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OBJETIVO GENERAL

Seran los estudios que se efectuaran en esta tesis para determinar el efecto de los
compuestos de la familia de las N-isobutilcinamamidas, en la germinacion,
respiracion y fotosintesis que forma parte de un estudio para caracterizar nuevos
compuestos con actividad herbicida.

OBJETIVOS PARTICULARES

Fotosintesis

-.Objetivo: Determinar la concentracidn del nuevo herbicida a la que inhibe el 50% o
la destruccion de la hoja aplicada por aspersion

- Conocer la potencia de los nuevos y diferentes herbicidas a trabajar.

Germinacién
- Objetivo: Conocer la actividad de la familia de las n-isobutilcinamamidas en el
proceso de germinacion en semillas seleccionadas de malezas y plantas agricolas

- Determinar una posible concentracién que inhiba la germinacion en las semillas
selecclonadas.

Respiracion

Objetivo: Determinar la respiracion por polarografia utilizando un electrodo de tipo
Clark. Para demostrar en forma directa la inhibicién de la respiracion de las semillas
selecclonadas de malezas y plantas agricolas se medira la actividad respiratorla en

presencla y ausencia de las N-isobutilcinamamidas en concentraciones crecientes
de estos compuestos.



ANTECEDENTES

México cuenta con una amplia variedad de recursos naturales entre los cuales
destacan los vegetales. Es evidente que la principal razén de la riqueza vegetal,

reside en su amplia variedad de condiciones fisiograficas y climaticas.

Entre la flora mexicana existe una gran variedad de especies las cuales desde
tiempos prehispanicas los indigenas las utilizaban ya sea como alimento o como un
medio curativo. El siguiente trabajo es realizado en base a los extractos de la planta
denominada Colopahtle de el genero Xanthoxylum debido a sus interesantes
actividades biolagicas que presentan, y de las que nos evocaremos para demastrar

sy actividad herbicida.

Estudios recientes realizados en el laboratorio de produclos naturales incluyen el
estudio fitoquimico de Xanthoxylum llebmannianum (Engl.) P. Wilson, conocido
como "Colopahtle”. Esta planta es utilizada como amebicida y antihelmintico en el
valle de Tehuacan, Puebla, México. De la corteza de esta especie se aistaron f3-
sitosteral d-(+)-Sesamida, 1p-6-dihidroxieudesm-4(15)eno y Sanshool; y de sl
extracto hexanico de las hojas se separaron d-(+)Asarinina, Lupenona y d-
(+)Sesamina. Para la separacion y purdficaclén de los compuestos se utilizaron
métodos cromatogréficos. La identificacion se hizo por medio de sus conslantes

fisicas y espectroscépicas, rmn, (Mejia, F.A., 1994).

La composicidn quimica de estd planta presenia analogia con el genero al que
pertenace sin embargo la presencia de 1p,6-dihidroxieudesm-4(15)eno y lupenona,
constituyen una diferencia importante, ya que estos metabolitos no han sido alslados

anteriormente en el genero Xanthoxylum.

Del genero Xanthoxylum se han alsiado esteroles, triterpenos, fignanos, N-
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isobutilaminas, trioles monoterpénicos, monoterpenos, sesquiterpenos, cumarinas y
alcaloides. (Mejia, F.A., 1994)

De ta corteza del Zanthoxylum liebmaniaum (Colopahtle) se obtuvieron como un
metabolite secundario la isobutilamida «-Sanshool, la cual se le atribuye el efecto
adormecedor en la lengua cuando la corteza es masticada, por otro lado en el
bioensayo preliminar presentd un efecto larvicida ( Ramirez, Z. y M.), sin embargo
no presentd actividad insecticida contra Prosthephanus truncatus y Sitophilus zea

mays que son plagas en los almacenes de granos (silos). { Ramirez, Z. y M.),

Los metabolitos bioactivos aislados de este género de planta son las N-
isobutilcinamamidas del tipo alifatico y/o aromatico, algunas de estds han sido

estudiadas desde el punto de vista farmacolégico y toxicolégico .

Se encontrd que las amidas «-Sanshool y Spllanthol, poseen una baja toxicidad
para los animales de sangre caliente, caracteristica apreciada para el desarrollo de

Insecticidas biodegradables.



ACCION FARMACOLOGICA DE ALGUNOS COMPUESTOS
AISLADOS DE PLANTAS DEL GENERO XANTHOXYLUM

Actividad Anti-inflamatoria del piperonil-4-acril isobutil amida un extracto del
Xanthoxyloides xanthoxylum.

El extracto de la raiz de la planta de Fagara es usada ampliamente en tratamientos
locales, fiebres de varias etiologias y en crisis de células falsiformes. (Mabayoje A.
0.1982)

E! analisis quimico ha demostrado que la planta es un reservorio abundante de
muchas alcaloides, flavonoides, terpenoides y substancias fenvélicas relacionadas;
recientemente  se han hecho reportes de la actividad anti-inflamatoria y
antiprostaglandinica de estas plantas.

En esta breve revision se encontré que la actividad anti-inflamatoria de! piperonil-4-
acril isobuti! amida es similar a la actividad presentada por la indometacina.

En este estudio lo que se hizo es introducir una substancia conocida la cual produjo
una reaccién inflamatoria importante, observandose resultados con efecto
inflamatorio similar al de las prostaglandinas. A la dosls que se ensay6, se observo
que la indometaclna indujo una reaccién importante del edema y que necesito

menos dosis que la Fagara.

Asi mismo se comparé en un determinado tiempo que la indometacina empieza a
reducir el edema en un menor tiempo, para empezar a actuar y reducir el edema se
mantuvo después en un 20% durante aproximadamente de 2 a 6 horas, esto sugiere
que la indometacina sigue actuando mas rapidamente que la fagaramida, Por lo que
la Fagara tiene una modesta actividad anti-Inflamatoria sobre los casos de edemas
Inducidos’en ratas, en estos casos la preparacidn de fagaramida fue 20 veces menor

que con respecto a ia indometacina.
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La actividad anti-inflamatoria es caracteristica por la liberacion secuencial de
mediadores a las 3 horas como son histamina, hidroxitriptimida, radisinina y
prostaglandinas. Las prostaglandinas liberadas pueden detectarse rapidamente en el
edema inducido, aproximadamente una hora después de la induccion del edema,
estas aparecen en exudados de la parte infectada. En los resultados sugieren que la
actividad anti-inflamatoria de la fagaramida se llevo por la inhibicion de la sintesis de

las prostaglandinas.



Efecto del extracto del raiz de Fagara xanthoxylum
sobre la coagulacion sanguinea.

Las raices de la Fagara xanthoxyloides de la familia de las rutaceas son utilizadas
en Nigeria como goma de masticar que ha sido un substituto del cepillo dental
tradicional, una vez que ha sido lavada y secada la ralz es masticada posteriormente
y utilizada como cepillo dental, este extracto se ha estudiado anteriormente ya que

se han encentrado algunas substanclas como cumarina, furanoquinolenas, etc.

Recientemente la atencion se ha concentrado sebre los censtituyentes de la ralz,

particularmente las propiedades antiplaquetarias .

Del extracto acuoso de la rafz dicen que mantienen intactas las células rojas en
cultivos dentro de una zona de Inhibicién, esta observacion sugiere que el extracto
entre otras acciones puede tener un posible efecto de estabilizacion sebre las
células rojas y sugleren que podrian tener un efecto similar sobre protelnas del
sistema. El extracto sobre la coagulacién sanguinea sistemica fué por ellos

analizada.

El tiempo de pretombina de un plasma normal fue progresivamente acortado en
incubacion agregando el concentrado de Fagara xanthoxyloides un extracto de su
ralz, esto llegd a ser mas marcado a los 5 minutos de su incubacién, un efecto
similar fué observado con el plasma anormal a la adicion del extracto de la raiz
diluido, ya que acuoso o reconstituido no acorté el tiempo de trombina y fue

ligeramente prolongado.

Discusion: Un niimero de actividades han sido atribuidas al extracto de la Fagara
xanthoxyloldes esto incluye inhibicién de tumores y actividad anticélulas falsiformes.
Este reporte muestra por primera vez que un concentrado de extracto acuoso inhibe
la ceagulacién o la formacion del coagulo in vitro, Como se hizo refencia el extracto
acuoso concentrado significativamente acorté el tiempo de trombina y
tromboplastina de un plasma normai, asl como un plasma con deficlencia de
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factor 8, pero no acortd el tiempo parcial de un plasma con deficiencia de factor 9.
Este extracto liofilizado contiene xanthoxyloides, espiridina ambos alcaloides y una
pequefia cantidad de Fagaramida. El xanthoxyloides fué extraido con cloroformo y
metanol. Del jugo de la planta se han observado propiedades antiagregantes las
cuales fueron atrbuidas a la fraccidn soluble del extracto de la raiz como el
Xanthoxylum o sus formas modificadas.

La promocidon de la actividad de coagulacion quedd manifiesta por altas
concentraciones del extracto acuoso crudo que podiia no ser demostrado en cada
fraccidn derivada en otras prusbas realizadas en contraste el Xanthoxylol y la
espiridina demoraron la formacion del coagulo en plasmas normales .



Distribucion de aminoacidos alifdticos insaturados
de especies Xanthoxylum japonesas.

Siete especies y dos variedades fueron investigadas y separados [os aminoacidos
alifaticos insaturados. Ademas de los aminoacidos conocidos en el extracto del
Xanthoxylum como el a-Sanshool e hidro--Sanshool fueron aislado y establecidos

con bases a evidencias espectroscopicas y quimicas (Reyes, Et. Al. 1991).

Los componentes encontrados cofresponden a derivados de hidroxilaminas, los
cuales se encontraron en el pericarpio de la corteza del materia! recolectado.

Las espedies japonesas del Xanthoxylum fueron divididas quimotaxonomlcamente
en dos taxas, estas taxas difieren de las dos asignadas sobre las hases de

clasificacién botanica.

El género Xanthoxylum dentro de ias rutaceas puede ser dividido en dos taxas, Dos
clasificaciones de este género son descritas de acuerdo a las diferentes estrucluras

periféricas.

Algunas autoridades separan el género en dos, el Xanthoxylum y ia Fagara, otros
prefieren a la Fagara como un subgénero def Xanthoxyfum.

Ishii ( Ichiro Yasuda 1982) ha investigado los alcaloides y cumarinas en especies
Xanthoxylum |aponesas, en esta revisién se ha Investigado las estructuras de los
aminoécidos alifaticos Insaturados en plantas usuales y recientemente se reporto el
alslamiento y la estructura de dos nuevos aminodcldos en el pericarpio del
Xanthoxylum xanthoxyloides.

La corteza fresca y el pericarpio fueron ulilizadas como materiales de investigacion
ya que los aminoacidos alifaticos insaturados en la corteza y el pericarpio del
Xanthoxylum piperitum ha sido reportado de diferir en sus componentes



El uso de plantas con fines medicinales ha prevalecido durante miles de aiios y la
medicina herbolaria tanto antigua como moderna ha sido la fuente de terapias muy
utiles.

Nuestro pais cuenta con una gran diversidad de plantas como la del género
Colopahtle que en Nahuatl significa hierba de la lengua, se utiliza en el valle de
Tehuacan Puebla como amebicida y antihelmintico basado en el conocimiento
emplrico de sus habitantes.

(Revyes, Et. al,, 1991)

En la Replblica Mexicana se encuentra en los estados de Michoacan, Puebla,
Qaxaca, Chiapas, Zacatecas, Sinaloa, Baja California, Yucatan, Morelos, Veracruz,
San Luis Potosi, Tamaulipas, Nuevo Lean, Jalisco y Nayarit. (Reyes, Et. al., 1991)

Presenta una actividad insecticida alta a la mosca doméstica y se han realizado
bioensayos como larvicida, observando un 100% de mortalidad en solucion al 10%
de acetona. (Reyes, Et. al., 1991)

Se ha probado actividad herbicida de las N-alquilamidas aisladas y caracterizadas
en raices y tallos de diferentes variedades de vegetales, por lo que se han
preparado sintéticamente diversos derivados de las N-isobutilcinamamidas.( Mejia,
Et. al.,, 1994). Con ei objeto de entender que parte de la sestructura es importante
para su actividad.
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INTRODUCCION A HERBICIDAS

Durante su ciclo vegetativo, los cullivos sufren considerables pérdidas en
rendimiento y calidad de sus productos debido principaimente a plagas vegetales.
Las plagas vegetales pueden causar considerables pérdidas en la praduccién,
debido a su competencia en el cultivo con respeclo a la luz, espacio, agua y
nutrientes disponlbles, Las malezas son en realidad pardsitos indirectos. También se
conocen como plantas adventicias o perjudiciales, Las malezas son todas las
plantas que no pertenecen al cultivo. Las malezas tienen las siguientes desventajas
respecto del crecimiento y desarrollo respecto a los cultivo. (Ashton, F.J. 1973)

s Compiten con el cultivo en luz

e Compiten con el cultivo en espacio

o Compiten con el cuitivo en agua

¢ Compiten con el cuitivo en nutrientes

« Dificultan la labranza de la tlerra

 Dificultan la cosecha y el secado de los productos

« Dificultan la limpleza y clasificacién de la semilla

« Transmiten una gran varledad de enfermedades.

Propagacion de las malezas

Las malezas se producen por semillas, por bulbos o bulbillos o por brote de los
tallos subterréneos o rizomas. El método de control depende muchas veces de la
forma de reproduccion, por ejemplo sl se trata de una infestacldn de tallos
subterraneos, el control se efectia mas blen con una labranza adecuada y Ia
aplicacidn de productos quimicos antes de la slembra. Las malezas que se
reproducen por semilla se combaten principalmente por medio de maquinaria con
manejos de cultivos o por la aplicacion foliar de productos quimicos o herbicidas. La
mayorfa de las plantas perjudiciales en un cultivo se reproducen mediante semillas.

Cada planta puede producir una cantidad considerable de semillas. Ademas
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numerosas plantas dafinas producen semittas cuya germinacion puede escalonarse
durante varios ahos, estas causan la aparicion repentina y generalizada de hierhas
indeseables aun en campos aparentemente limpios, asi el suelo puede acumular
miles de semillas de malezas indeseables por metro cuadrado.(Ashton, F.J. 1973).

Caracteristicas de un herbicida. Los herbicidas pueden ser clasificados sequn la
afinidad de sus grupos quimicos los cuales can sus estructuras se puede predecir ia
actividad del grupo funcional, sin embargo ta menor diferencia en las estructuras

quimicas puede causar una notable diferencia en la selectividad.

Selectividad, La selectividad en los herbicidas se define como la eficiencia para
matar a las plantas indeseables sin afectar a los cdltivos. Esto puede ocasionar en
algunos casos el retardamiento de los cultivos porque puede ser afectado el
metabalismo en la accidn bioqulmica de la planta causada por el herbicida.

Naturaleza de accion.- Los herbicidas de contacto afectan solamente las partes de
la planta en la cual fue aplicada. Los materiales de contacto que poseen son
relativamente fitotéxicas, en el sistema de la membrana y el tejido de las hojas
inhiblendo la fotasintesis y el metabalisma respiratoria.

Regidn de aplicacion.- Los herbicidas pueden ser clasificadas segin su aplicacion,
ya sea foliar o en a tierra. Los de aplicacion en terrenos son compuestos
normalmente absaorbidos por las raices y transportados hasta las hojas. Los
compuestos de aplicacion foliar penetran por dentro de ta dermis de las hojas y son
absorbidos en los tejidos y tallos .

Tiempo de aplicacién .- El tiempo de aplicacion es narmalmente descrito segin el
campo de cosecha. El desarrolio en el sembrado merece un tratamiento de pre-

emergencia y post-emergencia. Los herbicidas de pre-emergencia son usados en el
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control de malas hierbas y la competencia con la cosecha, la selectividad depende

principalmente en las raices de las malezas indeseables y las plantas agricolas.

Los compuestos de post-emergencia son aplicados en el control de malezas cuando

existe una competencia de nutrientes con la planta agricola,

Formacion del herbicida.- La parte activa de un herbicida se conoce como
ingrediente activo. La formulaclén es generalmente liquidos concentrados o
particulas solidas, estas formas generalmente se diluyen con agua, y las particulas
sdlidas insolubles estdn hechas para emulsificarlas con agua. Las concentraciones
emulsificantes contienen ingredientes activos en disolventes organicos. Muchas
formulaciones de herbicidas contienen coadyuvantes los cuales tienen una
penetracidn y retencidn en la epidermis de la hoja.

Modo de accion de los herbicidas aplicados en tierra. Estos normalmente son
poco solubles en agua, idealmente mantienen una banda discreta en la superficie de
la tierra.

Una cantidad importante de herbiclda absorbido es determinado por el nimero de
factores incluyendo la degradacién ( fitoquimica, quimica o microblana) o perdida
fisica. Estos son normalmente absorbidos y emergidos hasta los tallos de las malas
hierbas siendo transportados por el xilema hacla las hojas y el menstemo aplcal.
Muéhos compuestos como la S-urea y S-tlazina acttian con reaccién a la luz en la
fotosintesis. Una adicion selectiva puede dar diferenclas en los sitios de accién, por
ejemplo la tolerancla en los herbicidas de triazina tienen atribuciones en el
metabolismo rapido de descodificacién y pueden modificar la actividad uniéndose a
los cloroplastos .

Herbicidas de aplicaclon foliar.-Las plantas agricolas y malas hierbas emergen en

un mismo tiempo por lo que la selectividad del herbicida depende del rociado, la
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absorcion y penetracion en el tejido de las hojas y tallos. La epidermis puede actuar
como una barrera entre el herbicida y la membrana impidiendo el paso hasta las
clorofitas las cuales estan localizadas en las laminas que parecen existir en forma de
un complejo formado con los lipidos y las proteinas de modo que el extremo paorfirico
se asocie a la proteina y la cadena lipidica a las capas lipidicas, por lo cual es de

gran importancia |a polaridad del herbicida.

MODO Y ACCION DE LOS HERBICIDAS
Compuestos inorganicas.- Las sales inorganicas tienen un iotal uso de herbicldas
selectivos algunos camo el sulfato de cobre CuSQ4, infroducido en Francia en 1896
por Bonnet fue usado para el control de malezas en plantas de cereales,
posteriormente el cido sulfirico H2S04 fue usado como herbicida de contacto, estos
fueron superados por compuestos inorganicos mas efectivas como el clorato de
sodio, NaClQa, que fue usado para matar la ralz en las semillas perenes tamblén en
algunas aplicaciones posteriores inhiben el cracimiento: Otros compuestos como el
disodio tetraborato decahidratado NazBaO7. 10 K20 o compuestos derivados del
borax, como la sal del acido bdrico 0 el disodio trartrato borato pentahidratado,
Inhiben también el crecimiento de la raiz.
Acldos haloalcanoicos.- Son efectivas contra las semillas de pastos y en las hojas
producen clorosls y posteriormente necrosls después de algunos dias. En 1947 el
TCA (tricloroacetato de sodio) fue usado a lo largo de los cultivas para el control de
pastos.
Estos compuestos son herbicidas selectivos de contacto y tamblén pueden controlar
los rizomas funcionando como inhibldores del crecimiento.
Los compuestos acidos haloalcanoicas son conocidas por afectar gran parte del
proceso fisioldgico incluyendo el metabalismo de carbohidratos, llpidos y del
nitrdgeno.
Sitio de ataque - Se distinguen herbicidas de confacto, y herbicidas sistémicos o

fitohormonas. Como ihdica el nombre, Jos herbicidas de contacto eliminan las
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plantas por contacto. La aplicacion es foliar por medio de la pulverizacion del
producto en solucion con agua u ofro vehiculo. Al cubrir las hojas actia como
veneno de las células, matando las hojas y por consiguiente toda la planta, su
accidn no dura mas que unos dias, es decir no tiene efecto residual, el producto no

circuta por el interior de fa planta

Los herbicidas de fitohormonas o sistémicos penetran en los tejidos vegetales de las
plantas, provocando trastornos que conducen a su muerte. Su accién es entonces
diferente a los herbicidas de contacto. Estos herbicldas son de efecto residual, su

acclion dura un mes o mas después de fa aplicacién.

HERBICIDAS SELECTIVOS

Los herbicidas selectivos pueden ser sistémicos y de contacto. Tienen la propledad
de ser activos sélo contra determinadas plantas. Esto permite utilizarfos en cultivos
para destruir las plantas perjudiciales sin dafiar el cultivo mismo,

Por ejemplo, los cereales, de un modo general todas las gramineas y
monocotileddneas son bastante insensibles a los herbicldas de contacto, asl como
también a los herbicldas de fitohormonas. Por otro lado muchas de las dicotiledénas,
incluyendo gran nimero de malezas, son sensibles a estos herbicidas. Esta
diferencia en la resistencia al herbicida permite su accion selectiva, destruyendo las

malezas sin dafiar el cuitivo .

HERBICIDAS NO SELECTIVOS
Los herbicidas no selectivos presentan a un grupo de productos quimicos que
pueden eliminar todas las plantas, En otras palabras casi todas las malezas e
incluso 1a mayoria de los cultivos son sensibles al tratamlento con estos productos.
Por consigulente, estos productos no se utifizan durante el crecimiento de los
cultivos. Se les emplea por ejemplo en la fase de reposo vegetativo para limpiar
vifias, para la desecacién de plantas de papa que facilitan su cosecha mecanica, en
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frutales o para la aplicacion de pre-emergencia.

En el caso de un cultivo altamente sensible al herbicida, en un campo donde
predominan malezas bastante resistentes, se emplean herbicidas no selectivos de
accion amplia antes de la siembra. En este caso se aplica el producto con bastante

anticipacion para que su efecto residual no daiie al cultivo.

Influencia del medio ambiente en el metabolismo. El comportamiento fisico de los
herbicidas puede ser entendido, comprendiendo las condiciones del medio
ambiente  paricularmente el agua tiene una profunda influencia en el
funcionamiento de los herbicidas y algunos efectos de la descodificacion. Los
efectos del medio ambiente tienen un mérito considerable en {a naturaleza del
metabalismo.(Ashton,F.M. 1973).

Cerca del 50% de los herbicidas comerciales afectan la fotosintesis, la mayoria de
estos actia a nivel de cadena transportadora de electrones entre Q y PQ , otros
como las 1,2,3-tiadiazolil-fenilureas son Inhibidores de la fosforilacion o sintesis de
ATP, otros como las alquilaminas son desacoplantes, se sabe que algunos Inhiben
la biosintesis de clorofila, pero hasta ahora no se ha encontrado un herbicida
inhibidor de la ruta de asimilacion del COz2 .

Se han detectado diferentes sitios de ataque de inhibidores sobre los componentes
de la cadena transportadora de electrones.

Los sitios de Inhibicién son localizados mediante una gran variedad de técnicas
bioquimicas y biofisicas, suelen emplearse sistemas artificiales de donadores y
aceptores de electrones (un donador proporciona electrones a la cadena en
determinado paso y un aceptor los acepta en otro). Esto significa ir probando en
partes las reacclones de la cadena y determinar en que sitio este afectando por una
substancia externa.

En 1977 Tischer introdujo una técnica en la cual un inhibidor marcado

radioactivamente es reemplazado de la membrana por el mismo inhibidor no
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radioactivo, cuanda el sitio de inhibicion es idéntico, lo que sugiere que la union

entre el inhibidor y el receptor en el sitio de accion no es muy fuerte.

Muchos herbicidas y todos los que actiian en el sitio 4 interaccionan con una
protelna, que afecta la funcion de un transportador de electrones; esta proteina tiene
una area de unidn con sitios especificos para diferentes herbicidas, lo que denota la
estereoespecifidad de la reaccion. Esto se ha demostrado con mutantes en las que
Ja efectividad Inhibitoria de un herbicida se pierde pero no la del otro, aunque ambos

actlien al mismo nive! de la cadena redox.

CARACTERISTICAS DE LOS HERBICIDAS QUE INHIBEN LA FOTOSINTESIS
Los herbicidas que Inhiben la fotosintesis son conocidos como inhibidores de la
reaccion de Hill, es decir inhiben el transporte de electrones y de acuerdo con la
conducta que presentan en las diferentes mediciones de la reaccion de Hill puede
ser, de acuerdo con Moreland:

a) Inhibidores de transporte de electrones (i.t.e.); b) Desacoplante (D); ¢} Inhibidores
de la transferencia de energla ( 1.T.E.); d) Inhibidores desacoplantes (1.D.) y e)
Aceptores de electrones (A.e).

inhibidores del transporte electronico

Inactivan o desplazan a uno o mas de los transportadores de electrones, se
considera que su sitio de acclén ( fig. 1, sitio 3 y 4 ) esta locallzado cerca del
fotosistema [l (6) y por eso inhiben la reaccidn, acopladas al mismo, tales como el
transporte de electrones basal (t.eb.), acoplado (te.a.), desacoplado (t.e.d.),
teniendo como donador de electrones al agua y como aceptor al ferricianuro de
potasio, al NADP* ¢ al violégeno (MV); también Inhiben ta bomba de protones (B,H*)
y la fosforilacidn acoplada, asi como desacoplada .

No inhiben ciertas reacciones parciales, como la fosforifacion ciclica o fotoreduccion
de NADP* con un donador de electrones que actle en el fotosistema | (ascorbato +
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DPIP) estos herbicidas no inhiben la fosforilacion oxidativa realizada por la
mitocondria, los herbicidas de este tipo son fenilureas cloradas, bicarhamatos, s-
lriazinas cloradas, uracilos substituidos, piridazinonas, difeniléteres, 1,2,4-triazinona

ureas carbamatos, etc.

Desacoplantes

Son compuestos que separan el transporte de electrones de la fosforilacion del ADP
y el ATP por lo tanto los desacoplan. Disipan el gradiente electroguimico y por eso
evitan tanto la fosforilacion ciclica como la no-ciclica estimulando el transporte de
electrones. Los desacoplantes revierten la inhibicion del transporte de electrones
producida por lo inhibidores de la transferencia de energia (fig. 1, sitio 5) la
perfluidona es un herbicida que actia como un desacoplante puro a pH 8. Los
desacoplantes son compuestos que tienen propledades acido-base.

Los compuestos que desacoplan la fotofosforilacion también desacoplan la

fosforilacidn oxidativa realizada en mitocondria.

Inhibidores de la transferencia de energia '

Actian directamente sobre el complejo enzimatico de la fosforilacion. Inhiben el
transporte de electrones y la fosforilacion en sistemas acoplados; sln embargo, en la
presencia de un reactivo desacoplante que disipa el gradiente electroquimico y libera
el flujo de electrones, se evita la fosforilacion. Se han descrito como herbicidas de
este tipo a las 1,2,3-tiadiazolil-fenllureas. En la figura se muestra el sitio que afecta

{fig.1 sitio 6) sobre la formacidn ciclica y no ciclica de ATP.

Inhibidores-desacoplantes

Son compuestos no especificos que presentan ambas propiedades la de inhibir el
transporte de electrones y la de desacoplar; a concentraciones altas se comportan
como inhibidores y a concentraciones bajas como desacoplantes.

Sus sitios de accion se muestran en la fig. |, sitio 4 y 5. Herbicidas como éstos,
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actuando como inhibidores del transporte de electrones inhiben el transporte de
electrones basal (t.e.b.), acoplado (t.e.a.) y desacoplando ( t.e.d.) con ferricianuro o
MV como aceptor y agua como donador de electrones; también evitan la bomba de
protones y la fosforilacion acoplada.

No inhiben la fotoreduccion del NADP* cuando se usa ascorbato y DCPIP como
sistema donador artificial es decir, cuando se mide sélo PS 1. Cuando actiian como
desacoplantes presentan sus propiedades, asi evitan la fosforilacion y estimulan el
transporte de electrones, ejemplo de este tipo de herbicldas son los dinitrofenoles,
N-fenil carbamatos, acil-anllidas, benzonitrilos halogenados, imidazoles substituidos,
bromofenoximas, 2,4-dinitroanilinas  substituidas, piridinoles y 1,2,4-tiadiazoles

substituidos .
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Fig. 1 El esquema anterior muestra el traﬁsporte de electrones fotoinduccién y las
reacciones de fosforilacién acopladas (5). Las lineas blancas indican reacciones
luminosas, las negras reaccionas obscuras, y las puntadas representan el camino
clclico.

Abreviaturas usadas; PS 1, fotosistema I; PS li, fotosistema ii; Y, donador de
electrones postulado para el fotosistema 1I; Q, aceptor primario de electrones para'
PS |l; PQ, plastoquinonas; cit b, citocromo tipo b; cit f, citocromo tipo f; ‘PC.
plastocianina; P700, centro de reaccién de PS 1, P680, centro de reaccion de PS Ii;
SRF, substancia reductora de ferredoxina; fd, ferredoxina; Fp, ferredoxin-NADP-
oxidoreductasa; Fci, ferricianuro; asc, ascorbato; y DPIP, 2,6 diclorofenolindofeno!.

Los nimeros indican los sitios de accion de los inhibidores.
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Aceptores de electrones

Estas substancia tienen potenciales redox semejantes a algin componente
enzimatico de la cadena y pueden competir con alguno de los componentes de dicha
cadena y de esta manera son susceptibles de reducirsa. Hay compuestos como el
ferricianuro, que trabajan de esta manera y sin embargo no son toxicos.

Existen herbicidas como las sales de bipiridilo, paraquat y diquat que tienen
potenciales redox entre menos 300 y menos 500 mv, pueden aceptar electrones
compitiendo con el aceptor del fotosistema 1 desviando la cadena transportadora de
electrones. Mantienen la fosforitacion no-ciclica y ciclica, son fotoreducidos al
iluminar los cloroplastos en condiciones anaerobicas e inhiben ta fotoreduccion de
NADP*, esta inhibicidn no se impide por fa adicidn de DCPIP reducido.
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Sitio de union :

herbicida tras- + + fenol
lapados en una + + + ureas
area de unién + + + triazinas

F"'\/ U"“ N Z__T (s

La upidn induce inhibictdn por medio de un cambio
contformicionat de$a proteina.

/\ Y

<N

Ps il Q B PQ PC

Representacidn esquematica de los sitios de unidn de herbicidas tales como fenoles,

ureas y triazinas sobre una proteina protectora, catalizadora del fiujo de electrones

desde PS il a PQ.

Para tener un conocimiento mas amplio acerca del mecanismo de accién de los

herbicidas en el proceso de fotosintesis es necesario conocerlo detalladamente por

lo que nuestro siguiente tema es la fotosintesis.
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FOTOSINTESIS
Es el proceso mediante el cual las algas y planlas superiores elaboran materia
organica a partir de CO2 atmosférico y agua.
El proceso total de la fotosintesis en fas plantas se representa por la ecuacion

a2mpirica:

COz2+ H:0 iz, (CH0) + 02 AG”=115 Keal

El dioxido de carbono es reducido al nivel de carbohidrato con la siguiente
transformacion de oxigeno. La reaccion que es fuertemente endergdnica se debe a
fa absorcién de energia luminosa.

La energia almacenada en forma de carbohidrato y de otros compuestos reducidos
puede << recobrarse>> mas tarde en forma de ATP durante la respiracién y la
fosforilacién de la cadena resplratoria. Investigaciones recientes han demostrado
que la energla luminosa puede ser convertida en ATP durante la fosforilacién
fotosintética. Aunque la ecuacion anterior representa con exactitud la estequiometria
de la fotosintesis en los vegetales, no define la reaccion basica de la fotosintesis.

En Jas bacterias fotosintéticas, por ejemplo, nunca se desprende oxigeno y los
compuestos tales como el acetato pueden rempiazar al didxido de carbono como
fuente de carbono. Parece ser que la reaccion basica de fa fotosintesis es la
fosforilacién del ADP a ATP mediante una fosforilacién fotosintética ciclica. La
fotosintesis en las plantas verdes transcurre a través de dos tipos de reacciones
luminicas. E! fotosistema | genera poder reductor en forma de NADPH. El
fotosistema [l transfiere electrones del agua a una quinona y simultaneamente
produce O2 El flujo de electrones entre los fotosistemas genera un gradiente de
protones transmembranar que se emplea para posibilitar la sintesis de ATP, del

mismo modo que en fa fosforilacion oxidativa.
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FASE LUMINOSA

La primer elapa de la fotosintesis es fa absorcion de un fotén de la luz por los
pigmentos, inmersos en las membranas, los que transfieren su energia de excitacion
a una clorofila (la cual es una porfirina con un ioh magnesio coordinado) especial
flamada centro de reaccion (cuya energia de estado de excitacion es menor que &l
de las demas ) ahi comienzan las reacciones quimicas. Las clorofilas son unos
fotoreceptores muy eficaces que contienen una red allernante de enlaces dobles y
simples (un tetrapirrol sustituido). En otras palabras, son polienos los cuales tienen
un poder de absorcion muy fuerte en la region visible del espectro, en la zona en que
la energla solar que llega a {a tierra es maxima.

En las plantas verdes existen dos centros de reaccion que son pigmentos que
absorben a 680 y 700 nm, se les denomina P680 y P700, estén rodeados de otros
pigmentos secundarios 0 accesorios que constituyen el complejo antena (son los
que captan la energla y la transfieren a los centros de reaccion ) el conjunto de
pigmentos que rodea a P680 y P700 junto con los aceplores primarios de electrones
formando los centros de reaccion constituyen el fotosistema 1yl (PS 1y PS II)
respectivamente.

La energia que se absorbe al excitar los electrones de las clorofilas es aprovechada
mediante una serie de transportadores de electrones que sacan de la clorofila al
electron excitado y a éste fe quitan lo excitado aprovechando su energia poco a
poco. Por otro lado 1a clorofila vuelve a su.estado original al aceptar slectrones

provenientes de la fotdlisls del agua.

La transferencia de un electron desde una substancia a otra (transporte de electron
fotoinducido) activado por la luz, es en contra de un potencial electroquimico: Esto

lo desmostro Robert Hill,

Lievandose a cabo la separacion de las dos elapas de la fotosintesis observaron

que puede haber desprendimiento de oxlgeno sin la reduccion del COz, empleando
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en su lugar aceptores artificiales de electrones tales como el ferricianuro de potasio;
la reduccién del ion férrico a ferroso por Ia accion de la luz es una transformacién de

la energla luminosa en quimica. Siendo la ecuacion general:

HO+A Wz . AHz+ 120

Donde A es el aceptor de electrones y AH2 es su formula reducida; como aceptor
final también puede usar metil-violdgeno (MV). Esta reaccidn es conocida como la
reaccién de Hill. En 1951 se reporté que el NADP*, un componente normal de los
cloroplastos actiia como aceptor natural de electrones de la reaccion de Hill de
acuerdo con la siguiente ecuacion:

H20 + NADP* luz NADPH + H* + 12 O2
La luz induce el movimiento de electrones via varios aceptores de electrones lo
cuales estan eslabonados en la cadena transportadora de electrones fotosintética:
No todos los eslabones de la cadena han sido plenamente caracterizados pero se
esta de acuerdo en la existencia de lo sigulente; un sistema enzimatico fotolizador
(Y); un donador primario de electrones del centro de reaccidon del fotosistema i
(P680); un aceptor primario de electrones del fotosistema Il ilamado por algunos
como Q o citocrdmo 550 (cit 550) o X 320, un carrusel de moléculas de
piastoquinonas (PQ); citocrémo b559 (cit b3); citocrémo f 553 (cit F); ‘plastocianina
(PC), donador de electrones dei centro de reaccién del fotosistema | (P700); una
substancia reductora de ferredoxina (FRS), ferredoxina (Fd); ferredoxin NADP
oxidorreductasa(Fp); citocromo b564 (cit b6). Aunque actualmente se discute. la
secuencia precisa de algunas de las reacciones redox efectuadas y sus mecanismos
de encadenamiento, un esquema general de la secuencia serfa el que nos propone
Moreland (Fig. 1)
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Los componentes de la cadena transportadora de electrones estan inmersos en la
doble membrana formando complejos con componentes proteicos (4) y estan
dispuestos de una manera asimétrica como se muestra en la ( fig. 3). Al funcionar la
cadena transportadora se produce NADPH en el exterior del tilacoide se acidifica,
ya que el exterior del mismo se alcaliniza ( fig.2) .
Este gradiente de pH formado a través de la membrana es aprovechado por una
enzima ATP asa sintetasa, que en realidad es un complejo enzimatico al que se ha
llamado CFl y que esta constituido por cinco tipos de subunidades las que se unen
ala membrana por otro componente proteico llamado TI, para sintetizar ATP (fig.2)
.Ia enzima ATP sintetasa no puede utilizar mas protones de los proporcionados al
interior de la vesicula del tilacoide por la cadena transportadora de electrones, a su
vez la cadena transportadora de electrones no puede producir mas protones que los
aprovechables por la enzima ATP sintetasa, por lo se dice que ambas eventos estan

acoplados..

luz .
Wz — ADP+PI 3H

(P . \ ATP
baja concentracion de H ey
! ’25 A V?B

+
m/ 0 2 alta concentracion de H

fosforilacién

Figura 2.
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En fa figura 2. Se muestra el esquema de un saco tilacoide funcional. La cadena

transportadora de electrones dependiente de luz y la fosforilacion acoplada.

Dando una semblanza de lo anterior, definiremos como actuan los mecanismos de

interaccion del herbicida con el fotosistema Ii.

MECANISMO DE INTERACCION HERBICIDA CON EL FOTOSISTEMA i

Los componentes de la cadena transportadora de electrones, inmersos en la
membrana del tilacoide, se encuentran vinculados a proteinas algunas de las cuales
los protegen y mantienen dentro de la dicha cadena, se sabe que los herbicidas del
tipo DCMU 6 también conocidos como Diurdn, interrumpen el transporte de
electrones en el sitio de reducclon en el fotosistema Il entre el aceptor primario X-
320 y el carrusel de plastoquinona o "pool" (que son una serle de moléculas
parecidas, a las quinonas todas, que acarrean electrones como si fueran un
carusel).

Renger (Amhrhein, N., Decs 1983) ha elaborado un modelo de la organizacién
funclonal y estructural de la transferencla electrénica entre X-320, B y el carrusel de
plastbquinona, en donde establece que los componentes Redox X-320 y B estan
embebidos en una proteina que regula el transporte electronico. Experimentos con
mutantes resistentes al herbicida atrazina, que actGan al mismo nivel que el tipo
Diurdn en la cadena, han demostrado que en la protefna, hay una area de union
herbiclda en la que hay varios receptores y subreceptores para todos los inhibidores
del tipo del Diurdn y atrazina. Actualmente se Investiga el mecanismo molecular de
la inhibicién herbicida y se hablade dos diferentes modos de accion.
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a).- Uno de ellos es el llamado_Efecto cinético en el que la modificacion
estructural de la proteina debido a la union con los inhibidores del tipo del
Diuron puede cambiar la orientacion relativa y la separacion entre las
moiéculas invalucradas ( X-320, B y plastoquinona ), 1o que modifica la barrera

energética alterando la velocidad en el transporte de electrones.

b).- En segundo lugar el llamado Efecto termadinamico; donde la transferencia

electrénica entre X-320 y B se regula termodindmicamente a través de sus
potenciales redox los que dependen del microambiente existente; al
madificarse la proteina debido a la unién que hay con el inhibidor se producen
cambios en los potenciales redox del par B*/B mas bajo que el del par X-
320%/X-320, y de esta manera se evita el transporte de electrones de una
manera termodinamica, el cambio debido al Diurén sobre la reaccién X-320* +
B e————— X-320 + B* se ha demostrado por medidas de luminiscencia

y fluorescencia.

Otros experimentos como incubacién de cloroplastos en tripsina ( enzima hidralitica)
evitan la inhibicion que hace el DCMU, en la presencia de un aceptor de electrones
tal como el KsFe(CN)s. Estos resultados han permitido postular, que el ataque de
tripsina cambia las propiedades del area de unidn de la proteina con los inhibldores
del tipo DCMU y atrazina. Fig. 3
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Esquema simplificado de la organizacién funcional y estructural del fotosistema Il del
cloroplasto; se muestra el sitio de accién del Diurdn, tripsina, KaFe{(CN)s, fenil para
benzoquinona y p-BQ y DCIP.

REACCIONES OBSCURAS

Las cuales se Inician con la fijacion del COz2 a la ribulosa 1,5 difosfato y en varios
pasos enziméaticos es convertida en carbohldratos en el ciclo de Calvin.
Las plantas que tienen este metabolismo se llaman plantas C-3, ya que el primer
metabolismo estable después de la fijacién del CO2 es de 3 atomos de carbono. En
cambio hay otras plantas que dan como primer producto un &cido dicarboxllico de 4
atomos de carbono, el acido oxaloacético; dependiendo de la especie pasa
inmediatamente a acido malico 6 acido aspartico, a estas plantas se les llama
plantas C-4. Posteriormente el malato o el aspartato es transportado al tejido de la
vaina vascular donde son descarboxilados y el CO2 que se desprende es
reasimilado porlavia C-3 al ciclo de Calvin.
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Las reacciones dependientes de la luz son las que coresponden a la reaccion de
Hill o cadena transportadora de electrones aciclica.

A continuacion describiremas brevemente la reaccion de Hill con el objelo de tener
una imagen del sitio que bloguean los herbicidas al inhibir la folosintesis.

Para la reduccion del COz se requieren de 4 electrones y el donador natural de esos
electrones es el agua en algas y plantas. El flujo de electrones del agua al bidxido de
carbono se efectia contra un gradiente electroquimico de 1 6 2 volts y requiere de
dos eventos fotoquimicos para vencerlos, proporcionados por los fotosistemas |y Hi
conectados en serie. Los 4 electrones que se requieren para reducir al COz se
transportan de uno en uno en la cadena, se libera una molécula de oxigeno y se
asimila una de COz. El proceso de la fotosintesis comienza con la absorcion de un
fotan de luz solar por los pigmentos antena del fotosistema . La energia de
excitacion es transrnitida por resonancia y transportada por las moléculas de clorofila
(a los pigmentos antena estan formada por 300 moléculas de clorofila y por un
centro de reaccion). Al centro de reaccion P-680 de la unidad fotosintética.

El P-680 excitado dona su electron al aceptor primario Qa quedando P-680* como
un oxidante fuerte e inmediatamente acepta un electrén del donador Z oxidandolo.
Después de que Z ha donado 4 electrones al centro de reaccion P-680 se libera una
molécula de Oz y cuatro protones al medio ambiente, la oxidacién de 2 moléculas
de agua en tanto el P-680 queda reducido.

Volviendo a Q-reducido los electrones son transportados por acarreadores de
electrones a favor de un gradiente electroquimico son localizados entre los
fotosistemas ( | y Il } conocldos como B (plastoquinona), PQ (almacén de
plastoquinona ); cit F (citocromo F) y Pc (plastocianina una proteina con dos atomos
de cobre).

La plastocianina reducida dona su electrén a P-700 (dimero de clorofila) que absorbe
luz por sus propios pigmentos antena y P-700 excitado dona electrones de uno en
uno al receptor primario del fotosistema 1, llamado X( el cual es una

stlfoferroproteina, finalmente X reducido transfiere sus electrones a la proteina
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reductora de ferredoxina (PFS), de aqui la ferredoxina (FD) y de ésta al NADP" para
dar NADPH; esta ltima reaccion es catalizada por la enzima ferredoxina (FD),
NADP* reductasa. Ef transparte de electrones de X- a NADP* se efectia a favor de
un gradiente electroguimico.

Podemos resumir que la reaccidén de Hill se transportan electrones desde el agua
hasta el NADP* Attificialmente se pueden sacar electrones a nivel X-(con
ferriclanuro de potasio) y la reaccién de Hill seré entonces desde el agua hasta el
ferricianuro; estas reacciones ocurren en el transporte de electrones aciclico y

abarca los fotosistemas |y 1l.
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INTRODUCCION A MITOCONDRIAS

Siendo las funciones mitocondriales de importancia clave en el metabolismo celular,
resulta 1dgico que estructural y fisiolégicamente el organelo halla sido conservado en
la escala evolutiva tanto en los phyla animal como en las divisiones vegstales. No
obstante el mantenimiento de las caracteristicas basicas de las mitocondrias tanto
en ios organismos autotrofos como en los helerotrofos  presentan diferentes
estructuras y metabolismos.

Existen varias caracleristicas que son exclusivas de las mitocondrias de tejidos

vegetales y que son las siguientes:

1).- Respiracién insensible al cianuro. Este fenémeno estd dado por la
presencia de una oxidasa lerminal diferente a la citocromo oxidasa, como
aceptor final de electrones. Esta via de transporte de electrones parece operar

cuando la cadena primaria no tiene capacidad de funcionamiento.

2).- Oxidacidén de NADH exageno. Esta reaccidn esta catalizada por un NADH
deshidrogenasa constituida por una flavoprotelna y quiza por un citocromo, se
localiza en la membrana interna mitocondrial, pero orientado hacia el espacio

intermembranal, lo cual le permite ser accesible al NADH citoplasmico
3).- Oxidacion de glicina

4).- Oxidacién de acidos grasos

5).- Presencia de una enzima malica
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PARTE II

DESARROLLO EXPERIMENTAL



METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Experimentos de Pos! emergencia in vitro para caraclerizar nuevos compuestos

herbicidas.

Ohjetivos: Determinar la concentracion del nuevo herbicida a la que inhibe el 50% o

la destruccion de Ia hoja aplicado por aspersion.
- Conocer fa potencia de Ios nuevos y diferentes herbicidas a trabajar

ACTIVIDAD HERBICIDA EN LA FOTOSINTESIS IN VIVO
Se aplica el reactivo en las hojas de fas plantas cultivadas en el laboratorio, por
aspersion para observar la concentracion éptima que puede afectar en una planta

agricola y de maleza,
Actividad herbicida in vivo en el proceso de germinacion.

Fundamento: Se basa en el desarrollo y crecimiento de las plantas seleccionadas a
un tiempo determinado ulilizando contioles de la misma especie que tengan las
mismas caracteristicas, para tener resultados precisos acerca de! comportamiento
de los nuevos herbicidas.

Técnica:

Se procedera a germinar las sehillas seleccionadas de malezas y de plantas
agricolas hasta obtener plantas con 3 0 4 hojas minimo, a las hojas de estas plantas
se les aplicard a diferentes concentraciones de N-isobutilcinamamidas. Con ei
siguiente disefio experimental.

Los compuestos disueltos del nuevo herbicida se aplican por aspersion en las hojas
y se determinard la concentracion efectiva para provocar clorosis, necrosis o

blanqueamiento en funcidn del tiempo ( de 5 a 7 dias) es la adecuada.
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Posteriormente se realizara un experimento por triplicado para determinar fa
concentracian def nuevo herbicida. Los datos obtenidos se les dara un tratamiento
estadistico.

En este trabajo se utilizaron ias concentraciones que se obtuvieron en experimentos
del efecto de ias N-isobutiicinamamidas en la fotosintesis asi como las que

obtuvimos en los experimentas de germinacion de semiiilas.

- Respiracién efecto inhibitorio en semilla y mitacondria aisiada.
Para la realizacldn de todos los experimentos de respiracion, germinacion y

fotosintesis se utilizaron semilias de tomate, maliz, pasto y Cassia oblussifolia, con
los sigulentes compuestos:.

Lycorcicum esculentum 4-Br isobutiicinamamida
Zeamays 3-Cl isobutiicinamamida
Lolium multiflorum 4-Clisobutiicinamamida
Cassla obtussifolia . 4-Br Isobutilcinamamida
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GERMINACION
Actividad herbicida in vivo en germinacion tle semillas.

Fundamento: Se basa en la observacion de pruebas cuantitativas de la germinacion
de semillas que nos puedan demostrar la efectividad del herbicida; con el objeto de
encontrar el tiempo de aptima germinacion de los controles y ver si esta aclividad
biolagica es inhibida, acelerada o retardada, asi como la concentracion ptima que

inhibe el 100% la germinacian de las semillas.

Material y método

3 cajas Petri de didmetro 8.75 cm. por cada especie de semilla
Agua destilada

Papel filtro

Semillas de maleza de hoja angosta (pasto)

semillas de maleza de hoja ancha(Cassia oblusifolia)

Semillas de planta agricola hoja ancha(tomate)

Semillas de planta agricola hoja angosta( maiz)

Para la siguiente experiencia se utilizd un sustrato el cual tiene la funcion de proveer
de humedad adecuada y sostén a la semilla durante la germinacion, se pueden
utilizar diferentes tipos de sustratos coma: Pape! secante, papel filtro, papel kimpak,
tela, algoddn, arena v tierra.

En las pruebas realizadas de germinacion se utilizd el papel filtro con las siguientes

caracteristicas:

papel filtro  resistencia a ruptura  ascencion capilar (cm) acidez
Medio 1.00kg/m? 30 6.0-7.5
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Humedad y aireacion: Ef sustrato debe de estar fo suficientemente himedo para
suplir las necesidades de agua de la semilla, A excepcion de aquellas especies que
requieren mucha humedad durante su germinacion, el sustrato nunca debe de estar
tan hiimedo como para formar peliculas de agua alrededor de la semilla, porque esto
restringe una buena aireacion.

La adicién de agua después de establecida la prueba de germinacion depende de la
evaporacion de esta en la cdmara de germinacidn, dado que el grado de
evaporacién depende de la humedad relativa del aire deben colocarse pocitos con
agua para mantener una humedad retativa del 95%.

Evaluacion ds fas plantulas.
Usualmente se efactiian dos conteos de plantulas en una prueba de germinacion. El
primer conteo se puede eliminar si existen semillas muertas y duras, registrandose
las plantulas normales,
Al final de la prueba se puede determinar el porcentaje de semilias viables no
germinadas. Las plantas dafiadas seriamente por hongos y/o bacterias, deberan ser
consideradas como normales siempre y cuando estén presentes sus estructuras
esenciales y la fuente de inoculo no provenga de la misma semilla, si suceds lo
anterior las semilias deben ser tratadas antes con una solucién de hipoclorite de
sodio al 5%. Si se desarrollan algunos sintomas tipicos de alguna enfermedad esto
debera ser registrado, si se utiiza alguna substancla para reducir o inhibir el
desarrollo del microorganismo, durante la prueba esto se debe de anotar,
Para determinar que la prueba de germinacion fue satisfactoria esta debe de tener
una germinacién mayor dei 90%. Repita la prueba cuando considere que los
resultados no son confiables debido a factores tales como:

+ Condiciones impropias para la prueba

» Errores en la evatuacion de plantula

* Presencia de hongos y bacterias

» Poca precisién en el conteo y registro de datos.
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Para la siguiente experiencia se utilizaron las semillas de las especies seleccionadas
de malezas y plantas agricolas, con el nuevo herbicida a diferenles concentraciones
utilizando un control como base de referencia.

Posteriormente se hara un experimento por triplicade para tener un mayor numero
de muestras, para hacer un ltratamienlo estadistico de los datos de desviacion

estandar y ver si la variacion es significativa entre un compuesto y otro.

Técnica: Se utilizaron 3 cajas petri por cada especie de semilla conteniendo en su
interior de la caja papel filtro el cual es ulilizado como base para la germinacion de
las semiflas, estas cajas son esterilizadas previamente para evitar la presencia de
hongos y bacterias, las semillas son embebidas durante 30 minutos y puestas en la
cajas con 7 mi de agua estéril. Cada especie de semilla de maleza y pianta agricola
que fue seleccionada es sembrada por iriplicado con diferente concentracion de
herbicida, utilizando una caja sin substancia como blanco.

Son expuestas a temperatura ambiente durante 5 dias y cada 24 horas se observan,

para determinar su crecimiento comparado con su control correspondiente,
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RESPIRACION

Fundamento:

Se realizaron experimentos de respiracion en semillas de las mismas especies
utilizadas anteriormente en experimentos de germinacidn y observar si la respuesta
es afectada con la concentracion creciente de las N- isobutilcinamamidas, los datos
se obtuvieran en el aximetro ( aparato que sirve para determinar la concentracion
de oxigeno por 100/polaragrafia) en donde se observé una disminucion de la
concentracion de Oz en la cubeta al consumirse por la respiracion.

El principal objetivo de la experiencia es la determinacion de la respiracién por
polarografia utilizando un electrodo de tipo Clark, el cual mide camblos en la
carriente que se generan cuando se reduce el 02 agua y es abservado el consuma
de oxigeno. Para demostrar en forma directa la inhibicion de la respiracidn en
semillas se debe analizar la inhibicion de la respiracldn en mitacondrias alsladas, se
procederd a aislarlas y en estas se medira la actividad respirataria en presencia y
ausencia de las N-isobutilcinamamidas en concentraclones crecientes de estos
compuestos.

Estos experiMentos se repiten de tres a cuatro veces, los datos obtenidos se les

dard tratamiento estadistico.
Diseiio experimental

Para la siguiente experiencia se utilizé el oximetro YSi modelo S300, conectado a un
electrodo de Clark (determinacién de cambios de concentracidn de oxigeno en ia
respiracion en funcion del tiempa). Se colocaron cierta cantidad de semillas en un
volumen determinado de agua, dependiendo del tamaiio y forma de la semilla, se
detectd respiracién en el oximetra, después de varios intentos con cada especie de

semilla seleccionada encontrandose los resultados respecto a la cantidad de
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semillas y volumen de agua para los ensayos Optimos de respiracion de semillas

son.

- 300 semillas de tomate de cascara

en un volumen de 4 mi de agua.

- 50 semillas de maleza hoja ancha Cassia obtussifolia

en un volumen de 4ml de agua.

- 100 semillas de pasto Lolium multiflorum

en un volumen de 3 ml de agua.

- 10 embriones de maiz

en un volumen de 4 mi de agua. -

El aparato oximetro es calibrado con agua a una apertura de 80° en el canal N.1

Los estudios realizados se hicieron segun el tiempo de germinacion de cada semilla,
utllizando dlferentes concentraciones de las N-Isobutiicinamamidas.
La corrlente que se genera en la respiracion al consumirse el O2 se traduce a voltaje

y graficado por un registrador se obtendréa la sefial correspondiente

Sembrar en cajas petri estériles con los compuestos creclentes de las N-
isobutilcinamamidas como se muestra a continuacion y tomar respiracion cada
tercer dia, anotar y observar hasta su germinacion.

100 semillas de pasto(Lolium multiflorum)---concentracion Q M
100 semillas de pasto(Lolium multiflorum)---concentracion 30 uM
100 semillas de pasto(Lolium multiflorum)---concentracion 60 uM
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EXTRACCION Y PURIFICACION DE MITOCONDRIAS
Metodologia:

Extraccion de mitocondrias a partir de raices de maiz.

Las mitocondrias son aisladas de la raiz de maices de 3 ¢ 4 dias de edad,

Se cortan las raices de 1 cm. y se homogenizan en un mortero con arena
previamente frios; se filtra con cuatro capas de gasa, el liguido homogenizado es
centrifugado a 10000 rpm 10 min. en una centrifuga Beckman J-21 Sorvall R-C 5B

cabezal Maxser 461.
Purificacion de mitocondrlas

Se prepara un gradiente de sacarosa con 0.1 ml de albimina bovina desgrasada
BSA y 10 .M de fosfato de potasio a pH de 7.6, agregar en los tubos de centrifuga :
6 ml de 1.8 M sacarosa, otra capa de 6ml de1.45 M sacarosa, otros 6 ml de 1.2 M
sacarosa, otra capa de 3 ml de 0.6 M sacarosa y en la parte superior agregar una '
capa de mitocondrias aisladas centrifugar a 18000 rpm durante 30 minutos en una
centrifuga Sorvali RC-5B de cabezal numero Max ser 461.

Las mitocondrias se separan en las fronteras de 1.2 y 1.45 de sacarosa, con una
pipeta paster ponerlo el concentrado en un tubo de ensaye, diluir la sacarosa a
concentracién de 0.3 M pasar a tubos de centrifuga y centrifugar a 15000 rpm 3 min.
después se decanta y la pastilla es resuspendida en medio de HEPES pH 7.2
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DETERMINACION DE PROTEINA POR METODO DE BIURET

Fundamento:
Todos los compuestos que contienen uno o mas enlaces peptidicos forman un
complejo color violeta con las sales de cobre en soluciones alcalinas. Cada ion cobre
2+ parece formar un complejo con 4 nitrégenos peptidicos.
El método toma el nombre de Biuret
(H2N-C-NH-C-NHz2)  que es uno de los compuestos mds simples que forman el

Il Il complejo violeta con los iones de cabre.

0O O
Reactivo: Sulfato de cobre al 0.15%, tartrato de sodio. potasio al 6%, hidroxido de
sodio al 3%..
Preparacion del reactivo utilizando agua hervida destilada y desionizada durante 20
minutos. Disolver 1.5 g de sulfato de cobre pentahidratado y 6 g de tartrato de sodio
0 potasio en 500 ml de agua a temperatura ambiente.
Adicionar 300 ml de hidroxido de sodio al 10% con agitacidn constante, aforar a

1000 ml con agua y almacenar en una botella de polietileno en {a obsctridad.

Procedimlento: Blanco; conteniendo la cantidad adecuada de amortiguador en que

se encuentra la muestra y aforando a 0.8 ml con agua.

Curva estandar de proteina: Contenida 1-6 mg de albUmina bovina usando una.
solucién de 10 mg de alblmina por ml de agua.

Aforar la muestra de protelna problema conteniendo aproximadamente 0.25 a 5 mg
a 1 ml con agua. Agregar 2 ml del reactivo de Biuret y esperar de 20 a 30 minutos a
que desarrolle color y leer absorbancia a 540 y 550 nm contra el blanco.

Gréficar los datos de absorbancia contra concentracion de proteina en miligramos y
extrapolar la absorbancia de! tubo que contiene una alicuota de proteina

mitocondrial para obtener la concentracion de esta.
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RESULTADOS DE FOTOSINTESIS IN VIVO
Experimentos de Post-emergencia

Inhibicién de la fotosintesis in vivo. Los resultados son observados después de 7
dias de aplicacion con las N-isobutiicinamamidas para cada planta agricola y de
malezas.

Zea mays: Se observa que las hojas se han deteriorado a una concentracién de 30
pM y sufrido necrosis a una concentracién de 60 pM con el compuesto 3-Cl
isobutilcinamamida en ias hojas mas liernas, y en otras observamos una carencia de
clorofila, ya que presentaba un color marrén. fotografia N.1

Lycopersicum esculentum- . A una concentracién de 60 yM con el compuesto 4-
Br isobutilcinamamida apenas se percibia clorosis en las hojas més tiernas, mientras
que en las otras hojas menos desarrolladas no fueron afectadas con la
concentracion de 30 uM.

Por sequir el experimento a 240 hrs, se observd que después de este tiempo la
planta era capaz de biotransformar la substancla, sin causarle la muerte.

fotografia N.2

Lolium multiflorum: E| crecimiento del pasto es afectado considerablemente a una
concentracién de 30puM y a una de 60 pM del compuesto 4-Cl isobutilcinamamida la
planta sufre necrosis en las hojas y tallo; observdndose un color verde seco y café
claro.

fotografia N.3

Maleza de hoja ancha: Cassla obtusifolia: Es afectada en menor grado que el
pasto, puesto que esta no muri6 a una concentracion de 60uM 3-Cl
isobutilcinamamida, pero los dafios fueron Irreversibles, notando que el borde de
sus hojas fué necrosado y el resto de la hoja sufri§ clorosis. Esto fue observado a los
7 dias. Fotografia N.4
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RESULTADOS DE FOTOSINTESIS IN VIVO

Fotografia N.1
Compuesto : 2-Clisobutiicinamamida

Semilla : Zea mays

concentracion=30uMM concentracion=60uld

Control




RESULTADOS DE FOTOSINTESIS IN ViVO
Fotografia N. 2

Compuesto : 4-Brisobutilcinamamida
Semilla : Lycopersicum esculentuni

Controt concentracion=30uM

concentracion=60uM




RESULTADOS DE FOTOSINTESIS IN VIVO
Fotografia N. 3

Compuesto : 4-Cl isobutilcinamamida
Semilla o Lolium muitifforum

Control concentracion=30uM concentracisn=60uhd




RESULTADOS DE FOTOSINTESIS IN VIVO
Fotografia N. 4

Compuesto : 4-Br isobutilcinamamida
Semilia  : Cassia obtusifolia

Control concentracion=30uti concentracion=60uiM




RESULTADOS DE GERMINACION DE SEMILLAS

Las semillas del Lycopercicum esculentumn fueron puestas a germinar con el

corhpuesto 4- Br isobutilcinamamida a las 72 horas y 240 horas,

4-Br isobutilcinamamida

conc.(uM) t(hrs.) N. de semillas
germjnadas
0 72 198
30 72 126
60 72 148
0 240 289
30 240 280
60 240 280

En esta tabla se muestra la substancia ensayada 4-Br isobutilcinamamida la cual

no tuvo un mayor efecto mas que el de retardar el tiempo de germinacién de las

semillas de Lycopersicum esculemfum a una semana mas, también se observo que

de las 300 semiilas puestas fueron germinadas casi en su totalidad a excepcion de

un porcentaje de 0.099%, lo cual es permitido, sin asegurar que la substancia no

inhibid a estas semillas.
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Semillas de Lycopersicum esculentum

3-Cl isobutiicinamamida

conc.(uM) t(hrs.) N. de semilias
germinadas
0 72 194
30 72 48
60 72 29
0 240 290
30 240 287
60 240 267

Los resultados de la tabla demuestran que a las 72 horas se inhibe la respiracion de
las semillas y se recupera drasticamente a las 240 hora, lo que Indica que estas
semillas de Lycopersicum esculentum son capaces de biometabolizar a la
substancia.

En ios siguientes experimentos se describiran los resultados de germinacidn de
embriones de malz en presencia de concentraciones crecientes de las N-
isobutilcinamamidas.

Embriones de Maiz

conc.(uM) I tiempo (hrs.) N. de semlilas germinadas
4-Br 3-Br 4-Cl 3-Cl
‘ 0 48 10 9 10 10
30 48 8 8 9
60 48 8 7

Los resultados de esta tabla nos revelan que en los embriones de maliz es afectada
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la germinacion en un porcentaje de 30% a una concentracion de 60pM, aunque este

no sea tan significativo

Lolium multiflorum: Semillas de pasto

conc.(uM) | tiempo (hrs.) "gffm?ﬁ':ﬂis
4-Cl| 3-Br
0 120 94 90
30 120 79 82
60 120 68 80

En este experimento de las 100 semillas de pasto puestas a germinar se observo un
porcentaje de 10% a 32% de inhibicion. Lo cual corresponde a presentar un daiio
en el metabolismo respiratorio de las semillas de Lolium multiflorum.

En las semillas de maleza de hoja ancha Cassla obtusifolia no se realiz6 el
experimento de germinacién ya que presenta una substancia que inhibe su
crecimiento in vitro, como lo demuestra el anélisis espectrofotométrico que se le

realizo al liquide que desprendian las semiilas.
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RESULTADOS DE GERMINACION DE SEMILLA
Fotografia N. 1 -
Compuesto 1 4-Br isobutiicinamamida

Semilla  : Lycopersicum esculentum

Control concentracion=30uM concentracion=60u

5-Br I1sobuticinamamica

4-Br-lsobuticinamamida <-Brsoputicinamamda

CONTROL Conc = 30uM

Tomate (g i
esculcutum

. Tiempo de germinacién ; 240 hrs.
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RESULTADOS DE GERMINACION DE SEMILLAS
Fotografia N.2

Compuesto : 3-Cl isobutilcinamamida

Semilla : Zea mays

Controf concentracion=30uM concentracion=60uM

cunicramamiaa 5 Gt Isoputicinamamida

CONTROL

Emorones de Maiz (Zea mafr) .

Tiempo ae germinacion

PRI



RESULTADOS DE GERMINACION DE SEMILLAS
Fotografia N. 3

Compuesto : 4-Br isobutilcinamamida

Semiila o Lolium multiflorum

Control concentracion=30uht concentracion=60uM

[PPSR A AR 15 AEES 1)
CONTRGL
conl - 60.M
s L onum multifiorum)

I.empo de garrnmaaéng jghg;

1.emec o= germinacidn : 120 nrs
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RESULTADOS DE RESPIRACION EN SEMILLAS

Semillas de tomate: 300 semillas de tomate embebidas 30 minutos en agua con dos
lavados, incubados 24 horas en agua y otros compuestos de la familia de las n-

isobutilcinamamidas.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el oximetro, se tomd como referencia el
segundo tlempo de dos minutos a partir del inicio, para obtener una pendiente mas
real y poder aplicar la siguiente ecuacién para determinar la concentracion de

oxigeno en las semillas.

( naw02)
Vrep.= ‘ﬂ ~ obulileinamamidan
(b X n. de semillas )
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Tabla N.1

Resuitados de respiracion de 300 semillas de tomate de cascara

Velocidad de resplracion

Concen | Tiem

tracion | po Nato 02/hx 300 semilias

(M) {hrs)

4-Ct 4-Br 3-Ct 3-8

0 24 | 540 | 405 | 405 { 540 | 540 | 450 | 1890 1620 1655|1620 1890 ; 1655
30 | 24 [ 405 405 | 450 | 540 : 540 i 540 1890 1890; 1890|1620’ 1790 | 1490
60 | 24 | 540 ; 540 | 450 | 540 ; 540 ; 405 {1350 1320 1585|1890 1890 1890
0 48 {5130,5400}6210{5130;5400; 657001350 1350 1350{ 1620} 1620} 1620
30 | 48 |54005400i5400|6210 5130} 5400|2890; 2430 | 2460|2430 1890} 2060
60 | 48 |2970:3510:5130{6210;5130{5130[ 1050 1080 1016 1620{ 1690 1655
0 72 {5130} 5400 5400, 5130{ 5400 5030 1890 1890 { 1890{ 1620 1620 1620
30 | 72 |5400i5400]5400|4590 5510} 4590|1890} 2190 : 2140|1690 1630 | 1656
60 | 72 {4320{4860; 4960|5050} 4880 5590|1890 1890; 1890 1890 1890 ; 1900

Los resultados encontrados muestran que los cuatro derivados de la

N-isobutilcinamamida no afectan la respiracion de las semillas de tomate a las 72

horas. La concentracién ensayada corresponde a concentraciones que inhiben las

diferentes actividades de la fotosintesis.
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Las siguientes tablas muestran la media de los datos obtenidos en los diferentes

experimentos de respiracion de las 300 semillas de tomate, asf como la

desviacion tipica o el error tipico de las varianzas respecto a cada control.

Los valores de respiracion de las semillas son reportados en N atOz/h

4- Cl isobutilcinamamida

Concentracion Media Varianza Desviacion
M i 5 2Ux estandar
85X
0 12.22 18.71 4.32
30 12.45 20.53 4.53
60 9.3 3N 1.97

4- Br isobutilcinamamida

Concentracién Media Varianza Desviacién
M X 5 2Ux estindar
8X
0 12.3 18.24 427
30 114 8.28 287
60 8.94 27.56 5.2
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3-Clisobutilcinamamida

Concentracion Media

Varianza Desviacion
M o §2/x estandar
85X
0 5.55 33.94 5.82
30 6.76 33.10 5.75
60 561 31.01 5.56

4-Br isabutilcinamamida

Concentracion Media Varianza Desviacién
LM X 8 2/x estandar
5X
0 5.55 0.075 0.2738
30 6.15 0.427 0.6534
60 . 6.156 0.670 0.8190

A los valores de las tablas anteriores se les realizd un tratamiento estadistico
basado en una prueba no paramétrica denominada prueba de Kruskal-Wallis la cual
generaliza el analisis de varianza para permitirnos prescindir de Ia suposicion de que
las poblaciones estan distribuidas normalmente.



Se utilizo la siguiente formula:

: Rf
12 -3k )

K=

n{n+1) i

en donde ni=El nimero de elementos en la muestra j
Rj=La suma de los rangos de todos los elementos en la muestra j

k= El nimero de muestras

24 Hrs. t=157  p=0.13
=138 p=0.19 T=3.41 p<0.0007

t=7.20  p<0.00001

48Hrs. t=0.35  p=0.87
t=19.21  p<0.00001 T=1229  p<0.0001
1=19.31  p<0,00001

72Hrs. t=5.06  p=0.000005
t=3.62  p=0.0003 =498 p<0.000001

t=6.29  p<0.00001

En donde P es la significancia estadistica; cuando P>0,05 la prueba no es
estadisticamente significativa, esto quiere decir que si realizamos el experimento
anterior 100 veces, 95 experimentos tendran resultados muy semejantes a los

obtenidos en este experimento.
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Tabla N.2

Resultados de respiracion de 10 embriones de maiz

Concentracion Tiempo Concentracion de oxigeno
(uM) (hrs.) N ato 02/hx10 semillas
4Br 3Br 4Cl 3Cl
0 24 189 135 81 81
30 24 198 144 135 144
60 24 216 1 153 153
0 48 162 1mnm 230 200
30 48 126 117 198 189
60 48 171 189 m 180

No se realiz6 una tercera lectura ya que los malces hablan germinado.
Los resultados de la tabla muestran que a 30uM y 60uM activan la respiracion hasta

aproximadamente un 60% a las 24 hrs de iniclado el experimento, normalizandose la

respiracion

a las 48 hrs. por lo que los derivados halogenados de las N-

isobutilcinamamidas ensayadas no afectan significativamente ia respiracion de los

embriones de maiz ya que se recupera, lo cual sugiere que los embriones de maiz

son capaces de biometabolizar el compuesto..



Tabla N.3
resultados de respiracion
100 semillas de pasto Lolium multiflorum

Concentracion Tiempo Concentracién de oxigeno
(nM) (hrs.) N ato 02/hx100 semillas de pasto
4Br 3Br 4Cl 3cl
0 24 315 . 360 360 270
30 24 270 270 270 270
60 24 360 - 360 180 180
0 72 720 630 810 810
30 72 630 540 810 720
60 72 630 540 630 810
0 120 990 990 1350 1460
30 120 1400 1170 1170 990
60 120 910 900 1200 990

En la tercer lectura nos indica que las semillas de pasto no fueron afectadas tanto
como se esperaba, ya que el porcentaje no excedié de un 22% de inhibicién como
grado mayor, pudo ser metabolizado hasta un 10%. Lo cual nos indica que las
cantidades que se ensayaron no- fueron las adecuadas para la Inhibicion de la
respiracion en semillas

58



RESULTADOS PARA LA CUANTIFICACION DE MITOCONDRIAS

Grafica N.1 Curva estandar de proteina, para determinar la cantidad de
proteina de mitocondria presente en la muestra.

Se hace una curva estandar a concentraciones crecientes de BSA para
canocer la concentracion de proteina de mitacondrias aisladas, se toma una
alicuota de 0.1ml de suspencion y se trata de igual manera que el BSA, la
absorbancia obtenida se extrapola en los tubog prablemas A y B
on%M%emhgéMahmmmmmmmnmg'
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Tabla de resultados curva estandar de proteina

Tubo absorbancias.
0.00
0.194
0.249
0.291
0.347
0.394
0.446

~Njoloialwing -

Tabla de cuantificacion de mitocondria problema

Problema Concentracién
Mitocondrias
Tubo 8 0.50ml. 0.368.
Tubo 9 0.55ml. 0.330.
2 mg proteina

Problema=

0.1 ml. Mitocondria alsiada X 0.368 respiracién mitocondria
Problema = 0.1336 mg de protsina de mitocondria contenida en la musstra.

Con los resultados obtenidos en la interpolacion de la grafica se determina que la-

cantidad de proteina de mitocondria encontrada es de 0.3689 uM.

La cual fué utllizada para determinar si aigin compuesto halogenado de las N-
isobutilcinamamidas pudiesse inhibir el metabolismo de la mitocondria.

El experimento realizado demuestra que no es afeclado considerablements el
metabolismo respiratorio de las mitocondrias, cabe destacar que este experimento
tiens que ser de suma destreza, ya que si se pasa un minuto mas, esto bastaria
para que las mitocondrias murieran.
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CONCLUSION
Para realizar un estudio sobre un nuevo herbicida y entender el mecanisrmo al cual
fué afectado no es nada simple, ya que existen pruebas, que no tan sdlo la
metodologia se lleva a cabo sino también el ingenio de cada de quién para tratar de
imaginar como se puede comportar una planta con cierta las substancia ensayadas.
Conociendo un poco acerca de las principales caracteristicas de nuestra substancia
obtuvimos cierta informacion para determinar en que sitio podria afectar nuestra
molécula. La correlacion entre la estructura quimica de los herbicidas y su
reactividad no garantiza la actividad sobre las plantas de una substancia, pero
permite disefiar nuevos y mejores herbicidas .
Por otro lado la actividad de una substancia en la fotosintesis no garantiza su
especificidad en ella. Solamente el conocimiento de todas aquellas posibies rutas en
la pudiera afectar el herbicida, harian mas predecible su actividad.
El presente trabajo fue con la finalidad de demostrar que la familia de las N-
isobutilcinamamidas tienen un potencial inhibidor en las plantas y que en cierta
planta agricola es biodegradada después de un determinado tiempo.
Los estudios realizados en la respiracion de semillas demuestran que algunas
plantas agricolas como el tomate no deja de captar oxigeno a pesar de tener una
concentraclon elevada de las N-isobutilcinamamidas; mientras que las semiilas de
las malezas principalmente de hoja angosta fueron inhibidas casi en su totalidad
siendo las substancla mas activas ver tabla N.3.
En los estudios de germinacion los resuitados fueron similares, siendo las semillas
que mas germinaron las de los tomates es decir aunque fue inhibida la respiracién
en las primeras horas posteriormente las semillas metabolizaron la substancia,
también se observé que las de menor grado de germinacion, lo obtuvieron los pastos
a una concentracion de 60pM.
En fotosintesis in vivo a una concentracién de 60uM de 4-Clisobutilcinamamidas
sufrid necrosis los pastos, mientras que el tomate solo se observd clorosis en
algunas de sus hojas, por lo que se concluye que los compuestos mas activos
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fueron el 4-Cl-isobutiicinamamida y el 3- Br isobutilcinamamida

Para que una cierta substancia actile como herbicida debe de cumplir con ciertos
requerimientos como una cierta lipofolicidad y una funcionalidad polar para que el
herbicida entre en contacto con la proteina aceptora y que inhiba su proceso natural.
Es dificii en realidad determinar con precision a que nivel inhiben las N-
isobutilcinamamidas, pero se determind que bien se pudiera obtener un herbicida
selectivo. Los estudios realizados en el iaboratorio y en el carhpo correboran lo
anterior.

No se pudo tener con exactitud resultados de proteina de mitocondria, para
determinar si es afectada la cadena respiratoria en estd, pero se vio que a las
cantidades ensayadas no afecta considerablemente.

Los sitios de inhibicion son localizados mediante una gran variedad de técnicas
bioquimicas y biofisica, suelen emplearse sislemas artificiales de donadores y
aceptores de electrones (un donador proporciona electrones a la cadena en
determinado paso y un aceptor los acepta en otro).

Esto significa ir probando en partes las reacclones de la cadena y ver en donde esta
afecta por alguna substancia externa, por lo que cuando se trata de desarrollar una
nueva substancia que Inhiba la sintesls de la cadena se debe hacer un estudio
minucioso acerca de 1a posible actividad de la substancla, sino puede ocasionar una
gran perdida de tiempo.

Otro experimento que debe ser notado, es cuando el metabolismo vegetal es capaz
de metabolizar substancias toxicas en no tdxicas y no tdxicas en tdxicas como
gjemplo, con el malz y la triazina, cuando es destoxificada la triazina no es toxica

para el maiz y si para otras plantas, como ocurre con la planta de lomate y el 4-Br-
isobutilcinamamida.

Limitaciones en el campo agricola,
La mayoria de los herbicidas actuales tienden a empobrecer las tierras, si estos son

usados por periodos prolongados ya que la mayoria de los herbicidas no son
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biodegradables, por lo tanto se quedan depositados residuos quimicos, que con el
tiempo se van combinanda con los rminerales de la tierra formande complejos de
caardinacion, pravacando como consecuencia la falta de minerales en la lierra y por
tanto un desarrollo menor al esperado en las plantas agricalas.

Por lo que actualmente se est4 tratando de producir herbicidas biodegradables o por
lo menos que los depositos que se acumulen en la tierra no dafen a las plantas o
que en determinado momento lo puedan degradar.

La finalidad primordial de este trabajo realizado es dar a conocer el desarralio de
una nueva familia quimica dentro de la agricultura y sobre todo tralar de no dafar

mas nuestros campos que a largo plazo pudiesen quedar esltériles.



GLOSARIO
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