CO)  109.9(3) C5)-CE}CO)  117.9(4)
C(4)-C(5)-C6)  121.1(5) C(5)-C(6)-C(T)  121.4(5)
C6)-C(7-C8)  117.0(4) N(D-CB)-C(7)  132.23)
N(1)-C(8)-C(9)  105.6(4) C(-C(8)-CO)  122.2(4)
N(3)-CO)-C@)  132.6(4) N(3)-C(9)-C(8)  107.0(4)
C@)»-CO-CEB)  1204(5) CQ)N(0)-C(11)  118.3(4)
N(10)-C(11)-0(12)  129.7(5) N(10)-C(11)-0(13)  108.5(4)

O(12)-C(11)-0(13)  121.8(4) CU1)-O(13)-C(14)  116.6(4)



Figura 14. Estructura de MBC por difraccion de rayos-X.

01 ta "
‘|) V//g) i 4 /\/ !
( /KB (o ’ “‘l‘%\( !{i/ l\/

(f\j ')(;1,'

Figura 15. Muestra la interaccion de los hidrogenos con N3-N10a y N10-N3a para
formar la red cristalina del 2-Metilbencimidazol carbamato (MBC).



Figura 16. Red cristalina del 2-Metilbencimidazol carbamato (MBC).



ESTRUCTURA DE RAYOS X DEL COMPUESTO [Co(MBC)2Clz]2H:z0.

Con los cristales obtenidos del compuesto [Co(MBC)2CI2]2H20, se llevé a
cabo el estudio por difraccion de rayos-X. Analizando los datos (tabla 6 y tabla 7) se
puede apreciar que el cobalto se encuentra en un ambiente tetraédrico poco
distorsionado, donde los dos ligantes se coordinan en forma monodentada por
medio del nitrdgeno imidazdlico N3 al ion cobalto (l), completando la esfera de
coordinacion con dos iones cloro (Cl1 y CI2), mostrando la estructura tetraédrica
(figura 17) que concuerda con los andlisis anteriores.

Figura 17. Estructura cristalina del compuesto tetraédrico [Co(MBC)2Cl2]2H20.



Resulta interesante que, a diferencia de los compuestos de cobre y niquel
donde se estabiliza la formacion de un quelato con el oxigeno del grupo carbamato
y el nitrogeno imidazdlico, en este compuesto de cobalto Unicamente interviene el
nitrogeno, ya que el puente de hidrogeno entre el N1 y el O14 del carbamato
estabiliza la estructura tetraédrica del compuesto.

Tabla 6. Distancias interatomicas (K) del compuesto [Co(MBC)2CI2]2H20.

Co(1)-CI(1) 2256(1) Co(1)-CI(2)  2.257(1) Co(1)-N(1)  2.013(3)
Co(1)-N(101) 2.008(3) 0O(12)-C(11) 1.322(5) 0(12)-C(13)  1.449(5)
O(14)-C(11) 1.189(5) O(14)-H(1)  2.227(5) 0(114)-H(101)2.2153(5)
N(1)-C(2)  1.323(4) N(1)-C(8)  1.338(5) N(3)-C(2) 1.338(5)
N(3)-C(8)  1.402(5) N(10)-C(2)  1.363(5) N(10)-C(11)  1.374(5)

N(101)-C(102) 1.319(4)

N(103)-C(109) 1.392(5)
C(4)-C(5)  1.383(7)
C(6)-C(7)  1.384(6)
C(104)-C(105)1.372(6)
C(106)-C(107)1.384(6)

N(101)-C(108) 1.409(5)
N(110)-C(102) 1.367(5)
C(4)-C(9)  1.370(6)
C(7)-C(8)  1.386(5)
C(104)-C(108) 1.380(5)
C(107)-C(109) 1.379(6)

N(103)-C(102) 1.338(5)
N(110)-C(111) 1.370(5)
C(5)-C(6) 1.382(7)
C(8)-C(9) 1,384(5)
C(105)-C(108) 1.384(6)
C(108)-C(109) 1.385(5)

Tabla 7. Angulos interatdmicos de enlace del compuesto [Co(MBC)2C12]2H20.

CI(1)-Co(1)-CI(2) 109.82(5) CI(1)-Co(1)-N(1) 112.60(9)
CI(2)-Co(1)-N(1)  106.27(9) CI(1)-Co(1)-N(101) 107.91(9)
CI(2)-Co(1)-N(101) 108.45(9) N(1)-Co(1)-N(101) 111.70(1)
C(11)-0(12)-C(13) 116.00(3) C(111)-0(112)-C(113)  115.30(3)
Co(1)-N(1)-C(2)  127.90(2) Co(1)-N(1)-C(8) 127.30(2)
C(2)-N(1)-C(8)  104.70(3) C(2)-N(3)-C(9) 112.60(3)

Las distancias (tabla 6) O(114)-H(101)=2.2153 A y la distancia O(14)-
H(1)=2.2279A (tabla 4) son similares y corresponden a la distancia para puente de
hidrogeno, por tal motivo el ligante unicamente forma enlace coordinado por medio
del nitrogeno imidazolico, pero no se coordina por medio del oxigeno ya que el
puente de hidrogeno estabiliza |a estructura; esto corrobora lo que se propuso en la
Hipotesis (1) como sitios probables de ccordinacion. En el caso del cobre y del
niquel, el MBC se coordina en forma bidentada, tanto por el nitrogeno imidazélico
como por el carboxilo del grupo carbamato.

EI N(1) en el MBC presenta (figura 14) un puente de Hidrogeno con el O(12)
y un angulo de 109.8° en el anillo (C2-N1-C8) (tabla 5). En el compuesto
[Co(MBC)2CI2]2H20 se mantiene el puente de Hidrégeno ya que la distancia en el
MBC (tabla 4) entre el 0(14)1 el H(1) es de 2.2151 A y casi no varia en el
compuesto que es de 2.2279 A (tabla 6); los angulos entre C2-N3-C9, tampoco
varian significativamente.

La distancia (tabla 4) N(3)-C(2) es 1.350 A en MBC, en el compuesto
[Co(MBC)2CI2]2H20 se reduce a 1.338 A (tabla 6), en cambio se incrementa la
distancia N(3)-C(9) de 1.379 A (tabla 4) del MBC a 1.402 A (tabla 6), en el mismo
compuesto lo que indica que N(3)-C(2) tiene mas caracter de doble enlace en el
compuesto [Co(MBC)2CI2)2H20.



RESULTADOS Y DISCUSION.

Caracterizacion bioldgica del MBC y sus compuestos de

coordinacion.

Efecto del Carbendazim (MBC) sobre las actividades fotosintéticas.

Se estudio el efecto del MBC en las actividades fotosintéticas, determinadas
durante el flujo de electrones de HpO—M.V. en cloroplastos intactos de espinaca
(Spinacea oleracea), lisados en el momento del ensayo. En la figura 18 se observa
que el MBC inhibio la fotofosforilacion (Sint. ATP) y esta inhibicion aumenté
conforme se incremento su concentracion de 0 hasta 200 uM, mostrando 80 % de
inhibicién a 200 uM.
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FIGURA 18, Efecto de la concentracion de Carbendazim (MBC) en los diferentes procesos
fotosintéticos. Los valores de la velocidad para los controles son: (¢) CAPTACION DE
PROTONES (49 peq de H'/ mg clo)(h), (¥) SINTESIS DE ATP. (360.5 uMoles de H'/mg
clo)(h), (M) Te- BASAL (1240 peq de H'/ mg clo)(h), (A) FOSFORILADO (500 peq de H'/
mg clo)(h) Y (@) DESACOPLADO (2400 peq de H'/ mg clo)(h).

Los compuestos que inhiben la fotofosforilacién (Sintesis de ATP) lo hacen
por mecanismos de: desacoplamiento (McCarty, 1977), inhibidor de la transduccién

de energia 6 inhibidor de la reaccion de Hill (lzawa, 1977). Para dilucidar el
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mecanismo de accion del MBC se determind su efecto en el transpofte de electrones
basal (Teb), fosforilado (Te), y desacoplado (Te"d). Los resultados (figura 18),
mostraron que las velocidades de Te" basal, fosforilado y desacoplado se activaron,
notandose que al aumentar la concentracion hay un incremento en la actividad de la
velocidad con MBC de 148 %, 180 % y 159% respectivamente a una concentracion
de 200 UM para estas actividades (tabla 8), en relacion con los controles ( 100% de
actividad).

Tabla 8. Efecto del MBC y sus compuestos de coordinacion sobre los
diferentes procesos de la fotosintesis.

Ted Tef Teh Sint ATP | Captacion de P
% de % de % de % de % de
actividad | actividad | actividad | inhibicion inhibicion
concentracion 200pyM | 200pM | 200uM | 200 M 200 uM
MBC 159 180 148 20 157
Y% actividad
{Co(MBC),Cl>]2H,0 98 180 81 100 93
(150uM) (10uM)
[Cu(MBC)(CH3;CO0)oH20] 158 180 350 38 80
[Ni(MBC)(CH3COO0)5]2H,0 117 180 150 4 150
% actividad

Estos resultados del efecto del MBC sobre los diferentes procesos de la
fotosintesis, indican que se comporta como desacoplante no clasico, caracteristicas
similares a las reportadas para otros compuestos (Good, 1977; Hoober, 1984), ya
que activaron el Te- desacoplado, sin embargo, no inhiben la fotofosforilacion
drasticamente, mostrando 20% de inhibicion a 200 uM y la captacion de protones no
es afectada, a diferencia de los desacoplantes clasicos que no afectan el Te-
desacoplado, pero si inhiben el Te- fosforilado y la captacion de protones, por lo que
estan de acuerdo con la teoria quimiosmdtica de Mitchel (Neumann y Jadgendorf,
1964). Cabe aclarar que los desacoplantes que inducen activacion del transporte de
electrones desacoplado; promueven una mayor permeabilidad de la membrana del
tilacoide al paso de H' que destruyen el estado energizado de la membrana o por
activacion directa de una enzima redox de regulacion ( Neumann y Jadgendorf,
1964); tal como actuaron los compuestos (MBC, [Ni(MBC)(CH,COO0)2]2H20 vy
[Cu(MBC)(CH;CO0)5H201), con excepcion del compuesto [Co(MBC).Clz}2H0.
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FIGURA 19. Efecto de la concentracion de [Co(MBC),Cl,]2H,0 en las diferentes
actividades fotosintéticas. Con valores del control para: (¢) CAPTACION DE
PROTONES (40.2 peq de H'/ mg clo)(h), (W)SINTESIS DE ATP (208 pMoles de
H+/mg chi)(h), (M) Te- BASAL (1360 neq de H'/ mg clo)(h),), (&) FOSFORILADO
(500 peq de H'/ mg clo)(h),) Y (@)DESACOPLADO (1880 neq de’/mg clo)(h).

Efecto de [Co(MBC),Cl,]J2H,0 sobre las diferentes actividades de la
fotosintesis.

El compuesto de coordinacion [Co(MBC),Cl,)2H,0 muestra mayor actividad
desacoplante con respecto a la del ligante (MBC), se aprecian magnitudes diferentes
tal como se observa en la figura 19, comparada con la figura 18. El compuesto
[Co(MBC),Cl,]2H,0 inhibe la fotofosforilacion y la captacién de protones a
concentraciones de 150 uM y 10 tM un 100% y 93% respectivamente (tabla 8), y la
actividad del transporte de electrones basal y fosforilado fué activado al incrementar
las concentraciones del compuesto; se requirieron mayores concentraciones del
compuesto de cobalto para observar este efecto, comparada con la concentracion
requerida para captacion de protones (10 M ), por ejemplo, se observd para el Te’
fosforilado un aumento de 180% de su actividad a 200uM y el basal incremento a
173% en su actividad a 150 uM (tabla 8). Se observa en la figura 19 que el
compuesto [Co(MBC),Cl,]2H,0 induce una disminucion en el Te' desacoplado que
corresponde a un 10% de inhibicién a una concentracién de 50 nM y después se
revierte.



Los resultados obtenidos indican que el compuesto [Co(MBC),Cl,]2H,0 actla
como inhibidor débil de la reaccién de Hill simultdnea a la de desacoplamiento, de
manera similar a las reportadas para otros compuestos (Nicholls y Ferguson, 1982),
por lo tanto, de acuerdo con las caracterizticas descritas, se observa que este
compuesto actua como un desacoplante no clasico e inhibidor débil de la reaccién

de Hill.
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FIGURA 20. Efecto de la concentracion de [Cu(MBC)(CH,COO);H20] en las diferentes
actividades fotosintéticas. Con valores del control para (¢#) CAPTACION DE
PROTONES (268 peq de H'/ mg clo)(h), (¥) SINTESIS DE ATP (1540 pMoles de
H*/mg clo)(h), (M) Te- BASAL (200 neq de H*/ mg clo)(h), (4) FOSFORILADO (500
neq de H'/ mg clo)(h), Y (@) DESACOPLADO (2400 peq de’/mg clo)(h).
Efecto de [Cu(MBC)(CH;C00)2H20] sobre las diferentes actividades
fotosintéticas.

En la fig 20 se ve que este compuesto presentd un efecto inhibitorio de 38% en la
fotofosforilacion y de un 80% de la captacion de protones a 200 yM para ambas
actividades. En la misma figura 20, se observa el efecto de estos sobre los flujos de
electrones basal, fosforilado y desacoplado, los resultados muestran una activacion
de 350%, 180 % y 158% respectivamente a 200 pM (tabla 8). Estos resultados
indicaron que se comporté como desacoplante no clasico, y de mayor potencia en su

efecto desacoplante que el ligante (MBC) a la misma concentracién (200 uM ).
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FIGURA 21 Efecto de la concentracion de [Ni(MBC)(CH,COO)2]2H20 en las
diferentes actividades fotosintéticas. Con valores del control para; (¢)CAPTACION
DE PROTONES (56 peq de H'/ mg clo)(h), (¥) SINTESIS DE ATP (205 pMoles de

H'/mg clo)h), (@) Te- BASAL (1280), (A) FOSFORILADO (500) Y
(®)DESACOPLADO (1200 neq de’/mg clo)(h).
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Efecto del [Ni(MBC)(CH,C0O0),]2H,0 sobre las diferentes actividades de la
fotosintesis.

El compuesto de coordinacion [Ni(MBC)(CH,COO);)2H,0 muestra actividad
desacoplante semejante a la del ligante (MBC), aunque de magnitudes diferentes tal
como se observa en la figura 21. Los Te’ basal, fosforilado y desacoplado de este
compuesto son activados en 150%, 180%, y 117% a una concentracion de 200uM
(tabla 8), por otro lado este compuesto inhibe un 4% a 200pM la fotofosforitacion, lo
cual es muy leve y no disipd el gradiente de protones portdndose como desacoplante
no clasico, ya que los desacoplantes clasicos actuan como protonoforos haciendo a
la membrana del tilacoide permeable a protones, permitiendo asi la disipacion del
ApH (Avron y Shavit, 1965), en donde los protones se encuentran en ambas fases
acuosas, separadas por una membrana; lo cual no ocurre con éste compuesto de
coordinacién [Ni(MBC)(CH,COO)5]2H50.
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Efecto del MBC y sus compuestos de coordinacion en la actividad de
Mg*-ATPasa.

Los desacoplantes como el NH,Cl y FCCP activan la velocidad de hidrolisis
del ATP, para la Mg®*-ATPasa unida a membrana tilacoidal, por ello en este trabajo
se determind el efecto del MBCy sus compuestos de coordinacion sobre la
Mg?*-ATPasa, con el objeto de ver si se comportan como los desacoplantes clasicos.

Tabla 9 . Efecto del MBC y sus compuestos de coordinacion a 150yM y a 200uM
sobre el % de actividad de la Mg*2-ATPasa.

% ACTIVIDAD SOBRE Mg*-ATPasa
COMPUESTO [150uM] |200M]
MBC 1135 30
[Co(MBC),Cl,J2H,0 185 83
[Cu(MBC)(CH;COO0)2H,0] 218 400
[Ni(MBC)(CH,C00)5]2H90 127 97
Las velocidades para los controles son:
del MBC: 179.4 (1Moles de Pi)(h-1)(mg Clo-1),
[Co(MBC),Cl,)2H,0: 60.7 (1Moles de Pi){h-1)(mg Clo-1),
[Cu(MBC)(CH,CO0)2H20}: 12414  (uMoles de Pi)(h-1)(mg Clo-1),
[Ni(MBC)(CH3C00)2]2H20: 115,33 (1Moles de Pi)(h-1)(mg Clo-1),

donde 0 % de inhibicion= 100 % de actividad, en relacion al control.

Los resultados encontrados se muestran en la tabla 9, donde se observa que
a 150 uM tanto el MBC como sus compuestos de coordinacion activan a la
Mg**ATPasa, de manera similar como lo hacen el NH,Cl y FCCP, tal como se
aprecia en esta tabla el MBC y los compuestos sintetizados presentan las siguientes
caracteristicas: el compuesto [Co(MBC),Cl,]2H,0 presenta una actividad de 185% a
150 uM, el compuesto [Ni(MBC)(CH,C00)2]2H20 presenta 127% de actividad a una
concentracion de 150uM. En cambio, el compuesto [Cu(MBC)(CH;COQ)oH20]
presenta una actividad de 218% a 150pM y una actividad de 400% a 200pM.

El MBC y sus compuestos de coordinacion [Co(MBC),Cl,2H,0 vy
[Ni(MBC)(CH,C0O0)2]2H20, inhiben la actividad de la Mg**ATPasa a una
concentracion de 200 puM (tabla 9), este efecto de los compuestos sobre la
Mg*2-ATPasa contribuye a caracterizarlos como desacoplantes; con la luz se crea
un estado energizado de la membrana del tilacoide de mayor energia, en forma de
un gradiente electroquimico de protones, activando a la Mg*2-ATPasa, en estas
condiciones la enzima puede hidrolizar ATP al adicionarselo en la obscuridad y crear
un gradiente electroquimico de protones (Nicholls y Ferguson, 1982; Hiroshi, 1990),
mismos que fueron disipados por la actividad desacoplante de estos compuestos de
coordinacion indicados en la tabla 9, comportandose como desacoplantes de
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manera diferente de como actuan los inhibidores de la fotofosforilacion en
cloroplastos de espinaca (Lotina y Cols., 1995).

La inhibicion de la Mg*’ATPasa observada a estas concentraciones (150 y
200 pM) de desacoplante puede explicarse como la caida del ApH'" abajo del nivel
minimo requerido para que la enzima retenga su conformacion activa en la
obscuridad, ya que esta actividad requiere un minimo de energizacion de la
membrana (Carmeli, 1969). Sin embargo, existe evidencia experimental para los
desacoplantes que sugiere que la inhibicion puede deberse a una interaccion
especifica del compuesto con el sitio catalitico o el canal de protones de la enzima
(Pick, 1988).

Se considera que la sintesis e hidrolisis de ATP son procesos inversos que
pueden ocurrir por regulacion, de acuerdo con las nesecidades energéticas de las
células; por lo tanto, para observar una de las dos reacciones, es necesario que la
otra esté inhibida. Durante la activacion con luz se genera un estado de alta energia
que los desacoplantes disipan. Cuando el ApH disminuye, el ATP puede hidrolizarse
a través del proceso inverso a la fosforilacion (Hiroshi, 1990). Con bajas
concentraciones de desacoplante se inhibe parcialmente cualquier sintesis de ATP
dependiente del ApH y por lo tanto se estimula la actividad de Mgz'ATPasa. Se ha
encontrado ademas que una vez que la enzima esta activada y en presencia de
ATP, esta puede liberar protones para contribuir al ApH generado durante la etapa
de iluminacion; asi que concentraciones moderadas de desacoplante permitiran que
el ApH fuera el optimo para la hidrélisis de ATP, y no asi para la fotofosforilacion
(Carmeli, 1970) , los compuestos aqui estudiados cumplen las observaciones que
indican que actiian como desacoplantes.

Efecto del MBC y sus compuestos de coordinacion en tratamientos de
Post-emergencia en diferentes plantulas.

De acuerdo a lo planteado en los objetivos de ésta tesis, se realizaron éstos
ensayos de post-emenrgencia en condiciones ambientales utilizando los mismos
tipos de plantas, cuyas semillas se usaron en los experimentos de germinacién y de
respiracion, se dejaron crecer hasta que fueron plantulas y se aspersaron las hojas
con soluciones acuosas de los compuestos durante 10 dias, de acuerdo a la
metodologia descrita y reportada por Upadhyaya (1986), a continuacion se
presentan los siguientes resultados obtenidos:
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Se ensayo con plantulas de Triticum vulgare realizando experimentos en
condiciones de post-emergencia trabajando con concentraciones de 50, 100, 150 y
200 1M de MBC y sus compuestos de coordinacion. Los resultados encontrados se
muestran en la figura 23, donde se muestra que no se observo ningun cambio en
relacion con el control, como se muestra en las fotografias tomadas a los 10 dias de
haber aspersado tanto el MBC como sus compuestos de coordinacion sobre las
plantulas de trigo ( figura 22). Con base en estas observaciones se puede decir que
ni los compuestos ni el Carbendazim presentaron efecto post-emergente sobre ésta
graminea.

El MBC a una concentracion de 150 uM aspersado (Malan, 1981), durante 10
dias sobre las hojas de plantulas de Physalis ixocarpa presenta el fenémeno
llamado clorosis que consiste en una decoloracion de las hojas, en éste caso
aparece en algunos puntos de las hojas de las plantulas donde se agrego el
Carbendazim.

En las plantulas donde se aspersaron los compuestos de coordinacion de
MBC, se observo a los 10 dias que a la misma concentracion (150 yM ), también se
presenta clorosis pero mas pronunciada que en las plantulas donde se agrego el
Carbendazim, como se muestra en las fotografias de las plantulas (figura 23), la
clorosis inducida es mayor para el compuesto [Cu(MBC)(CH;COQ)9H20] que en las
plantulas donde se adicionaron los compuestos [Co(MBC),Cl,)2H,0 y
[Ni(MBC)(CH3C00)2]2H20. Sin embargo al incrementar la concentracion de éstos
compuestos a 200 M, la clorosis se incrementa. Por lo tanto, el MBC y sus
compuestos de coordinacion presenta efecto clorético sobre el tomate (graminea de
hoja ancha).

Salvia microphylla:

Se sembraron varios tipos de semillas de diferentes malezas, pero las unicas

que crecieron a nivel de plantulas fueron las de Salvia microphylla por lo tanto con

ésta maleza se hicieron los ensayos de post-emergencia ( figuras 24a y 24b) en las
mismas condiciones que los anteriores ensayos, observandose los siguientes

resultados:
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Todos los compuestos incluyendo al MBC muestran un fuerte efecto sobre el
crecimiento de las plantulas de Salvia microphylla en concentraciones de 50 y
100 pM, en relacion a los experimentos control que se realizaron. EI compuesto
[Cu(MBC)(CH;CO0),H,0] tiene un efecto notorio sobre el crecimiento de las
plantulas en concentraciones de 50 y 100 1M, en cambio el Carbendazim afecta mas
al crecimiento cuando se usa a 100 uM (figuras 24a y 24b).

El compuesto [Ni(MBC)(CH,CO0),]2H,0 inhibe el crecimiento de las
plantulas y ademas se aprecia de manera notoria el efecto clorético sobre sus hojas.
El mas activo sobre ésta maleza resulta ser el compuesto [Co(MBC),Cl,]2H,0 que a
partir de una concentracion de 50 uM afecta al crecimiento de la plantula y a 100 uM
es mas notorio su efecto inhibitorio, en relacion al control en las mismas condiciones
(figuras 24a y 24b).

De lo anterior se puede decir que nuestros compuestos presentan un efecto
selectivo post-emergente en las plantas usadas ya que no tienen efecto sobre
plantas de hoja angosta como es en el caso del trigo (Triticum vulgare) y si en las
plantas de hoja ancha tanto de plantas de uso agricola como el tomate verde
(Physalis ixocarpa) donde produce clorosis y de malezas (Salvia microphylla),
donde ademas de producir clorosis, afecta al crecimiento de las plantulas, de forma
similar a lo reportado (Hathway, 1986).

Cabe mencionar que el transporte de electrones fotoinducidos, en presencia
de éstos herbicidas producen clorosis. La reconstruccion cronologica de los cambios
que ocurren en plantas intactas del efecto de herbicidas en la composicion de
pigmentos de cloroplastos aislados se ha seguido. La destruccion sequencial de los
pigmentos encontrados para algunos herbicidas sigue este orden: [}-carotenos,
clorofila a, xantofilas y finalmente clorofila b (Moreland, 1980), estas observaciones
probablemente sean similares a las producidas por el MBC y sus compuestos de
coordinacion en plantas de hoja ancha, el cual requiere ser investigado.

La degradacion de pigmentos es considerada como resultado de la
fitotoxicidad inducida por la inhabilidad de la clorofila para disipar la energia de
exitacion absorbida cuando el transporte de electrones es inhibido (Moreland. 1980).
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Efecto del MBC y de sus compuestos de coordinacion en la respiracion de

diferentes semillas.
Triticum vulgare

Los resultados del efecto del ligante (MBC) y sus compuestos de coordinacion
ensayados en semillas de Triticum vulgare sobre la respiracion a 28°C, se
muestran en la figura 26, se observa que el MBC acelera la velocidad de respiracion
de las semillas de Triticum vulgare a 150 uM a partir de las 48 y a las 72 hrs. de
exposicion sugiriendo que actia como desacoplante, en cambio a 200 uM a las 48
hrs. se inhibe 24% ya que mostrd una actividad del 76%, polarograficamente medido
con el electrodo de Clark conectado al oximetro. El compuesto
[Cu(MBC)(CH,COO0)2H20] no tiene un efecto significativo sobre la respiracion del
trigo a 200 1M, ya que presenta un 100% de actividad de respiracion a las 24 hrs.
para luego disminuir al 80% la velocidad de la respiracion a las 72 hrs. de
exposicion, es decir que se presenta un 20% de inhibicion de la respiracion, en
relacién con el experimento control.

El compuesto [Co(MBC),Cl;)2H,0 no presenta ningun efecto a las 24 y 48
hrs., pero a las 72 hrs. de exposicion mostrd una actividad desacoplante, ya que
acelera la respiracion hasta un 133% a una concentracion de 150 uM; estos
resuitados sugieren que el compuesto no se transforma facilmente para llegar al sitio
de afectacion en la mitocodria (Standell, 1985).

En la misma figura 26, se observa que, a la misma concentracion el
compuesto [Ni(MBC)(CH,C00)2]2H»0 inhibe 34% de las 24 a las 72 hrs., en
cambio, a las 48hrs. la activa hasta 183% a 150 pM, los resultados obtenidos
indican que actua como desacoplante a las 48 hrs. Estos datos indican que el
compuesto se metaboliza en funcion de tiempo.

El MBC a las 24 hrs. presenta un efecto inhibitorio suave de la respiracion de
las semillas de Triticum vulgare a una concentracion de 200 M, probablemente el
MBC tenga dificultades de transporte para llegar al sitio de ataque o es
biotransformado y posteriormente se manifiesta su actividad desacoplante que es de
las 48 a las 72 hrs (figura 26).
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Figura 26. Efecto de las concentraciones de los cmnpueslos en la actividad de respiracion de las semillas de

Triticum yalgare durante 24.48 y 72 horas a 28°C.



Los resultados comparativos (figura 27) de la respiracion de semillas de
Triticum vulgare, con los diferentes compuestos (MBC), [Ni(MBC)(CH;C00)2]2H20
(Ni), [Cu(MBC)(CH;CO0),H50] (Cu) [Co(MBC),Cl,)2H,0 (Co) ensayados en
concentraciones 0, 150 y 200 uM, durante los diferentes dias ( I, Il y lll); indican que
son contados los eventos donde se inhibe el proceso de respiracion de semillas de
trigo, comparado con el control (100% de actividad), en cambio se aprecia como se
incrementa la actividad de respiracion de estas semillas, para el MBC y sus
complejos cuando el % de actividad es mayor que los controles (100% de actividad),

en concentracion 0 uM.
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Figura 27. Porcentaje de actividad de los diferentes compuestos, usando
concentraciones 0, 150 Y 200 uM, durante I, 1Y Il dias de exposicion a 28 °C. sobre la
respiracion de semillas de Triticum vulgare. Incluye desviacion estandar.
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Physalis ixocarpa

En semillas de Physalis ixocarpa a 28 °c (figura 28), se observa que el
MBC acelera la respiracion de las semillas a bajas concentraciones durante 24 a 96
hrs. de ensayo, en cambio arriba de 150 uM, empieza a inhibir la respiracion de
estas semillas, a las 96 hrs de exposicion, presenta un 40% de inhibicion en esas
condiciones. Se propone que actua como desacoplante de la fosforilacion oxidativa,
de acuerdo a lo que reportan Moore y Rich, 1980.

En cambio el compuesto [Ni(MBC)(CH,CO0)2]2H,0 presenta una actividad
desacoplante a las 24 y 48 hrs.a bajas concentraciones, aunque alas 72 hrs. y a las
96 hrs. inhibio la respiracion a la misma concentracion, ejemplo, a 50 M inhibe la
respiracion un 50%. A concentraciones entre 100 y 200 uM se manifiestan otros
efectos.

A la misma concentracion, se observa que el compuesto [Co(MBC),Cl,]2H,0
activa la respiracion a 50 uM, indicando una actividad desacoplante de la respiracion
ya que se incrementa a 120% y a 180% a las 24 Hrs. y a las 48 Hrs.
respectivamente ; notese que a las 72 hrs. este compuesto inhibe la respiracion
50%, con respecto al control. Los resultados de respiracion sobre Physalis
ixocarpa, indican que el compuesto [Co(MBC),Cl,]2H,0 es el mas activo de los
compuestos ensayados en este trabajo.

El compuesto [Cu(MBC)(CH,C0O0),H50] no afecta la respiracion de semillas
de Physalis ixocarpa a las 24 hrs. de exposicion en todas las concentraciones
ensayadas, en cambio a las 48 y 96 hrs. su potencia en acelerar la respiracion
aumenta, haciéndolo el mas potente a las 96 hrs. a 150 M, pero a las 72 hrs. la
inhibe hasta 50 % a 50 M , revirtiéndose a concentraciones mayores (figura 28).,
estos datos indican que el compuesto es biotransformado en funcion del tiempo de

exposicion.
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Figura 28. Efecto de las concentraciones de los compuestos en la actividad de
respiracion de las semillas de Physalis ivocarpa durante 24, 48, 72 y 96 horas a 28 °c.
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Los resultados comparativos de los diferentes compuestos ( MBC),
[Ni(MBC)(CH,CO0)3]2H20 (Ni), [Cu(MBC)(CH,C00),H,0]) (Cu) y
[Co(MBC),Cl,]2H,0 (Co) ensayados en concentraciones 0, 50, 100, 150 y 200 M,
durante los diferentes dias ( 1, Il, Il y IV) a 28 °C (figura 29), indican el efecto
desacoplante de todos los compuestos en el proceso de respiracion de las 300
semillas de tomate, ya que en algunos casos se activa mas del 200% y en otros
casos se inhibe en relacion a los controles (concentracion OpuM de cada compuesto y
100% de actividad).
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. Figura 29. Porcentaje de actividad de los diferentes compuestos, usando
concentraciones 0, 50, 100, 150 Y 200 uM, durante I, Il Y 11l dias de exposicion a 28 °C
sobre la respiracion de semillas de Physalis ivecarpa. Incluye desviacion estandar
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Sorghum halepense

Se observa que el MBC inhibe la respiracion de las 50 semillas de Sorghum
halepense a las 24 hrs, un 90% a 150 uM a 28 °C (figura 30), en cambio a las 48 y
72 hrs., la activa a una concentracion de 100 1M, siendo mayor el efecto a 50 uM, lo
que indica que actia como inhibidor de la respiracion a las 24 hrs, y después se
metaboliza y el producto actua como desacoplante, posteriormente se biotransforma
ya que la potencia desacoplante disminuye. En |la misma figura 31 se observa que el
compuesto [Cu(MBC)(CH,CO0)2H20], inhibe la respiracion de un 25% a un 50% a
una concentracion de 0 a 100 pM, a concentracion de 200 uM presenta una
inhibicion de la actividad respiratoria del 90% a las 48 hrs. de exposicion y a las 72
hrs. su inhibicién de la respiracion de las semillas es del 39%. Notandose una
recuperacion del efecto inhibitorio de éste compuesto, lo que sugiere que también es
biotransformado (Standeli, 1985).

Por otro lado el compuesto [Ni(MBC)(CH;COO0)2]2H>0 a 200uM (figura 31)
muestra a las 48 hrs una inhibicion del 54% y a las 72 hrs. de un 19% de inhibicion,
observandose que la potencia del efecto inicial de este compuesto sobre la
respiracion de estas semillas disminuye, es probable que el compuesto se empiece a
metabolizar. Nétese que el compuesto [Co(MBC),Cl,]2H,0 es el mas activo ya que a
la misma concentracion de 200uM muestra a las 72 hrs. un 86.4 % de inhibicion, a

las 24 y 48 hrs., presenta un efecto inhibitorio marginal.

Para la demostracion del sitio de inhibicion en la cadena respiratoria se

recomienda ensayar su efecto en mitocondrias aisladas.
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Figura 30. Efecto de las concentraciones de los compuestos en la actividad de
respiracion de las semillas de Shorgum halepense, durante 24,48 Y 72 horas a 28°C.



Los resultados comparativos de los diferentes compuestos (MBC),
[Ni(MBC)(CH;COO0)2]2H20 (Ni), [Cu(MBC)(CH;CO0),H,0] (Cu) y
[Co(MBC),Cl,)2H,0 (Co) ensayados en concentraciones 0, 50, 100, 150 y 200 pM,
durante los diferentes dias ( I, Il y lll), a 28 °c (figura 31); indican que cuando se
utilizan concentraciones de MBC de 50 y 100 uM, la actividad en el proceso de
respiracion de 50 semillas de Shorgum halepense se duplica ( 200%), en relacion
con los controles (100% de actividad con 0 uM de concentracion de cada
compuesto). En todos los otros casos, el proceso de respiracion de las semillas de
esta maleza, se inhibe con los diferentes compuestos, lo que se observa con las

barras menores al 100% de actividad de los controles a 0 uM.
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- Figura 31. Porcentaje de actividad de los diferentes compuestos, usando
concentraciones 0, 50, 100, 150 Y 200 uM, durante I, Il Y 1l dias de exposicion a 28 °C.
sobre la respiracion de semillas de Shorgum halepense, INCluye desviacion estandar.
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Cassia obtusifolia :

Los compuestos sintetizados presentan un efecto, ya sea inhibidor o
desacoplante mas drastico en las malezas; ya que en éste caso, después de las 24
hrs. de exposicion a 28 %, como se aprecia en los resultados. EI MBC presenta una
inhibicion del 100% de la respiracion de 20 semillas de Cassia a 200 uM (figura 32).
pero es mucho mas activo el compuesto [Ni(MBC)(CH,CO0)32]2H20 ya que alcanza
el mismo 100% de inhibicion a una concentracion menor (50 uM), acelerandola
paulatinamente a concentraciones mayores, o que indica que presenta dos efectos
sobre la respiracion de estas semillas, uno inhibitorio a bajas concentraciones
(50uM) y otro desacoplante de la fosforilacidn oxidativa a concentraciones mayores
(200 puM).

El compuesto [Cu(MBC)(CH,COO)2H20] en cambio, acelera la respiracién un
500% a 100 pM y a 200 uM la acelera a un 200% de actividad de la respiracion,
indicando que actua como un desacoplante potente (figura 32).

El compuesto [Co(MBC),Cl,)2H,0 resulta ser junto con el
[Ni(MBC)(CH,CO0)2]2H20 los que mas inhiben la respiracion de ésta maleza, el
compuesto [Co(MBC),Cl,]2H,0 inhibe un 50% a 100 yM, y a 200 pM inhibe un 75%
como se muestra en las graficas de la figura 32 a las 24 Hrs. a 28 °c.

Los resultados comparativos de los diferentes compuestos  (MBC),
[Ni(MBC)(CH,CO0)3]2H20 (Ni), [Cu(MBC)(CH,CO0)9H,0] (Cu) y
[Co(MBC).Cl,)2H,0 (Co) ensayados en concentraciones 0, 50, 100, 150 y 200 uM
(figura 33), indican los casos en que se inhibe la respiracion totalmente (0% de
actividad) en las determinaciones realizadas, especialmente con el ligante MBC.
También se observan eventos en los cuales se incrementa la actividad en el proceso
de respiracion de semillas de Cassia obtusifolia, cuando el porcentaje de actividad
es mayor del 100%, lo que ocurre con las diferentes concentraciones que se

muestran (figura 33).



Figura 32. Efecto de las concentraciones de los compuestos en la actividad de
respiracién de las semillas de Cassia obwsifolia, durante 24 horas a 26°C.

73



Cassia obtusifolia
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. Figura 33. Porcentaje de actividad de los diferentes compuestos, usando
concentraciones 0, 50. 100, 150 Y 200 uM, a 28 °C, sobre la respiracion de semillas de nI:

Estos resultados obtenidos muestran que el MBC y sus compuestos de
coordinacion afectan la respiracion de las semillas ya sea inhibiéndola o
acelerandola, con el objeto de dilucidar su mecanismo de accion se requiere ensayar
los compuestos en mitocondrias aisladas para complentar su caracterizacién como
desacoplantes en la cadena respiratoria 0 como inhibidores de la misma.

La cadena respiratoria (0 “cadena transportadora de electrones”) es una
sucesion lineal de transportadores de electrones dividida en tres regiones en las que
la energia libre que proviene de la oxidacion de sustratos del ciclo de Krebs, puede

ser utilizada para la sintesis de ATP (Nicholls y Ferguson, 1982).
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El acoplamiento entre la respiracion y la sintesis de ATP puede romperse con
ciertos agentes llamados “desacoplantes” que suprimen el control respiratorio, es
decir, estimulan la respiracion en ausencia de sintesis de ATP y producen la rapida
hidralisis de ATP (Nicholls y Ferguson, 1982).

Lo anterior se describe ya que algunos de los compuestos ensayados
presentaron un aceleramiento de la respiracion en comparacion del control y
posiblemente se comporten como desacoplante en la cadena respiratoria al igual

que en la fotosintetica como se vio previamente.

En el caso en que la respiracion fué inhibida después de transcurrido cierto
periodo de tiempo se puede decir que los compuesto usados actuan como
inhibidores del transporte de electrones, o bien como inhibidores de la transferencia
de energia a nivel mitocondrial. Por eso para confirmarlo es necesario realizar

experimentos en mitocondrias aisladas de plantas.

En aquellos casos en que se cbserva una recuperaciéon de la actividad
respiratoria por parte de las semillas después de un tiempo transcurrido se puede
sugerir que los sistemas enzimaticos de las semillas metabolizan los compuestos y
se transforman en compuestos que manifiestan otra actividad para el desarrollo de la

planta.
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Efecto de MBC y sus compuestos de coordinacion en la germinacion de

plantas agricolas y malezas.

Se probaron el MBC y sus compuestos de coordinacion en la germinacion de

diferentes tipos de semillas (cuyo numero esta en la tabla 1), donde se observa

(figura 34) lo siguiente:

8 &8 8

% INHIBICION DE GERMINACION
n 5
o o

0

Sorghum halepense Physalis ixocarpa Triticum vulgare Cassia obtusifolia

[] MBC [ [Co(MBC),Cl,]2H,0
[ [CUMBC)(CH,C00,H0] [ IN(MBC),(CH,CO0)2]2H,0

Figura 34. Efecto del MBC y sus compuestos de coordinacion en la inhibicion de la
germinacion de semillas de plantas de uso agricola (Triticum vulgare (20 semillas)
y Physalis ixocarpa (100 semillas) y malezas (Sorghum halepense (100 semillas)
y Cassia obtusifolia (20 semillas) a una concentracion de 150 pM, con un tiempo
de exposicion de 96 hrs., todo lo cual se realizo a 28 ° C, se incluye desviacion

estandar. Condiciones especificas se describen en material y métodos, corresponde

al control 0% de inhibicion de la germinacion a una concentracion de 0 uM.
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Triticum vulgare
El MBC presenta una inhibicién de la germinacion del 56% a 150 uM durante
las 96 horas de exposicion (figura 34), y su efecto sobre el crecimiento radicular es

afectado respecto al control, a 28 °C (figura 35).

El compuesto [Co(MBC),Cl,}2H,0 inhibe 96% la germinacion de semillas de
trigo a 150 1M a los 4 dias de exposicion (figura 35). y se mantiene constante con
96% de inhibicion a una mayor concentracién de 200 M en las condiciones
descritas en material y métodos (figura 35), este resultado indica que el compuesto
[Co(MBC),Cl,]2H,0 es mas potente como inhibidor de la germinacion de semillas de
trigo que el MBC.

El compuesto [Ni(MBC)(CH;COQ)2]2H50 resulta ser el menos activo, ya que
a una concentraciéon de 150 uM presenté una inhibicion del 38%, en relacion con €l

control, (figura 35).

El compuesto [Cu(MBC)(CH;C00)2]2H,0, presenta una inhibicion de 80% en
la germinacion de semillas de trigo cuando se usa a una concentracion de 150 uM

en iguales condiciones (figura 35).

Los resultados encontrados indican que el compuesto [Co(MBC),Cl»]2H,0 es
el mas potente en la inhibicion de la germinacion, lo cual resalta que algunos
compuestos de coordinacion son mas potentes para inhibir la germinacion que el
ligante MBC (Dodge, 1987).
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Physalis ixocarpa

EI MBC inhibe A 28 ° C, la germinacion un 83% cuando se agrega a 150 uM,
(figura 34), al inhibir el crecimiento radicular;, en relacion con el control, como se

muestra en la figura 36 .

El compuesto [Co(MBC),Cl,)2H,0 presenta un 90% de inhibicion de la
germinacion de estas semillas, en las mismas condiciones; se observa que la parte
mas afectada es en el crecimiento radicular. El mas activo en ésta determinacion
resulté ser el compuesto [Cu(MBC)(CH;C0O0),}2H,0 con un 100% de inhibicion de
la germinacion, observando que el crecimiento radicular se inhibe totalmente a 150
1M con un tiempo de exposicion de 96 hrs (figura 36), de manera diferente de como
se comportan otros compuesto reportados (Perez-Garcia y Cols., 1995), donde se

vario la temperatura y el tiempo de almacenamiento.

El compuesto [Ni(MBC)(CH4C00),]2H,0 presenta 80% de inhibicion de la
germinacion, siendo una diferencia del 3% con el MBC (83% de inhibicion), pero
tomando en cuenta las desviaciones estandar de ambos, se puede decir que tienen
un comportamiento parecido, aunque de los cuatro compuestos usados tiene la

tendencia a ser el inhibidor mas débil.

De lo anterior se puede decir que el ligante MBC modifica su actividad cuando
estd como compuesto de coordinacion, ya que se potencia como en el caso del
compuesto [Cu(MBC)(CH;C00),H50] o bien existe la tendencia a aumentar como
con el compuesto [Co(MBC),Cl,]2H,0 y como en el caso del compuesto
[Ni(MBC)(CH,C00),]2H,0 la tendencia es a disminuirla, cuando se usan semillas
de tomate, a 28 °C, de acuerdo a lo que propone Upadhyaya(1986) (figura 34).
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FIGURA 36 EFECTO DE LOS COMPUESTOS QUE SE MUESTRAN, SOBRE LA

GERMINACION DE SEMILLAS DE Phlsalis ixocarpa.
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Sorghum halepense

Los experimentos se realizaron a 28 ° C, con una concentracion de a 150uM y un
tiempo de exposicion de 96 hrs.

El MBC inhibe, la germinacion de Sorghum halepense, un 54% a 150 M,
afectando poco el crecimiento radicular (figura 37). En cambio sus compuestos de
coordinacion presentaran mayor inhibicion de la germinacion de estas semillas. El
compuesto [Cu(MBC)(CH3;COO0)9H2 0] inhibe la germinacion un 61% y el crecimiento
radicular moderadamente respecto al control. EI compuesto (Co(MBC),Cl,]2H,0
inhibe la germinacion de Sorghum halepense 64% y el crecimiento radicular se
inhibe mas que el crecimiento del tallo, como se muestra en las figuras 34 y 37.

El compuesto [Ni(MBC)(CH,CO0)2]2H20 resuité ser el mas activo ya que
afecta hasta un 83% e inhibe el crecimiento radicular en relacion al control ( figuras
34y 37),

Cassia obtusifolia

El ligante MBC result6 ser activo, presentando una inhibicién de 92% en la
germinacion de semillas de Cassia obtusifolia, en las condiciones descritas. Los
compuestos de coordinacion del MBC presentan mayor actividad inhibitoria de la
germinacion de esta maleza que el propio ligante, ya que el compuesto
[Ni(MBC)(CH,C00)2]2H20 inhibe 96% la germinacion de éstas semilias de maleza,
(figura 38). Los compuestos [Cu(MBC)(CH,C00)2H20} y [Co(MBC),Cl;)2H,0 fueron
los mas activos ya que inhiben 100% ésta germinacion a 150uM de concentracién en
tan solo 24 horas de exposicion y no hay recupeacion posterior. Se puede decir que
los cuatro compuestos utilizados son bastante activos sobre la inhibicion de la
germinacion de semillas de Cassia obfusifolia, pero los compuestos
[Co(MBC),Cl,J2H,0 y [Cu(MBC)(CH;CO0)2H20] en mayor grado que el compuesto
[Ni(MBC)(CH,COO0)2]2H20 y el MBC, en relacion con el control, en estas

condiciones,

80



(TP DRI SRS et S inme + emeeias

FIGURA 37 EFECTO SOBRE LA GERMINACION DE SEMILLAS DE Sorghum
ﬂai’e@nse DEL MBC Y SUS COMPUESTCS DE CCORDINACION. '

tCo(MQC)zCIi] '

o Sltorgumfh‘dl:qrensr—-””
|Ca(MBC)(CH:COOJHI0.

'y

v
’

Shorgum halepeflge




Se han reportado la fisiologia y los procesos bioquimicos requeridos para el
crecimiento de la planta y desarrollo, incluyendo la division celular, alargamiento y
diferenciacion, en todas las reacciones de biosintesis son promovidas por la energia
derivada de ATP. Por lo tanto los compuestos ensayados pueden producir
fitotoxicidad por accion directa en alguno de los pasos de |as reacciones como la de
los acidos nucléicos y sintesis de proteinas o indirectamente por la inhibicion de la
produccion de energia celular que se requiere para impulsar las reacciones de
biosintesis (Moreland, 1980).

La dependencia de la division célular de la fosforilacion oxidativa ha sido
documentada extensivamente (Moreland, 1980).

La division celular en plantas superiores se suprime bajo condiciones en que
la glucolisis y la fosforilacion oxidativa son inhibidas o bien por inhibicion de
proteinas o de la sintesis de DNA y RNA. Algunos desacoplantes de la fosforilacion

oxidativa producen aberracion mitética.

Correlacion Estructura-Actividad.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta tesis, se puede observar
que existe una relacion entre las estructuras de los compuestos y la actividad
biologica de los mismos, el compuesto {Co(MBC).Ch]2H,0 con estructura tetraédrica
fué, en la mayoria de los casos el que mostro mayor potencia, en relacion con los
compuestos octaédricos y pentacoordinado; especialmente sobre las malezas, tanto
en los ensayos sobre plantulas vivas como en los experimentos de respiracion y de
germinacion asi como cuando se trabajo sobre los procesos fotosintéticos descritos,
lo que se puede atribuir al impedimento estérico (Es) que es mas pronunciado en
tanto los compuestos octaédricos de niquel como el pentacoordinado de cobre, en
relacion con el tetraédrico de cobalto, que puede impedir mas facilmente su
actuacion sobre los sistemas biologicos estudiados. Sin embargo, también se puede
decir que los compuestos de coordinacion, resultaron ser, en la mayoria de los
casos, mas potentes que el ligante MBC, como se plantea en la hipotesis propuesta,

aunque la estructura del MBC es bastante plana, pero parece ser que los iones
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metalicos potencian su efecto sobre los procesos estuados en esta tesis, sobre todo
en la respiracion y germinacion de semillas, ya que en las actividades fotosintéticas
todos se comportaron como desacoplantes no clasicos en mayor o en menor grado,

comportamiento parecido a los compuestos estudiados por Osabe y Cols., 1992.

Es importante mencionar que todos los compuestos estudiados en esta tesis
son hidrofobicos y que a esto se les puede atribuir su efecto desacoplante en los
procesos fotosintéticos de forma diferente a la que reportan Balaz y Cols., 1986; ya
que en este caso se puede presentar balance hidrofobico-hidrofilico que les permite
llegar al sitio de accion, Otra posibilidad esta en que |a estructura tetraédrica posee
reactividad libre, lo que le permite liberarse en el sitio de accion para llegar a afectar
con mas facilidad a los procesos bioldgicos con relacion a las estructuras
octaédricas y la pentacoordinada.

También se relacionan con su actividad inhibitoria en la respiracion y
germinacion de semillas, de forma similar a la reportada por Sotomatsu y Cols.,
1987.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES:

1. Se sintetizaron diferentes compuestos de coordinacion del 2-metil bencimidazol carbamato
(MBC) con diferentes sales metalicas de cobre(ll), niquel(li) y cobalto(ll), por medio del método
general de sintesis propuesto, del cual se modificaron algunas variables (temperatura, disolvente,
pH y tiempo de reaccion); se obtuvieron los siguientes compuestos [Cu(MBC)(CH3COO);H,0),
[Co(MBC),CiJ4H,0 ,  [Ni(MBC)(CH3COO)2]2H20,  [NI(MBC)Cla(H20)2),  [N|I(MBC)2(NO3)2J2H,0 y
[Co(MBC),CIJ2H,0. [Estos compuestos Sse caracterizaron por meétodos analiticos y
espectroscopicos.

2. Ei compuesto [Cu(MBC)(CH3COO);H,0], presentd geometria pentacoordinada en donde se
coordina un MBC por medio dei carboxilo del grupo carbamato y por el N imidazélico, también se
coordinan dos acetatos en forma monodentada y el termograma indica que se tiene una molécula
de agua dentro de |a esfera de coordinacion del compuesto.

3. En los compuestos de niquel [Ni(MBC)CH3COO0)z]2H;0, [Ni(MBC)Clz(H20)2], y [N|I(MBC)2(NO3),]2H ;0
predomina la geometria octaédrica, el ligante se coordina de forma bidentada y con ayuda del
analisis termogravimétrico se determina la cantidad y la posicion de las moléculas de agua
mediante las pérdidas de peso y las temperaturas en las que ocurren.

4. En el compuesto [Co(MBC).Cl; 2H,0, dos moléculas de Carbendazim (MBC) se coordinan
solamente por medio del nitrogeno imidazodlico disponible, ya que el MBC presenta un puente de
hidrégeno; completando la esfera de coordinacion con dos cloros, con lo que se obtiene un
compuesto con geometria tetraédrica.

5. Se obtuvieron cristales del MBC y del compuesto [Co(MBC),Cl,] 2H,0 con los cuales se realizo
el estudio por difraccion de rayos-X, donde se determinan con precision los angulos y las
distancias entre los atomos que forman cada compuesto, definiendo la estructura tetraédrica del
compuesto de cobalto; con estos resultados se corrobora la hipotesis planteada (1), en cuanto a
la forma de coordinarse el MBC, ya que presenta un puente de Hidrégeno y una tautomeria, lo
que explica las diferentes maneras de formar enlaces coordinados. Con la informacion que arroja
este estudio se continuara trabajando.

84



6. Se estudiaron los efectos del Carbendazim y sus compuestos de coordinacion en la
fotosintesis in vitro (transporte de electrones basal, fosforilado y desacoplado, fotofosforilacion,

captacion de protones y actividad de H*-ATPasa ); encontrando que todos se comportan como
desacoplantes no clasicos y por orden de mayor a menor potencia, resulto ser:

[Co(MBC),Cl;)2H,0 > [Cu(MBC)(CH;COO0),] H,0 > [Ni(MBC)(CH,COO0);}2H,0 > MBC
Ademas el compuesto [Co(MBC),Cl,) 2H,0 se comportd como inhibidor débil de |a reaccion de Hill.

7. Se ensayaron los efectos del MBC y sus compuestos de coordinacion aplicados durante 10
dias en solucion acuosa en concentraciones de 50, 100 y 150 uM sobre plantulas de gramineas
de uso agricola y de malezas in vivo encontrandose o siguiente:

Se observd que las plantulas de trigo (hoja angosta) no fueron afectadas de manera
notoria en cambio las plantulas de tomate (hoja ancha) presentaron clorosis en presencia de los
compuestos a 150 M en el siguiente orden de actividad:

[Cu(MBC)(CH,C00),} H,0 > [Co(MBC),Cl;}2H,0 » [Ni(MBC){CH,C0O0),}2H,0 > MBC

Cuando se trabajo con malezas (hoja ancha) in vivo, el MBC y todos sus compuestos de
coordinacion mostraron un gran efecto clorético sobre las hojas y el crecimiento de las plantulas
de Salvia microphylla. Encontrandoce el siguiente orden de actividad, en concentraciones de 50
y 100 nM:

[Co(MBC),Cl}2H,0 > [Cu(MBC)(CH;C00);] H,0 > [Ni(MBC)(CH;C0O0);)2H.0 » MBC

De lo anterior se podria decir que éstos compuestos pueden funcionar como
herbicidas selectivos para plantas y malezas de hoja ancha ya que no afectan a las
gramineas de hoja angosta como el Triticum vulgare, y pueden actuar como herbicidas con
actividad post-emergente, en estas condiciones,

8. Usando diferentes tipos de semillas de malezas y de gramineas de uso agricola, se estudio el

efecto del ligante y sus compuestos sintetizados sobre la respiracion de semillas, encontrando:

o Con semillas de Triticum vulgare, de 24 a 72 hrs. de exposicion, usando los compuestos en
concentraciones de 50,100, 150 y 200 uM, se observa que actuan como desacoplantes con el
siguiente orden de actividad:

MBC > [Cu(MBC)(CH:C0OO0);] H,0 » [Ni(MBC)(CH,C00);)2H,0 » [Co(MBC),Cl;}2H,0

e Con semillas de Physalis ixocarpa a |as 96 hrs. de exposicion a 28° C, en concentraciones de
50, 100, 150 y 200 M, se observo el siguiente orden de la actividad desacoplante:
[Co(MBC),Cl;)2H,0 @ [Ni(MBC)(CH,C0Q),}2H,0 > MBC > [Cu(MBC)(CH;C00),] H,0

« Con semillas de Shorgum halepense la actividad inhibitoria desacoplante de los compuestos

en concentraciones de 50, 100, 150 y 200 uM a las 72 hrs. de exposicion a 28 ° C, se presento
en el siguiente orden:
[Co(MBC).Cl] 2H,0 > [Cu(MBC)(CH:C00);] H,0 > [Ni(MBC){CH;C00),J2H,0 » MBC

« Con semillas de_Cassia obtusifolia a las 24 hrs. de exposicion a 28 ° C, se observo el
siguiente orden de actividad de los compuestos usados en concentraciones de 50,100,150 y

200 pm:
[Ni(MBC)(CH,C00);)2H,0> MBC >[Co(MBC),Cl;]2H.0 > [Cu(MBC)(CH:COO0);] H,0
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9. Al determinar el efecto del MBC y sus compuestos a 150 M en la germinacion de semillas, a
las 96 hrs. (4 dias) de exposicion a 28° C, se obtuvo lo siguiente:
e Con semillas de Triticum vulgare se observo que presentan el siguiente orden

de actividad:
[Co(MBC),CL,J2H,0> [Cu(MBC)(CH:C00);JH,0”> MBC > [Ni(MBC)(CH:CO0);]2H,0
inhibicion  96% 80% 56% 38%

o Con semillas de_Physalis ixocarpa se observo el siguiente orden de actividad:

[Cu(MBC)(CH3COO),]H,0> [Co(MBC),Cl;]2H.0 % MBC = [Ni(MBC)(CH,C00)]2H,0
inhibicion ~ 100% 90% 83% 80%
De acuerdo a los porcentajes, se observa una mayor tendencia de inhibicion del
compuesto de cobalto con respecto al MBC y al compuesto de niquel.
o Con semillas de Shorgum halepense |a actividad de los compuestos se presento
en el siguiente orden

[Ni(MBC)(CH:C00),]2H,0> Co(MBC),Cl,]2H,0= [Cu(MBC)(CH;CO0),] H,0 = MBC
inhibicion  83% 64% 61% 54%
De acuerdo a los porcentajes, se observa una mayor tendencia de inhibicion del
compuesto de cobalto con respecto al compuesto de cobre y de este ultimo con el MBC.

o Con semillas de Cassia obtusifolia se observd que presentan el siguiente orden

de actividad:
[Co(MBC),CL]2H,0 = [Cu(MBC)(CH,CO0).] H,0 > [Ni(MBC)(CH,CO0),]2H,0 ¥ MBC
inhibicion  100% 100% 96% 92%

10. Por (ltimo se corelacionan todos los resultados obtenidos, de lo que se puede concluir:

a) Existe una relacion entre las estructuras de los compuestos y la actividad biolégica de
los mismos, el compuesto tetraédrico [Co(MBC).CI2J2H,0 fué el que mostré mayor actividad,
sobre todo sobre las malezas, tanto en germinacion como en respiracion y en fotosintesis,
con lo que se puede decir que la estructura tetraédrica permite que el compuesto afecte con
mayor facilidad a los sistemas biologicos utilizados en esta tesis, en comparacion con las
estructuras octaédricas y pentacordinada.

h) Se observa una selectividad para proponer su uso con posibilidad herbicida para plantas de
hoja ancha, utilizandose en tratamientos de POST-EMERGENCIA, en virtud de que en las
plantas de hoja angosta no se afectan, se propone el orden siguiente:

[Co(MBC),Cl;]2H,0 > [Cu(MBC)(CH,C0O0),] H,0 > [Ni(MBC)(CH,CO0);J2H,0 >MBC
¢) Otro tipo de uso que se sugiere es en tratamientos en PRE-EMERGENCIA para usarse en

todo tipo de malezas (hoja ancha y hoja angosta), con posibilidad herbicida, en el siguiente
orden:

[Co(MBC),CL]2H,0 > [Ni(MBC)(CH:C00);]2H,0> [Cu(MBC)(CH,CO0);] H,0>MBC
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Tabla 1. Coordenadas atomicas.

C(l)  1543(2) 1857(8) 1048(2)
NG3)  #46(2) 22888) -125(3)
CS)  7932) -3072(10) -1138(3)
C(T) 181SQ2) -1777(10) 384(3)
CO) 7002) 34809) -366(3)
C(11) 1395Q) $977(9) 1959(3)
O(13) 11642 T817(T) 2244(2)

Tabla 2. Longitudes de enlace (A).

N(D-C2)  1.353(6)
C(2)}-N(10)  1.338(7)
c4)}-cO)  1.378(7)
C(1)}-C8)  1.370(8)
C(11)-0(12) 1.217 (5)

Tabla 3. Angulos de enlace.

CRMN(1)-CB)  109.8(3)
NG3)-CQ)-N(10)  121.9(4)
Cd)-C5)-C6)  1201(5)
N(D-CE)-CT)  132203)
NG)-COXCH)  132.6(4)
C(2)N(10)-C(11)  118.3(4)

O(12)-C(11)-0(13)  121.8(4)

£20)
43(2)
5503)
S0(2)
38(2)
20Q)
64Q2)

N(1)-C(8)
N@3)-C(9)
C(5)-C(6)
C(8)-C(9)
C(11)-0(13) 1.381(7)

APENDICE
Tablas de RAYOS-X para MBC.

C(2) 960(2) 321209)

7253) 39(2)

C4)  390(2) -121%10) -1133(3) 47(2)
C(6) 1498(3) -3350(10) -387(3) S55(3)

C(8) 1406(2)
N(10) 848(2) 51038)

B3 41Q)
11243) 43(2)

0(12) 2006(1) S347(T) 2423)) 52(2)
c(14) 16753) 9016(12) 3111(4) 75(3)

1.398 (7)
1319 (7)
1.401 (6)
1.405 (5)

N(1)-C(2)}-NGB)  101.74)
C(2)}-NQB)-CO)  1099(3)
C(S)-CE-C(T)  1214(5)
N(1)-C8)-C(9)  105.6(4)
N(Y)-C(9)-C(8) 107.04)

N(10)-C(11)-0(12)  129.7(5)
C(11)-0(13)-C(14)  116.6(4)

Tabia 4, Cosficientes anisotrépicos de despiszsmiento.

N(1) 26(2) 452) 32) 1(?)
C(2) 24(2) 493) 34(2) 0Q2)
N3) 22(2) SI3) 38() -2A2)
Cd) 36(2) S33) 41(2) -1(2)
Cs)  SM3) S8(4) 483 -103)
C6) S73) 4903) 83 17Q3)
(7 42) S1(3) 48(3) 11Q2)
C®) 342 43 312 32
CY)  31(2) 403) 40(2) -3(2)

N(10)  26(2) 47(2) 422) OQ?)

Cit) 282 443) 43(2)-3(2)
02)  272) S1(2) 4522 0Q2)
0(13) 31(2) 68(3) 652) ()
C14)  47(3) 835) 754 3)

1)
12)
6(1)
162)
272)
32(2)
22(2)
16Q2)
172)
11Q)
13(2)
A1)
1502)
23(3)

12)
172)
2(2)
1)
-5(3)
1)
1103)
1)
42)
-6(2)
-3(2)
-9(2)
-29(2)
-32(4)

Tabla 5. Coordenadas de los atomos de H.

H(1) 1948(14) 2193(93) 1606(17)
H3)  37(14) 3093(82) -461(28)
1) <92 -1025  -1649
H(5) 588 4193 -1664
H() 1767  -465%9  -409
H( 2300  -1946 893
H(14A) 1454 10283 3244
H(148) 2027 9739 3086
H(14C) 1888 7833 3617

60
60
60
60
60
60
60
60
60
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C(2)-N@3)
C4)-C(5) 1377 (8)
C(6)-C(7) 1.383(7)
N(10)-C(11) 1.349 (5)
0(13)-C(14) 1.427 (6)

1.350 (5)

N(1)-C(2)-N(10)
qS)-C(4)-CO)
C(6)-C(7)-C(8)
an-CE-CcO)  122.2(4)
CA)}COXC(B)  1204(5)
N(10)-C(11)-0(13) 108.5(4)

130.4(3)
117.9(4)
17.0(4)



RESULTADOS DEL EFECTO SOBRE
TRANSPORTE BASAL, FOSFORILADO Y DESACOPLADO
A DIFERENTES CONCENTRACIONES:

VELOCIDAD = ieq * e * hr'! *mg chr!

ACTIVIDAD = %

mMBC
CONC. T. DE E. BASAL T.DEE, FOSFOR. T.DEE. DESAC.
[uM] VEL | ACT | VEL | ACT | VEL | ACT
0 1240 | 100 500 100 | 2400 | 100
50 1760 | 1419 | 600 120 | 3400 | 1407
100 1880 | 1516 | 700 140 | 3200 | 1333
150 1960 | 158.1 | 900 180 | 3500 | 1444
200 | 1840 | 1484 | 900 180 | 3900 | 1593
{Cu(MBCYCH3C00)2] H20 |
[uM] VEL | ACT | VEL | ACT | VEL | ACT
0 200 100 500 100 | 2400 | 100
50 350 175 600 120 | 2800 | 116
100 500 250 700 140 | 3200 | 1333
150 650 325 900 180 | 3400 | 1416
200 700 350 900 180 | 3800 | 58
|Co(MBC)2CI2|2H20
sM] | VEL | ACT | VEL | ACT | VEL | ACT
0 1360 | 100 500 100 | 1880 | 100
50 1960 | 1442 | 600 120 | 1520 | 808
100 2040 | 1500 | 700 140 | 1680 | 894
150 2360 | 173.5 | 900 180 | 1880 | 100
200 1100 | 729.81 | 900 180 | 18400 | 97.9
INi(MBCYCH3C00)2]2H20
[uM] VEL | ACT | VEL | ACT | VEL | ACT
0 1280 | 100 500 100 | 1200 | 100
50 2080 | 1625 | 600 120 | 1320 | 1100
100 1880 | 1469 | 700 140 | 1600 | 1333
150 1840 | 1438 | 900 180 | 1520 | 1267
200 1920 | 150 900 180 | 1400 | 1167
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CAPTACION DE PROTONES

MBC
CONCEN | VELOCIDAD | ACTIVIDAD | VELOCIDAD | ACTIVIDAD | VELOCIDAD | ACTIVIDAD
TRACIO
N uM
0 49.0 100 48.9 100 49.1 100
50 49.0 100 48.9 100 48.8 100
100 66.5 135 66.7 135 66.9 135
150 75.3 153 75.8 153 75.5 153
200 77.0 157 71.3 157 77.1 157
|Cu(MBCKCH3CO0)2) H20 |
CONCEN | VELOCIDAD | ACTIVIDAD | VELOCIDAD | ACTIVIDAD | VELOCIDAD| ACTIVIDAD
TRACIO
N M
0 268 100 268 100 267 100
50 189.84 70 189.74 70 189.82 70
100 100.50 37.5 100.49 37.5 100.47 37.5
150 33.501 12.5 33.500 12.5 33.499 12.5
200 55.832 208 55.812 20.8 55.823 20.8
|Co{MBC)2CI2)2H20
CONCEN | VELOCIDAD | ACTIVIDAD | VELOCIDAD | ACTIVIDAD | VELOCIDAD | ACTIVIDAD
TRACIO
N M
0 40.2 100 40.1 100 40.2 100
50 134 370 133 37.0 13.2 37.0
100 4.5 11.0 4.5 11.0 44 11.0
150 59 14.6 5.8 14.6 59 14.6
200 2.9 74 2.7 74 28 7.4
INI(MBCYCH3C00)2)2H20
CONCEN | VELOCIDAD | ACTIVIDAD | VELOCIDAD | ACTIVIDAD | VELOCIDAD | ACTIVIDAD
TRACIO
N M
0 56.0 100 55.8 100 55.9 100
50 102.5 183.0 102.4 183.0 102.3 183.0
100 88.5 158.0 88.3 158.0 88.4 158.0
150 60.5 108.0 60.4 108.0 60.6 108.0
200 84.0 150.0 83.9 150.0 83.8 150.0

+ - -
VELOCIDAD = pim H 0 ATP * ™! * mg chi™?
ACTIVIDAD = %

9




SINTESIS DE ATP

MBC
CONCEN | VELOCIDAD | ACTIVIDAD | VELOCIDAD | ACTIVIDAD | VELOCIDAD | ACTIVIDAD
TRACIO ’
NuM ~
0 360.5 100 359..5 100 358..5 100
50 308.0 85.0 306.0 85.0 307.0 85.0
100 3430 95.0 342.6 95.0 342.0 95.0
I50 304.5 84.0 303..5 84.0 303.8 84.0
200 290.5 80.5 289.7 80.5 289..5 80.5
[Cu(MBCYCH3CO00)2| H20
CONCEN | VELOCIDAD ACTIV[?AD VELOCIDAD | ACTIVIDAD | VELOCIDAD | ACTIVIDAD
TRACIO
N uM ’
0 1540.0 100 §539.0 100 1539.6 100
50 1470.0 95 1469.7 95 1468.9 95
100 1312.5 85 1311.8 85 13114 85
I50 1050.0 68 1049.3 68 1049.6 68
200 962.0 62 961.9 02 961.7 62
|Co(MBC)2C12)2H20
CONCEN | VELOCIDAD | ACTIVIDAD | VELOCIDAD | ACTIVIDAD j VELOCIDAD | ACTIVIDAD
TRACIO
NuM
0 208.0 100 207.9 100 207.6 100
50 157.8 75.8 157.7 758 1574 75.8
75 95.3 45.8 95.2 45.8 95.2 45.8
100 61.04 29.3 61.06 20.3 61.07 29.3
150 1.48 0.7. 1.46 0.7. | 47 0.7.
75 0 0 0 0 0 0
200 0 0 0 0 0 0
INi(MBC)CH3C00)2{2H20
CONCEN | VELOCIDAD | ACTIVIDAD { VELOCIDAD | ACTIVIDAD | VELOCIDAD | ACTIVIDAD
TRACIO
N M
0 205.0 100 205.0 100 205.0 100
S0 205.0 100 204.8 100 2050 100
100 183.1 89.0 183.2 89.0 183.7 89.0
150 187.9 93.0 187.8 93.0 187.9 93.0
200 198.0 96.5 198.0 96.5 198 0 96.5

+ . .
VELOCIDAD =l deH oATP* hr h mg de chl

ACTIVIDAD =%

9
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RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE ATPasa, VARIANDO LA CONCENTRACION DE COMPUESTO.

VELOCIDAD = ;M Pi * mg Chi™? ™!

ACTIVIDAD = %

ATPasa
CONC | [Cu(MBC)(CH3 | [Ni(MBC)(CH3C | |Co(MBC)2CI2)2]2H20 MBC
C00)2) H20 00)2] 2H20
M VEL ACT VEL ACT VEL ACT VE { AC
L T
0 105.5 100 115,33 100 60.72 100 179 | 100
4
100 150 148 146 127 63.97 105 136 | 76
29
150 135 128 146.6 | 127.13 | 112.38 185 63. | 35
38
200 89.87 85 11179 97 50.39 83 71 1 40
94
N ATPasa
CONC MBC |Co(MBC)2C12) | [Ni(MBC)(CH3C | [Cu(MBC)(CH3C
2]12H20 00)2] 2H20 00)2] H20
M VEL | ACT | VEL ACT VEL ACT VEL ACT
0 17940 | 100 60.72 100 115.3 100 124.14 1000
3
150 203.60 | 113.5 | 112.38 | 18500 | 146.6 | 127.00 | 271.54 | 218.10
200 53.93 30 50.39 $3.00 {111.7 97.00 496.54 | 400.20
9
ATPasa
CONC FCCP
uM VEL ACT
0 95 100
1 181.76 191

22 132.46 139

44 172.90 182

ATPasa
CONC NH4CI

UM VEL ACT

0 94,96 100

0.5 297.78 313

| 195.04 205

2 378.77 3406
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RESULTADOS DEL EFECTO DEL MBC Y SUS COMPUESTOS SOBRE LA RESPIRACION DE SEMILLAS.,

LFECTO EN LA RESPIRACION DI: Shorgum halepense 1iN 3 DIAS

CONC 1o DIA
nM [NI{MBC){CH3C0O0)2) {Cu{MBC){CH3C00)2] MiC [Co(MBC)2C12)2)2H20
2H20 H20
Vil ACT VIl ACT Viil, ACT VIil, ACT
1 1.4 100 1.4 100 36 100 14.1 100
0 72 50) 144 100 10.8 30 7.2 50
100 RX0) 25 4] 1] 7.2 20 10.8 75
150 12 50 25.2 175 3.0 10 4.4 Ti0)
200 [l 0 i 0 14.4 40 0 0
CONU 20 DIA
[Ni{MBC){CH3C00)2] [Cu{MBC){CH3C00)2} MRBC (Co(MBC)212)2)2H20
2H20 H20
VI, ACT VIil, ACT VIl ACT VIiL, ACT
0 10.8 100 36 100 14.4 100 25.2 100
S0 25.2 53 25.2 70 28.8 200 28.8 114
100 18 8 25.2 70 28.8 200 21.6 86
150 1.4 3 28.8 80 14.4 100 25.2 100
200 210 40 KX¢) 10 14,1 100 2.6 86
CONC JoDIA
[Ni{MBC){CH3CO00)2} [Cu{MBC}CH3C00)2} MBC |Co(MBC)2€12)2)2H20
2H20 H20
Vii| ACT VIi. ACT VEL ACT VEL ACT
] 516 101) 64.8 100 50.4 100 158.1 100
50 112 75 40.8 72 57.6 114 64.8 41
fo0 Jo 02.5 36 55 57.6 114 82.8 52
150 2.0 371.5 32.4 S50 36 71 288 18
200 6.8 Rl 19.6 6l 288 57 21.6 11.6

EFECTO 1N LA RESPIRACION DL Shorgum halepense 1IN 3 DIAS

CONC toDIA
nM [NIMBC){CH3COO)2] | [CulMBC)[CH3C0O)2] MBC [Co(MBC)2C12)2)2H20
2H20 H20
VIl ACT VIl ACT VIiI, ACT VI ACT
0 11.2 100 143 100 35 100 14.2 100
W 71 50 14.4 100 10.7 30 74 50
I 1S 25 113 100 71 20 10.7 75
1S 74 S0 252 174 15 10 14.3 100
00 71 50 14.3 100 14.3 40 10.0 61.6
UONC 20 DA
[Ni{MBCJ(CH3C00)2) [Cu[MBCJ|CH3COO0)2] MIiC [Co(MBC)2C12)2]2H20
2420 H20
~ VI, ACT Vil ACT VI, ACT VLI, ACT
o 167 100 15 100 14.3 100 25.1 100
) 254 53 25.1 10 28.7 200 28.7 114
1 17 I8 25.1 70 .7 200 215 86
R 1.3 31 287 80 143 100 25.1 100
200 215 m 14 10 14.2 100 245 86
CONC 30 DIA
[NIIMBC)(CH3CO0)2] | [Cu{MBC){CH3C00]2] MIC 1Co(MBC)2C12)2]2H20
2H20 1120
D ACT VEL ACT VEL ACT VIil. ACT
0 57.5 100 K 100 50.3 100 158.1 100
S0 438 75 40.0 72 57.5 114 04,7 41
100 3o (2.5 30 55 51.5 114 82,7 52
s 215 37.5 2.3 50 35 7 28.6 13
"""" 200 107 81 9.5 o1 28.7 57 205 13.6

VELOCIDAD: nanoitomos de O, . !
ACTIVIDAD: %
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EFECTO EN LA RESPIRACION DE Shorgum halepense EN 3 DIAS

CONC lo DIA
uM  |[Ni(MBC)(CH3|[Cu(MBC)(CH MBC [Co(MBC)2C
C00)2] 2H20 | 3C00)2] H20 12)2]2H20
VEL | ACT | VEL | ACT | VEL | ACT | VEL | ACT
0 144 | 100 | 144 | 100 36 100 | 144 | 100
50 72 50 144 | 100 | 108 | 30 72 | 50
100 | 3.6 25 0 0 7.2 20 108 | 75
150 | 7.2 50 [ 2521 175 | 36 10 144 | 100
200 0 0 0 0 144 | 40 0 0
CONC 20 DIA
[Ni(MBC)(CH3 | [Cu(MBC)(CH MBC [Co(MBC)2C
C00)2] 2H20 | 3C00)2] H20 12)2]2H20
VEL | ACT | VEL | ACT | VEL | ACT | VEL | ACT
0 46.8 | 100 36 100 | 144 | 100 | 252 | 100
50 | 252 | 53 | 252 70 | 288 | 200 | 288 | 114
100 18 | 38 | 252 70 | 288 | 200 | 216 | 86
150 | 144 | 31 28.8 80 144 | 100 | 252 | 100
200 | 216 | 46 3.6 10 144 | 100 | 216 | 86
CONC 30 DIA
[Ni(MBC)(CH3 |[Cu(MBC)(CH MBC [Co(MBC)2C
C00)2}] 2H20 | 3C00)2] H20 12)2]2H20
VEL | ACT | VEL | ACT | VEL | ACT | VEL | ACT
0 576 | 100 | 648 | 100 | 504 | 100 | 1584 | 100
S0 | 432 | 75 | 468 72 576 | 114 | 64.8 | 41
100 36 | 625 | 36 55 576 | 114 | 828 | 52
150 | 21.6 | 375 | 324 50 36 71 28.8 | 18
200 | 468 | 8I 39.6 61 288 | 57 | 216 | 13.6

VELOCIDAD: nanoatomos de O, . hr”!
ACTIVIDAD: %
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Resultados del efecto de los compuestos en concentraciones 0, 50, 100, 150 y 200 uM, sobre In
respiracion de semillas de Shorgum halepense, los dias I; Il y lIL En % de inhibicién con relacion al

control (100% de respiracion= 0% de inhibicion) con media y desviacion estindar.

compuesto | 2 3 Media d estandar  error estandar
Nilo 144 142 144 1433333 0.11547 0.06667
Nil50 72 74 72 726667  0.11547  0.06667
Nil100 36 35 36 3.56667 0.05774 0.03333
Nil 150 72 7.1 12 7.16667 0.05774 0.03333
Nil200 0 7.1 0 2.36667 4.09919 © 2.36667
Nill0 46.8 46.7 46.8 46.76667 0.05774 0.03333
Nill50 252 251 252 25.16667 0.05774 0.03333
Nill100 18 17 18 17.66667 0.57735 0.33333
Nill150 144 143 144 14.36667 0.05774 0.03333
Nill200 216 215 216 21.56667 0.05774 0.03333
Nilllo 576 575 57.6 57.56667 0.05774 0.03333
Nilll50 432 431 43.2 43.16667 0.05774 0.03333
Nilll100 36 36 36 30 0 0

Nilll150 216 215 21.6 21.56667 405774 0.03333
Nilll200 46.8 46.7 46.8 46.76667 0.05774 0.03333

Cul0 144 143 144 1436667  0.05774 0.03333
Cul50 144 144 144 144 7.15605E-8  4.13155
Cul100 0 143 0 4.76667 8.25611 4.76667
Cul150 252 252 252 252 O 0 0.00000
Cul200 0 143 0 4,76667 8.25611 4.76667
Cullo 36 35 36 3566667  0.57735 0.33333
Cull50 252 251 252 25.16667  0.05774 0.03333

Cull100 252 25.1 252 2516667 0.05774 0.03333
Culll50 288 287 288 28.76667 0.05774 0.03333
Cull200 36 34 36 3.53333 0.11547 0.06667

Culllo 4.8 64.7 64.8 64.76667 0.05774 0.03333
Culll50 46.8 46.6 46.8 46.73333 0.11547 0.00667
Culll100 36 36 36 36 0 0

Culll150 324 323 324 3236667 0.05774 0.03333
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"EFECTO EN LA RESPIRACION DE Pldlsalis ixocarpa EN 4 DIAS

- 24 HORAS 48 HORAS
CONC MBC [NIMBC)({CH3C00)3) MRBC [NI(MBC){CH1C00)2) |
_ 2H:0 2H20
uM VEL ACT VEL ACT VEL ACT VEL ACT
0 9 100 9.6 100 9 100 4.8 100
50 I8 200 108 12 204 226 10.8 225
100 15.6 173 0 0 13.2 146 10.8 225
150 10.8 120 16.8 175 7.2 80 9.6 200
200 6 66 15.6 162 9.6 106 6 125
72 HORAS 960 IIORAS
MBC Ni(MBC){CH)CO0)J) MBC [NI{MBC)(CH)C00)2)
2H:0 2H20
9 100 9 100
0 3.6 100 4.8 100 16.2 180 72 80
50 1.8 50 24 50 3.6 40 9 100
100 7.2 200 3 62.5 7.2 125 14.4 160
150 4.8 133 4.2 87.5 54 60 54 60
200 18 50 24 50
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EFECTO EN LA RESPIRACION DE 300 SEMILLAS

DE Ph!sahs ixocarpa DURANTE 96 Hrs A 28°C
GRAFICAS DEL EFECTO DE LOS COMPUESTOS EN LA VELOCIDAD DE LA RESPIRACION DI
ILAS SEMILLAS QUE SE MUESTRAN DURANTE 96 HORAS.




EFECTO EN LA RESPIRACION DE Physalis ixocarpa EN 96 HORAS

24 HORAS

48 HORAS

{Ca(MBC)2002)2]20120 [Cu(MBC)(%N:COO)z] |Co(MBC)2C02)22H20 [Cu(MBC)(%N:CDO)z]
H2 Ha
VEL ACT VEL ACT VEL ACT VEL ACT
0 9 100 9.0 100 9 100 4.8 100
50 10.8 120.0 9.6 106 16.2 180 10.8 225
100 9.0 106.0 7.2 80 3.6 40 10.8 225
150 6.0 66,0 9.0 100 1.2 125 9.6 200
200 6.0 66,0 10.8 120 54 060 6 125
72 HORAS 96 HORAS
|Ca(MBC)2002)22H20 [Cu(MBC.).(zC(:hCOO)z] |Co(MBC)2012)2]2H20 [Cu(MBC.).(:(:)mCOO)zl
0 7.8 100 4.8 100 3.6 100 4.2 100
50 10.8 138.0 2.4 50 1.8 50.0 9.6 228
100 6.0 84.5 3 02.5 3.0 62.5 9.6 228
150 0.0 71.0 4.2 87.5 4.2 87.5 19,2 457
200 3.6 46.0 2.4 50 24 50.0 8.4 200
TOMATE 24 HORAS 48 HORAS
JCo(MBC)2012)2|2120 [Cu(MBC.).(ZCON:COO)z] |Co(MBC)2C12)2)2H:20 [Cu(MBC')'(zCOmCOO):]
VEL ACT VEL ACT VEL ACT VEL ACT
0 10 100 8.5 100 8.9 100 4.6 100
50 10.7 120.0 9.6 106 16,1 180 10.7 225
100 9.5 106.0 7.1 80 3.5 40 10.6 225
150 5.8 66.0 8.9 100 7.1 125 9.4 200
200 5.9 66.0 10.7 120 5.3 60 S 125
72 HORAS 96 HORAS
|Co(MBC)2012)2|12H20 [Cu(MBC.).(ZCOmCOO)z] [Co(MBC)2:C1212|2H20 ICu(MBC.).(zComCOO)zl
0 78 100 4.8 100 35 100 4.4 100
50 10.8 138.0 2.4 50 1.7 50.0 9.3 228
100 0.0 84.5 3 62.5 2.6 62.5 9.5 228
150 0.0 71.0 4.2 87.5 4.0 87.5 19.3 457
200 3.0 46.0 2.4 50 2.1 50.0 8.3 200

VELOCIDAD: nanoatomos de O, . hr'
ACTIVIDAD %
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Resultados del efecto de los compuestos en concentraciones 0, S0, 100, 150 y 200 pM, sobre la
respiracion de semillas de Physalis ixocarpa, los dias I; Il y IIL En % de inhibicién con relacion al
control (100% de respiracién= 0% de inhibicién) con media y desviacién estdndar.

compuesto | 2 3 Media destindar  e.estindar
Nill150 95 96 97 96 01 005774
Nili200 69 6 5.1 6 09 051962
Nilllo 44 48 52 48 04 023094
Nilll50 27 24 21 24 03 0.17321
Nilli100 33 3 27 3 03 017321
Nilll150 5 42 34 42 08 046188
Nilll200 27 24 21 24 03 017321
Cul0 87 9 93 9 03 017321
Cul50 10.1 96 91 96 05 028868
Cullo0 64 72 8 72 08 046188
Cull50 87 9 93 9 03 0.17321
Cul200 12 108 96 108 1.2 0.69282
Cullo 46 48 S 48 02 0.11547
Cull50 I3 108 103 108 05 0.28868
Culll100 123 108 93 108 15 0.86603
Culll50 102 96 9 96 06 034641
Culi200 7.1 6 49 6 L1 0.63509
CulllO 5 48 46 48 02 011547
Culits0 3 24 18 24 0.6 034641
Culil 00 29 3 3t 3 0.1 005774
Cullll50 6 42 38 46 117 0.67659
Culll200 2 24 28 24 04 02309
MBCI0 2.7 9 83 9 0.7 040415
MBCI50 186 I8 174 18 0.6 0.34641
MBCI100 16.1 156 151 156 0.5 028868
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compuesto | 2 3 Media destandar  e.cstindar
MBCI150 104 108 112 108 04 0.23094
MBCI200 51 6 69 6 09 051962
MBCII0 94 9 86 9 04  0.23094
MBCIISO 214 204 194 204 | 0.57735
MBCHII00 136 132 128 132 04 0.23094
MBCHISO 79 72 65 72 07 040415
MBCH200 103 96 89 96 07 040415
MBCIII0 4 36 32 36 04 0.230%
MBCIIISO 2 1.8 1.6 !.8 0.2 0.11547
MBCIIII0 64 72 8 72 08 046188
MBCIIIISO 46 48 5 48 0.2 0.11547
MBCIII200 2.1 1.8 15 .8 03 017321

Col0 102 9 78 9 1.2 0.69282
Col50 1.3 108 103 108 05 028868
Coll00 104 96 88 96 08 046188

Coli50 72 6 48 6 1.2 0.69282
Col200 58 6 62 06 0.2 0.11547
Coll0 104 9 76 9 1.4 0.80829
Coll50 174 162 15 162 1.2 0.69282
Colll00 32 36 4 36 04 02309
Colll50 4 72 8 64  2.11661.22202
Coli200 6 54 48 54 06 034641
Colll0 76 78 8 78 02  0.11547
Colll50 1.2 108 104 108 04 023094
Collll00 61 66 71 66 05 028868
Collll 50 57 6 63 6 03 0.17321
Colli200 4 36 32 36 04 02309
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EFECTO EN LA RESPIRACION DE Triticum vulgare EN 72 HORAS a 28 °

C
CONC 24 HORAS
uM MBC _ |[Ni(MBC)(CH3 [[Cu(MBC)(CH ||Co(MBC)2C
C00)2] 2H20 | 3C00)2] H20 | 12)2]2H20
VEL | ACT | VEL | ACT | VEL | ACT | VEL | ACT
0 27 100 27 100 27 100 27 100
150 | 18 | 66 | 18 | 66 | 9 | 33 | 45 | 166
200 | 18 | 66 | 18 | 66 | 27 | 100 | 36 | 133
48 HORAS i
0 108 100 108 100 108 100 108 | 100
150 252 233 288 266 216 200 126 116
200 198 183 198 183 180 166 135 125
72 HORAS
0 54 100 54 100 54 100 54 100
150 144 266 36 66 360 666 180 333
200 36 66 72 133 306 80 72 133
FECTO EN LA RESPIRACION DE Triticum vulgare EN 72 HORAS 2 28 °
C
CONC 24 HORAS
uM MBC __|[Ni(MBC)(CH3 [[Cu(MBC)(CH ||Co(MBC)2C
C00)2] 2H20 | 3C00)2] H20 | 12)2]21120
VEL | ACT | VEL | ACT | VEL | ACT | VEL | ACT
0 26 100 26 100 26 100 26 100
150 17 66 17 66 8 33 44 166
200 18 66 17 66 26 100 35 133
48 HORAS
0 106 100 106 100 107 100 107 100
150 251 233 287 266 215 200 126 116
200 197 183 197 183 178 166 134 125
72 HORAS
0 53 100 53 100 52 100 53 100
150 142 266 35 66 359 666 179 333
200 34 66 71 133 305 80 70 133

VELOCIDAD: nanoitomos de O, , e

ACTIVIDAD: %

1
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Resultados del efecto de los compuestos en concentraciones 0, 50, 100, 150 y 200 uM, sobre Ia

respiracién de semillas de Triticum vulgare, los dias I; H y I, En % de inhibicién con relacién al

control (100% de respiracién= 0% de inhibicién) con media y desviacién estindar.

compuesto 1 . 2 3 Media d estand error estindard

MBCI0 31 27 23 27 4 l 2.3094

MBCI150 185 18 175 18 05 0.28868
MBCI200 17 18 19 I8 1 0.57735
MBCIio 111.2 108 1048 108 32 1.84752

MBCIIi50 238 252 266 252 14 8.0829
MBCIi200 193 198 203 198 5 2.88675
MBCIII0 60 54 48 54 6 3.4641
MBCIl150 152 144 136 144 8 4.6188
4
3

MBCIii200 32 36 40 36 2.3094

Nil0 30 27 24 Py 1.73205
Nil150 187 18 1723 18 07 0.40415
Ni1200 184 18 176 18 0.4 0.23094
Nilio 7 108 99 108 9 5.19615
Nill150 291.1 288 2849 288 3.1 1.78979
Nili200 2089 198 1871 198 109  6.29312
Nilllo 534 54 546 54 0.6 0.34641
Nilll150 376 36 344 36 1.6 0.92376
Niill120069.4 72 46 N 2.6 1.50111
Culo 268 27 212 27 0.2 0.11547
Cull50 94 9 8.6 9 0.4 0.23094
Cul200 K]0 B 29 27 4.1 2.36714
Cull0 99 108 17 108 9 5.19615
Culli50 2114 216 2206 216 4.6 2.65581
Cull200 1742 180 1858 180 5.8 3.34863

Culilo 539 54 541 54 0.1 0.05774
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EFECTO EN LA RESPIRACION DE Cassia obtusifolia EN 24 HORAS

MBC [N{MBC)CH3COO)2] [Cu{MBCKCH3COO)2] | [Co(MBC)2012)2)2H20
2H20 H20
CNC VEL ACT VEL ACT VEL ACT VEL ACT
0 129.6 100 39.6 100 7.2 100 14.4 100
50 28.8 22 0 0 28.8 400 79.2 550
10U 3.6 2.7 25.2 63.5 36 500 7.2 50
150 7.2 5.5 115 290 324 450 14.4 100
200 0 0 129 327 144 200 10.8 750
EFECTO EN LA RESPIRACION DE Cassia obtusifolia EN 24 HORAS
MBC [NHMBCNCHsCOO)) [Cu(MBCHCHICOO)) | [Co(MBC):(12)2j2H:0
2H20 H20
CNC VEL ACT VEL ACT VEL ACT VEL ACT
0 129.6 100 394 100 7.2 100 14.4 100
50 28.8 22 5.30 11.0 28.6 400 79.0 550
100 34 2.5 25.0 63.4 36 500 7.3 50
150 71 5.5 115 290 32.4 450 14.4 100
200 2.0 2.6 129 327 14.2 200 10.8 750
EFECTO EN LA RESPIRACION DE Cassia obtusifolia EN 24 HORAS
MBC [N{{MBC){CHiCOO)1) [Cu[MBCHCHICOON] | [Co(MBC)2012)2j2H:0
2H0 H20
CNC VEL ACT VEL ACT VEL ACT VEL ACT
0 129.5 100 39.5 100 7.0 100 14,3 100
50 20.8 21 20.0 50.6 28.4 400 79.0 550
T"l‘(m 3.5 2.7 25.1 63.5 36 500 7.1 50
150 7.1 5.5 114 290 32.2 450 14.3 100
200 34 2.1 128 327 14,3 200 10.7 750
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Resultados del efecto de los compuestos en concentraciones 0, 50, 100, 150 y 200 uM, sobre la
respiracion de semillas de_Cassig obtusifolia. En % de inhibicién con relacién al control (100% de
respiracién= 0% de inhibicién) con medill y desviacidn esténdar.
compuesto | 2 3 Media d estand error estindard
MBCo0 282 1296 131 1296 14 0.80829
| MBC50 302 288 274 288 14 0.80829
MBC100 32 36 4 36 04 023094
MBCI50 8 72 64 72 08 046188

MBC200 0 0 0 0 04 0

Ni0 79 396 413 396 17 09815
Ni50 0 0 0 03 0

Nil00 55 252 249 252 08 0.17321
Nil50 154 115 1146 115 1 0.23094
Ni200 27 129 131 129 2 1.1547
Cul .6 72 68 72 04 023094
Cus0 83 288 293 288 05 028868
Cul00 7.1 36 349 36 L1 0.63509
Cul50 1.8 324 33 324 11 034641
Cu200 38 144 IS 144 14 034641
Co0 54 144 134 144 16 057735
Co50 74 792 8l 79.2 1.8  1.03923
Col00 5 72 79 12 07 040415
Col50 49 144 139 144 1.3  0.28868

Co0200 06 108 11 108 1.2 0.11547
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Resultados de germinacion de semillas Shorgum halepense (S), Piisalis ixocarpa (P),
Triticum vulgare (T), Cassig obtusifolig. (C). En % de inhibicion a 150 pM, con relacion al control

(100% de germinacién= 0% de inhibicién) con media y desviacién estandard.

compuesto | 2 3 Media d estand error estdndard

S MBC 4 55 53 54 1 1735

S Ni 83 80 8 83 l 1. 05

S Co 68 350 62 64 1 1.100
SCu 61 60 59 61 3.05505 1.76383
PMBC 83 8 8 83 2 2.094
PCo 9 94 8 90 4 2.3094
PCu 106 96 100 100 4 2.3094
P Ni 80 77 83 80 0.57735 0.33333
TMBC 61 50 62 56 1 0.57735
T Co 94 98 9% 96 1 0.57735
T Cu 80 77 83 80 3 173205
TNi 36 38 40 38 0.57735 0.33333
CMBC 87 90 9% 92 7 4.04145
CCu 99 105 96 100 3 1.73205
CCo 100 102 98 100 1.02377 4.05518

CNI 9% 94 98 96 3.05505 176383
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