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I. INTRODUCCION .

Bn vista del crecimiento de la poblacién mundial se hace imperio
sa la necesidad de planear el crecimiento de &sta y su futura necesi
dad de alimentacifn. Para lo segundo hay que aumentar la eficiencia
de la cadena alimenticia, la que se sustenta en la produccifén vegetal.

Al aumentar la eficiencia de la produccién vegetal abstrayendo
todos los otros tactores que a‘ectan la produccién vegetal tales -
como la tenencia de la tierra, el grado de desarrollo de las fuerzas
de produccién y la forma especifica de produccifn o modo de produc

cifn, se aumentar§ la eficiencia de la cadena alimenticia.

Los factores que afectan la eficiencia de la produccién vege-
tal forman un conjunto muy amplio de plagas pero dentro de &ste las
malas hierbas juegan un papel decisivo.

El hombre desde tiempos muy remotos ha desarrollado métodos muy
diversos para combatir a las malas hierbas, concebidas éstas como -
toda planta ajena al cultivo con el que compite por nutrientes, luz
y espacio. Se han utilizado los siguientes métodos para combatirlas:
mecinicos, biol6gicos, ambientales y quimicos. Resultando mfs efi-
cientes y pricticos los mftodos de control quimico pero teniendo sus
riesgos de contaminacién y desequilibrio ecol&gico; aunque hay que
recordar que la toxicidad es funcifn de la d6sis y también, los méto
dos de control biolégico pueden ocasionar desequilibrio ecoldgico.
Para saber que método o m#todos son mis adecuados de usar se hace ne
cesario "el anflisis concreto de la situacifn concreta” y valorar to
dos los pros y contras de cada método y en muchos casos se reguieren
combinaciones de varios de 8stos y la labor interdisciplinaria de va

rios especialistas.



El controi quimico suele cubrir la mayorfa de los requisitos
para poder usarlo; a saber: selectividad, especificidad, toxicidad
controlable y economfa. Por lo que se vuelve importante el disefo
de nerpicidas cada ve: mejores.

Se ha encontrado que herbicidas que actfian en una funcidn es
pecifica de las plantas son selectivos (1); es decir, amatan solo a
algunas plantas. Tal es el caso de los herbicidas que inhiben la
fotosintesis. De aqul se desprende el objetivo de este trabajo:

Determinar la actividad herbicida de fenoles y piridinoles inhi
bidores de la fotosintesis.

Se sintetizaron algunos compuestos de este tipo. Se determin$
como influyen sobre la fotosintesis en cloroplastos aislados de es-
pinaca (Spinacea oleracea); es decir, jn vitro; en particular sobre
la cadena transportadora de electrones as{ como su efecto en la pbom
ba de protones. Se evaluf su actividad en las hojas de diferentes

plantas (in vivo) sobre frijol (Phaseolus vulgaris), tomate (Lycoper

SiCum esculehtum),y las malas hierbas diente de le6n (Taraxcum offi-

cinale Weber) y una Papaverfcea (Arg ochroleuca) llamada chica-

Tote.
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1I. ANTECEDENTES.
1. Fotostntesis.

a) Generalidades.

La fotosintesis es uno de los procesos bioquimicos mis impor-
tantes pues permite aprovechar la energfa solar con una eficiencia
muy alta. Los seres vivos obtienen su energia del sol, unos directa
mente y otros indirectamsnte.

La energfa solar capturada por el proceso de fotosintesis estd
por encima del 90¢ de toda la energfa usada por el hombre.

La fotosintesis en las plantas verdes se efect@a en los cloro-
plastos que son organelos celulares especializados capaces de rea-
lizar por completo la fotosintesis.

La contribucifn de muchos investigadores condujo a la ecuacifn
general:

6co, + 6 uzomé-h- CeBy0% *+ 60, 1

La fotosintesis se efect(a en dos etapas: una luminosa (requie
re de lus) y otra cbscura (se puede efectuar sin lusz) aunque requie
re los productos formados en la fase luminosa. (fig.1 ).

La fase luminosa se realiza en las membranas del cloroplasto,
que estf formado por un sistema msmbranal y una fase soluble denomi
nads estroma. El sistema membranal estd constitufdo por sacos mem-
branosos splanados llamados tilacoides, que se apilan formando granas;
éstas se interconectan por medio de otras membranas denominadas lame
las (fi9.2 ).

La fase luminosa consiste en i1a captura de la energfa de la luz
por los pigmentos absorbentes (clorofilas, xantofilas y carotenos) y
su conversifn en energia quimica almacenada en forma de ATP y el agen

te reductor NADPH lo que se puede escribir en la siguiente ecuacién:
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f£ig.1 . Esquema de 1a fotosintesie. Se muestren sus dos etapas y lo
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fig. 2 .Brquems de un clorovlasto.Tienen nirededor de & am de Jomgitud.
Los ciorcnlestos de clape II cerecen de cembrenn externa, ee lee hn ro
to mediante un choque osmético.



H0 + NADP* 4+ P14 Ao 182 s 0. ¢4 naDPH + H' 4+ ATE

En la fase obscura la energifa producida en la primera etapa vy
almacenada en forma de ATP y de NADPH es usada para la produccién de
dioxido de carbono para formar glucosa, lo que se puede simbolizar asf:

+
('.‘O2 + NADPH + ATP ——— CGHIZOG + NADP + ADP + Pi

Ya que la accién herbicida en fotosintesis de interes en este
trabajo, se limita a la fase luminosa no se describirfla fase obscura.
ci6n de un fotdn de luz por los pigmentos, inmersos en las membranas,
los que transfieren su energia de excitacifn a una clorofila especial
llamada centro de reaccién (cuya energia de estado excitsdo es menor
que el de las demfs) ahf comienzan las reacciones quimicas. En las
plantas verdes existen dos centros de reaccién que son pigmentos (P)
que absorben a 700 y a 680 nm, se les denomina P700 y P680, estdn ro
deados de otros pigmentos secundarlos O accesorios que constituyenel
complejo antena (son los que captan la energia y la transfieren a los
centros de reaccifn). El conjunto de pigmentos que rodean a P700
y a P680 junto con los aceptores primarios de electrones formando los
centros de reaccifn, constituyen el fotosistema I y II (PSI y PSII)
respectivamente. (fig. 3 ).

La energfa que se absorbe al excitar los electrones de las clo
rofilas es aprovechada mediante una serie de transportadores de elec
trones que sacan de la clorofila al electrfn excitado y a &ste le qui
tan lo excitado aprovechando .su energfa poco a poco. Por otro lado,
la clorofila vuelve a su estado original al aceptar electrones prove

nientes de la fotdlisis del agua.



La transferencia de un electrén desde una substancia a otra
(transporte de electrones fotoinducido), activada por la iuz, es en
contra de un potencial electroq@imico; &sto lo demostrS Robert Hill
(2 ) en 1939 al separar las dos etapas de la fotosintesis observan
do que puede haber desprendimiento de oxigeno sin la reduccifén del
co,, empleando en su lugar aceptores artificiales de electrones ta
les como el ferricianuro de potasio; la reduccifn del i6n ferrico a
ferroso por la accifn de la luz es una transformacifn de la energfa

luminosa en quimica. La ecuacifn general seria:

B0 + A A, + 172 0,

donde A es un aceptor de electrones y A, es su forma reducida; cam
aceptor final tambien se puede usar metil-viol6geno (MV). Esta reac
cién es conocida como reaccitn de Hnll. En 1951 ( 2 ) se report6 que el
HADP*, un componente normal de los cloroplastos puede reemplazar a los
reactivos de Hill como aceptor de electrones de acuerdo con la siguien
te ecuacifn:

B0 + mop* A2 woe + B+ 1220,

La luz induce el movimiento de electecones via varios aceptores
de electrones los que estin "eslabonados" en la cadena transportadora
de electrones fotosintética; no todos los eslabones de la cadena han
s{do plenamente caracterizados pero se esfd de acuerdo en la existen
cia de los siguientes; un sistema enzimftico fotolizador de agua(Y};
un donagor primsrio de electrones del centro de reaccion del fo-
tosistema II (P680) (absorbe a 680 nm); un aceptor primario de elec-
trones del fotosistema Il llamado por algunos como Q 8 citocrémo 550
(cit 550) 6 X320; un carrusel de moléculas de plastoquinonas (PQ);ci
tocromo b55%59 (cit bj); citocromo £553 (cit f); plastocianina (PC);do

nador de electrones del centro de reaccifn del fotosistema I (P700);



potencial REDOX (voits)

fige 3 o Esquema del transporte e electrones fotoinducido y las reac
eiones 1e fosforilacién acopladas ( 5 ). Las lineas blancas indicam
reaccionesz luminosas, 1las negras reacciones obscuras, y la l{nea pun
tesaa rerresenta el cazino c{clico. Abreviaturas usadas: PS 1, fotosis
temn I; PS 1II fotosistema I11; Y dorador de electrones postulado para
fotosiztezs 1I; Q aceotor primario ze electrones para PS II; PQ, gasto
quinonas; cit v, citocromo tipo b; cit f, citocromo f; PC, plastociani
na; P7C%, centro de reaccién de PZ I: P680, centro de reaccidén de PS I
SRP, surztanein reductors ae ferredoxina; Pd, ferredoxina; Fp, ferredo_
xin-NALP- ozidoreducta n; FCi, ferricianuro; asc, ascorbato; y DPIP,2,6
diciorafensliniofensl. Loo nimerc-> :ndicin los sitios de accién de los

ird, 1 idorea ( Je



una subpstancia reductora de ferredoxina (FRS); ferredoxina (Fd) ;
ferredoxain NADP oxidoreductasa (Fp):; citocromo bS564 (cit bs). Aun-
que actualmente se discute la secuencia precisa de algunas ae las
reacciones redox efectuadas y sus mecanismos de encadenamiento, un
esquema general de la secuencia seria el que nos propone Moreland
3 )(fig. 3 ).

Los componentes de la cadena transportadora de electrfnes es
t&n inmersos en la doble membrana formando complejos con componen-
tes proteicos ( 4 ) y estidn dispuestos de una manera asimftrica co
mo se muestra en la figura (fig. 4 ). Al funcionar la cadena trans
portadora se produce NADPH en el exterior del tilacoide y se genera
tambiSn un gradiente de pH, se presume que el interior del tilacoi
de se acidifica ya que el exterior del mismo se alcaliniza (fig.5 )
Este gradiente de pi formado a través de La membrana es aprovecha-
do por una enzima ATP sintetaza, que en realidad es un complejo en
zimStico al que se ha llamado CP1 y que estd constituido por cinco
tipos de subunidades las que se unen a la membrana por otro compo-
nente proteico llamado CF,, para sintetizar ATP (fig. 4 ).

La enzima ATP sintetasa no puede utilizar mfs protones de los
proporcionados al interior de la vesicula del tilacoide por la ca-
dena transportadora de electrones; a su vez la cadena transportado
ra de electrones no puede producir m&s protones que los aprovecha-
bles por la enzima ATP sintetasa, por lo que se dice que ambos e-
ventos est8n acoplados,

Hay varias formas de medir la actividad fotosintética '12_!1-
tro” de cloroplastos de clase II, es decir sin doble mombrana ex-
terna o envoltura, es comGn medir el transporte de electrones ba-

sal (t.e.b.)(f1qg.6 a), 1 que significa Lo actividad Gnicamente de

10
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f1g. 5 . Se muestra el esquema de un saco tilacoide funcional. LA Cadena transpor-
¢t adora de electrfnes dependiente de Lz y la fostorilacién acoplada.

CLOROPLASTO
g — —"\

membranas externas

fig. 4 .5e muestra la secuencia de reacciones de la fase luminosa de la totosintesis
Un fotfn es absorbido por el complejo antena asociado n una clorofila especializa-
da aesignada oomo P680. Dos electrones procedentes de P680 atraviesan la membrana y
son reerplazados por clectrones extrafdos del agua. Los electrones procedentes de P-
6 80 y dos protfres del exterior reducen la plastogiinona (PQ) a PQH,, Se liberan prot6
nes en el interior al transferir electrones al citocromo f. Bn '.wqu}da atraviesan la
plastocianina (FC) nacia un sequndo fotosistfma P700, Con la absorcifn de otro fotfin
los electrones completan s recorrido pasando por una ferroproteina sulfurada (FeS),la
ferredoxina (Fd),y el mmz nasta ol NADP', La sintesis do ATP requiore un gradiente
de protones,
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la cadena transportadora de electrones sin poner las condiciones nece

sarias para que se acople a la sintesis de ATP realizada por el crl .
El acoplamiento entre el transporte de electrones y la formacifn de
ATP regquiere de ADP y f6sforo inorg8nico (anpo‘) abreviado Pi. Otra
manera de evaluar la actividad fotosintética consiste en medir el trans
porte de electrones acoplado a la sintesis de ATP (t.e.a.)(fig.6b) al
que se le suele llamar transporte de electrones fosforilante, ya gue
ademfs del basal, se ponen las condiciones para la fosforilacién del
ADP en presencia de Pi de tal manera que el (:!".l sintetiza ATP. También
se suele madir el transporte de electrones acoplado pero en presencia
de un reactivo desacoplante, el cual es capaz de separar, funcicnalmente,
la cadena transportadora de electrones de la sintesis de ATP, los reac
tivos de este tipo mfs coamfines son las aminas aliffticas como la etil-
amina (EA); esta medicifn es conocida como transporte de electrones fos
forilante con desacoplante pero se le puede llamar transporte de elec~
trones desacoplado (t.e.d.) (fig. 6 c). Ademfs se mide el gradiente de pH
aprovechable por la enzima ATP sintetasa o bomba de protones 8.8%) (fig.
6 d)o sea el gradiente de pH que se forma cuando no se permite que la emz{
ma CFy sintetice ATP al no adicionar ADP + Pi, También se miden los cambios
de pH en presencia de ADP + Pi, es decir en condiciones fosforilantes.
La combinaci6n de estas medidas permite tener una idea mfs fiel del
comportamiento de una substancia capaz de interaccionar con el sistema
fotosintético. En vista de que la actividad herbicida se limita a la in
teraccibn con la cadena transportadora de electrones, la membrana del ti
lacoide o algfin sitio cercano a la ATP sintetasa, pero no se ha reporta
do actividad herbicida de substancias que interaccionen con las enzimas
responsables de la fijacibn del coz, entonces se puede caracterizar un
herbicida inhibidor de la fotosintesis midiendo el transporte de electro

nes basal (t.e.b.), acoplado (t.e.a.), desacoplado (t.0.d.) y bomba de proto-

nes m.n’).
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El ApH no es utilizado por el CPy ya que para funcionar requiere ADP + Pi, los que no
se adicionan, por 1o tanto no hay sintesis de XIP. Se mide el oxigeno desprendido.
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El ApH es utilisado por el CFPy para sintetizar ATP en presencia de AP + Pi. Se mi
de el axfgano desprendido,
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sintesis de ATP en presencia de ADP + P1i. Se mide el cxigenc desprendido.
d) BOMBA DE PROTONES. (B.NM')
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! —Interlor 0 “opT e
El ApH no es utilizado por el CFy. Se mide @l cawbio do alanlinidad extemo,
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b) Fotos{ntesis y herbicidas.

Actualmente el estudio de los mecanismos bioquimicos de la fotosfn-
tesis se llevan a cabo en cloroplastos de clase 11 (sin doble membrana
externa), libres de células. Empleando, como en otras rutas bioquimicas,
inhibidores selectivos de determinadas reacciones enzim8ticas, esto hacen
los herbicidas inhibidores de la fotosktesis, ademfs al inhibir la foto-
sintesis se corta el suministro de energfa a la célula y ésta muere y poco
a poco toda la planta, un ejemplo muy conocido es el del DCMU 6 diurén.

Cerca del 50% de los herbicidas comerciales afectan la fotosintesis
(5 ), la mayoria de &stos actGan a nivel de la cadena transportadora de e
lectrones entre Q y PQ (4 ), otros como las 1,2,3-tiadiazolil-fenilureas
son inhibidores de la fosforilacibn 6 sintesis de ATP (5 ), otros como las
alquilaminas son desacoplantes ( 6), se sabe que algunos inhiben la bio-
sintesis de clorofila (7 ), pero hasta ahora no hay herbicidas inhibido-
res de la ruta que asimila el coz.

Se han detectado diferentes sitios de ataque de inhibidores sobre los
componentes de la cadena transportadora de electrones (3 ),( 4 )(fig. 3 ).
De los cuales tres son sitios de accibn de compuestos que son herbicidas.
En el sitio 1 act@an sales de dipiridilio, tales como el Diquat y el Para
quet, sacan electrones de la cadena transportadora de electrones evitando
que el HADP‘ se pueda reducir, lo que significa que estos compuestos son
aceptores de electrones. El Hqclz y algunas carbodiimidas son inhibidores
del sitio 2, perturban la funcibn del cobre contenido en plastocianina(5 ).

En el sitio 3 actGan compuestos antagbnicos a plastoquinona, innibiendo la

reoxidacibn de plastohidroquinona ( 5 ). En el sitio 4a actGan un gran nG-

mero de herbicidas comerciales, ¢l compuesto que los tipifica es el diurln
6 DCMU. El sitio 4b es afectado por deriviadns de carbonil-cianuro-fenilhi-

drazoria ( 5 ) aunque tambfdn Diurbn inhibe er este sitio ( 5 ).
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Otros compuestos como la perfluidona y las 1,2,3-tiadiazol{l-fenil-
ureas, que actflan en los sitios 5 y 6 respectivamente, interaccionan con
la membrana del cloroplasto y con la enzima ATP sintetasa, modificando la
permeabilidad de la membrana en el caso de la perfluidona, inactivando a
la enzima en el caso de las 1,2,3-tiadiazolil-fenilureas ( 5 ).

Los sitios de inhibici6n son localizados mediante una gran variedad
de técnicas bioquimicas y biofisicas, suelen emplearse sistemas artificia
les de donador y aceptor de electrones (un donador proporciona electrones
a la cadena en determinado paso y un aceptor los acepta en otro) ( 5 ). Es
to significa ir probando en partes las reacciones de la cadena y "ver" en
donde est8 afectada por una substancia externa.

En 1977 Tischer (8 ) introdujo una técnica en la cual un inhibidor
marcado radiactivamente es reemplazado de la membrana por el mismo inhi
bidor pero sin marcar, cuando el sitio de inhibicibn es idéntico, lo que
sugiere que la unién entre el inhibidor y el receptor en el sitio de ac-
ci6n no es muy fuerte. Muchos herbicidas y todos los que actGan en el
sitio 4 interaccionan con una proteina, que afecta la funcifén de un trans
portador de electrones; esta proteina tiene un Jdrea de unibn con sitios
especificos para diferentes herbicidas, lo que denota la estereocespecifi-
cidad de la reaccibn ( 9 ). Esto se ha demostrado con mutantes en las que
la efectividad inhibitoria de un herbicida se pierde pero no la de otro,
aunque ambos actGen al mismo nivel en la cadena; ejemplo de 8sto es la in
sensibilidad a triazina (un herbicida) pero sensibilidad a Diurbn de Aza-
ranthus y la adaptacibn de Chlorella a la inhibici6én de bromo-nitro fe
nol pero no a 1a inhibici6n por Diurén, explicable por la alteracibn de

uno 4 los sitins de unibn de 1a protefna (10 ).
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c) Caracter{sticas de los herbicidas que inhiben la fotosintesis.

Los herbicidas que inhiben la fotosintesis son conocidos como inhi
bidores de la reaccibn de Hill, es decir, inhiben el transporte de elec
trones y de acuerdo con la conducta que presentan en las diferentes me
diciones de la reaccibn de Hill pueden ser; de acuerdo con Moreland( 3 )
a) inhibidores del transporte de electrones (I.t.e.); b) desacoplantes
(D); ¢) inhibidores de la transferencia de energfa(I.T.E.): d) inhibi-
dores desacoplantes (I.D.) y e) aceptores de electrones (A.e).

o0 mfs de los transportadores de electrfnes, se considera que su sitio de
accibn (fig.3 ,sitio 3 y 4)est8 localizado cerca del fotosistema II (5) y
por eso inhiben las reacciones acopladas al mismo, tales como el trans-
porte de electrones basal (t.e.b.}, acoplado (t.e.a.), desacoplado (t.e.d.)
teniendo como donador de electrones al agua y como aceptor al ferricianu
ro de potasio (PeCi), al NaDPt 6 a1 metil-viol8geno (MV); también inhiben
la bomba de protones (B.H*)y la fosforilacién acoplada, asi como desacopla
da. No inhiben ciertas reacciones parciales, como la fosforilacibn cicli
ca O fotoreduccibn de Napp* con un donador de electrones que actfie en el
fotosistema I (ascorbato + DPIP), estos herbicidas no inhiben la fosfori
lacibn oxidativa realizada por la mitecondria. Los herbicidas de este ti
po son; fenilureas cloradas, biscarbamatos, s-triazinas cloradas, uraci-
los substituidos, piridazinonas, difeniléteres, 1,2,4-triazinonas, azido
s-triazinas, ciclopropan-carboxamidas, p-alquilanilidas, p-alquiltioani-
l1idas, aminotriazinonas y urea carbamatos ( 3 ).

Desacoplantes. Son compuestos que separan el transporte de electro-
nes de la fosforilacién, los desacoplan. Disipan el gradiente electroquf
mico y por eso evitan tanto la fosforilacién cfclica como la no-cfclica
estimulando el transporte de electrones. Los desacoplantes revierten la

inhibi~16n del transporte de clactrones producida por los frhibidores de
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la transferencia de energla (fig.3, sitio 5). La perfluidona es un herbici
da que actGa como un desacoplante puro a pH 8 ( 3). Los compuestos que
desacoplan la fotofosforilacién también desacoplan la fosforilacidn oxy

dativa realizada en la mitocondria.
Inhibidores de_la transferencia de_energfa. Act(ian directamente sc
bre el complejo enzimtico de la fosforilacién. Inhiben el transporte de
electrones y la fosforilacifn en sistemas acoplados; sin embargo, en la
presencia de un reactivo desacoplante que disipa el gradiente electroquf
mico y libera el flujo de electrones, se evita la fosforilacién. Se han
descrito como herbicidas de este tipo a las 1,2,3-tiadiazolil-fenilureas
(11 ). En la figura se mueatra el sitio que afectan (fig.3 ,sitio 6)sobre
la formacién cfclica y no-ciclica de ATP.
tan 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 sitiocs de accifn se mms
tran en la figura No. 3 ,sitio 4 y 5. Herbicidas como &#stos actuando como
inhibidores del transporte de electrones inhiben el transporte de slectro
nes basal ( t.e.b.), acoplado (t.e.a.,) y desacoplado {(t.e.d.)con ferricianuoro
(PeCi) 6 MV como aceptor y agua como donador de electrones; tambifn evitan
la bomba de protones y la fosforilacidn acoplada. No inhiben la fotoreduc
c16n del NADP* cuando se usa ascorbato y DPIP como sistema donador artifi
cial es decir cuando se mide solo PS II, Cuando act0an como desacopiantes
presentan sus propiedades, as{ evitan la fosforilacifn y estimulan el trans
porte de electrones. Ejemplos de este tipo de herbicidas son los dinitrofe
noles, N-fenil carbamatos, acil-anilidas, benzonitrilos halogenados, imida-

zoles substitufdos, bromofenoximas, 2,4-dinitroanilinas substituidas, pi-

ridincles y 1,2,4-tiadiazoles substitufdos ( 3 ).



18

semejantes a algln componente de la cadena y pueden competir con alguno

de los componentes de dicha cadena y de esta manera son suceptiblesde re
ducirse. Hay compuestos como el ferricianuro, que trabajan de esta mane-
ra y sin embargo no son t8xicos. Existen herbicidas como las sales de bi
piridilo, Paraquat y Diquat que teniendo potenciales redox entre -300 y

-500 mv., pueden aceptar electrones compitiendo con el aceptor del foto-
sistema I desviando la cadena transportadora de electrones. Mantienen la
fosforilacibn no-ciclica y ciclica, son fotoreducidos al iluminar los clo
roplastos en condiciones anaerfSbicas e inhiben la fotoreduccién de NADP"

esta inhibicifn no se impide por la adicién de DPIP reducido (12 ).

Sitics de unifin + + fenoles
herbicida tras- + + + ureas
lapados en una + + + triazinas
ares de unifin.

La wnifn induce inhibicifn por medio de protefna
un cambio conformacional de la proteina protectora
s
» PS 11 — Q g:1;—.::0—-.%-—-»

fig. 7 , Representacifn esquemfitica de los sitios de unifin de herbicidas tales
o fenoles, ureas y triazinas scbre una protefna protectora, catalizadora del

flujo de electrones desde PS II a PQ,
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d) Mocanismo do_interaccién herbicida con el fotosistema II.

Los componentes de la cadena transportadora de electrones, inmerscs
en la membrana del tilacoide, se encuentran vinculados a protefnas algu-
nas de las cuales los protegen y mantienen dentro de dicha cadena. Se sa
be que los herbicidas del tipo DCMU 6 también conocido como diurbn inter
rumpen el transporte de electrones en el sitio de reduccibn del fotosis-
tema II entre el aceptor primario X-320 y el carrusel de plastoquinona ©
pool de plastoquinona (que son una serie de moléculas parecidas, qui-
nonas todas que acarrean electrones como si fueran un carrusel)( 4). Ren
ger ha elavorado un modelo de la organizecién funcional y estructural de
la transferencia electrbnica entre X-320, B y el carrusel de plastoquino
na ( 13), en donde establece que los componentes redox X-320 y B es-
t&n embebidos en una proteina que regula el transporte electrénico. Ex-
perimentos con mutantes resistentes al herbicida atrazina ( 14), que ac-
tda al mismo nivel que DCMU en la cadena han demostrado que en la protef
na hay un &rea de unib6n herbicida en la que est&n varios receptores y
subreceptores para todos los inhibidores del tipo DCMU y atrazina (fig.7)
(4 ). Otros experimentos como la incubacién de los cloroplastos en trip-
sina (enzima hidrolftica) evita la inhibicién que hace el DCMU, en la pre
sencia de un aceptor de electrones tal como xare(cu)6 (4). Estos
resultados han permitido postular ( 13) que el ataque de tripsina cambia
las propiedades del area de unifn de la protefna con los inhibidores del
tipo DCMU y atrasina. (fig. 8)

Actualmente se investiga el mecanismo molecular de la inhibici6n her
bicida y se habla de dos diferentes modos de accibn:

a) Uno de ellos es el llamado efecto cinftico, en el que la modifica
ci16n estructural de la proteina debida a la unién con los inhibidores del

tipo DCMU puede cambiar la orientacibn relativa y la separacibn entre las

moléculas tnvolucradas ( X-320, B y plastoguinona) lo que modifica la barre
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ra energStica alterando la velocidad del transporte de electrones.

b) En segundo lugar el llamado efecto termbdinimico, donde la trans
ferencia electrbnica entre X-320 y B se regula termodinfmicamente a tra-
vés de sus potenciales redox los que dependen del microambiente existen-
te; al modificarse la proteina debido a la unién con el inhibidor se pro
ducen cambios en los potenciales redox del par B /B mfs bajo que
el del par X-320"/X-320, y de esta manera se evita el transporte de elec
t de una a termodinfmica, el cambio debido al DCMU sobre la
reaccién X-320 + B w=F X-320 + B~ se ha demostrado por medidas de lumi

niscencia y fluorescencia (15)( 16).

fig. 8 . Esquema simplificado de la organizacifn
funcional y estructural del fotosistama II del
cloroplasto. Se muestra el sitio de accifn del
DOMU, Tripsina, Kfc(di)s s fenil para benzoqui
nana -p-BQ, y DCIP.
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I11. ANTECEDENTES.

2. Quimicos.
Antecedentes quimicos a este trabajo los hay de diferente fndole:

puramente de sintesis de los compuestos, de transformacibnes metabSlicas
de compuestos adicionados exdgenamente en plantas o sintesis letal, y de
relacifn entre estructura y actividad de los compuestos inhibidores de la
fotosintesis que presentan actividad herbicida siendo estructuralmente
similares a los aquf probados.

a) de sintesis.

i) Precursores del grupo aldehfdo. (solo los que interesan a este
trabajo).

.) proteccifn del grupo aldehfdo en forma de ditiocetal.

Se pueden preparar ditiocetales por reaccién entre el compuesto
carbon{lico y un alquil tiol o un ditgol catalizando la reaccién con fci-
do (17). son estables en condiciones bdsicas y neutras; su hidr6lisis &ci
da conduce al aldehfdo correspondiente.

..) proteccién del grupo aldehido en forma de oxima y ssmicarbazana.

Las oximas y las semicarbazonas se usan mis como derivados que
como grupos protectores debido a su diffcil transformacifén en el aldehido,
8o obstante se conocen reactivos que lo pueden hacer. (19,20,21,22,24,25).

Ox{ma. Se puede preparar adicionando clorhidrato de hidroxilami
na disuelto en agua al aldehido en medio b&sico (1B). Se puede quitar en
condiciones S§cidas (19), aunque también se hanreportado métodos oxidativos
(20) y otros m8s que incluyen tratamientos con cloruro de titanioc (21) 6
con TL(NOj) (22).

Semicarbazona. Se puede preparar colocando el aldehfdo con el
clorhidrato de semicarbazona c¢n presencia de acetato de sodio (23). Porlo
general son resistentes al medic blsico y sufren hidr6lisis bajo condicio

nes fuertemente Scidas (24); se ha roportado su ruptura en condiciones
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suaves (25).
...) otros precursores del grupo aldehido. Se ha reportado (26)

que se puede llegar quimicamente al grupo aldehido desde o #4‘'-dibromo-
tolueno por medio de una hidrdlisis a 100°C . Bl «, &'- dibromo-tolpeno
se obtiene por bromacifn de tolueno en presencia de luz.

11) Precursores del grupo 4cido.(sflo los que interesan a éste
trabajo).

El grupo -an-OH puede oxidarse (27a) al grupo aldehido y @ste
a su vez al grupo -CO,H (27%). También el grupo -CH=0 puede transformar
se con IBZOB‘BCI y HC1 concentrado en nitrilo (27c) y el nitrilo a la a
mida © al Scido correspondiente (27d),

111) Bromaci6n de anillos arom8ticos{sélo los que interesan a es
te trabajo).

Es bastante comin la halogenacién de fenoles en posicibém orto
cuando se tiene un grupo orientador orto-para y la posicibn “para® se
encuentra ocupada ( 28)., También es comfin que las piridinas con un
substituyente orto director en 1a posicifn 4 sean fSciles de bromar
en las posiciones 3 y 5 (29 ).

1v) N-6xidos de piridina y su nitracién,

Los N-éxidos de piridina son usados como intermediarios de sinte
sis pues activan el anillo de piridina, Por lo que han sido objeto
de numerosos estudios ( J0). Se conoce su nitracifén preferentemente
en posicién para (30 ), Los N-6xidos de piridina son interesantes
porque poseen un Gnico sistema resonante que contribuye en dos direc

ciones opuestas, favoreciendo la substitucifn electrofilica y nucleofilica.

(- Gl 10 - G- 10 - T
A A



23

b) sintesis letal.

Se conotce que el metabolismo vegetai es capaz de interaccionar
con substancias colocadas exdgenamente; o’lto,pemxr.e a algunas plan
tas eliminar substancias tOxicas, este proceso se cohoce Como detoxa
ficacibn y es bastante conocido el caso de las triazinas, siendo abs
tancias que afectan a las malas hierbas no dafian al mafz ya que 8s-
te puede metabolibolizarlas transformfindolas en un compuesto no toxi
co cambiando un subtituyente cloruro por un hidroxilo mediante reac
ciones enzimiticas ( 31)(fig. 9a). Por otro lado han encontr&do hongos
capaces de degradar herbicidas que contienen un grupo hidroxilo (32 )
como el Fusarium solani que transforma bensonitrilo en &cido benzéico
empleando una enzima nitrilasa, #sto se ha conciderado como una impor
tante via de degradacifn de herbicldas de este tipo. También se sabe
que 3,5-dibromo-4-hidr8xibensaldenido (II), ensayado en este trabajo,
forma parte de una ruta metabSlica de degradacifn de tirosina en una

Rhodophycea la Odontalia floccosa (33 ). Estudios realizados en trigo

han revelado detoxificacién de compuestos como el 2-bromo-6-nitrofe
nol al transformarlo en 2-bromo-6-nitro-1,4-hidroquinfna (34 ), encam
bio en chicharo no se puede realizar esta detoxificacién. Con estos
resultados podemos concluir que el metabolismo de los herbicidas en
las plantas varfan de especie a especie. (fig. Ib).

En el metabolismo vegetal no solo es posible transformar substan
cias t6xicas en no-téxicas; sino lo contrario es decir, transformar
substancias no-toxicas en téxicas, este proceso se conoce con el nom
bre de sintesis letal (fig. 9¢). Este tipo de metabolismo es una al-
ternativa que se ha utilizado al disedar nuevos herbicidas selectivos

tal es el caso del bromoxyside que por oxidacibn se transforma en el



fig. 9 . Se musstran algunos ejemplos de transformacionas quimicas

realizadas por el metabolismo vegetal.
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sulféxido correspondiente el cufl por otra oxidacifn,se llega a la sul
fona (35 )(fic.9¢c).

Se han observado diferentes tipos de reacciones en el metabolis
mo de los herbicidas en las plantas superiores como son: oxidacibn ,
descarboxilacidn, deshalogenacifn, dealquilacibn, hidr6lisis e hidro
xilacibn (36 ).

Por ejemplo en el metabolismo de 2,4-diclorofenoxietilamina, és
ta es primero oxidada enzimfticamente al aldehido correspondiente,el
que a su vez es oxidado al &cido 2,4-D, que tiene actividad regulado
ra del crecimiento (39 ). Tambidn se conoce (38 ) que en la ruta me-
tabdlica del ortonil (2-cloro-3-(3~cloro-2-metilfenil)propionitrilo)
hay una oxidacifn del aldehido correspondiente al &cido 2-cloro-3-(3-
cloro-2-metilfenil)propiénico. Por otro lado hay plantas que transfor
man 4-hidroxi-3-nitro-benzaldehido en su alcohol y su &cido correspon

diente, postulindose que ésto ocurre de una manera similar a una reac

25

cién de Cannizzaro demostrada para el metabolismo de 2,4-diclorofenoxi

etilamina (39 ). Una transformacifén similar es la que sufre el p-hidrd

xi-benzaldehido para formar el 8cido p-hidrOxibentoico ( 40).Adenfis se

hs demostrado para compusstos similares al 'Acido fenoxiacético que gru

pos como CHeQ, CHM, CCII!Z, COOCH:,, CH-OR, Cllz-Nllz, CHCICN, Cuclz, pueden

ser hidrolisados por el metabolismo vegetal para dar el aldehido ( 41

y oxidarlos sl fcido correspondiente (42 ).

)

En particular se ha demostrado que el joxinil en las hojas, $n vi-

vo, desprende 1odo (43 ) y se transforma en 8cido que es altamente t&-

xico, en cambio cuando el ioxinil se aplica en las raices de frijol y

chicharo ( 44) no produce toxicidad.
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Es posibte hacer estudios en la reaccién de Hill para entender
la potencia de un herbicida en cloroplastos aislados, variando los
substituyentes un una posicién fija en la estructura del herbicida y
observar su efecto en la fotosintesis para identificar su fitotoxicy
dad potencial, los compuestos mis fitot6xicos son potentes inhibido-
res de la reaccifn de Hill. Aunjue hay muchos herbicidas comerciales
que no inhiben la reaccifn de Hill, e inhibidores de la reaccifn de
Hill que no son fitot6xicos (5 ). La correlacifn entre estructura
quimica de los herbicidas y su reactividad no garantiza
la actividad sobre plantas de una substancia pero permite disedar
substancias mejores. Es bastante probable que una substancia activa
in vitro lo sea también In vivo,

Por otro lado la actividad de una substancia en la fotosintesis
no garantiza su especificidad en ella (hasta ahora). Solamente el co
nocimiento de todas las contradicciones esenciales o factores que in
tervienen en el modo de accifn de un herbicida harfan mfs predecible
su actividad; no obstante el camino planteado hasta hoy ha llevado a
concideraciones de gran validez tanto en el mejor conocimiento del
proceso fotosintético como en el disefio de nuevos herbicidas.

Hansch (45 ) ha relacionado la actividad biol8gica con la estruc
tura quimica tomando en conslderacién parametrizaciones de la estruc-
tura quimica como la desarrollada por Hammett (46 ) y revisada por
Jaffé (47 , para evaluar los efectos electrdnicos, estéricos, y pola
res (48 ) que afectan 1a reactividad quimica.

De 1o8 estudins que correlacionaron la estructura de los herbici

das con su actividad en fotosintesis { 49 ) los autoros han obto-
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nido los parSmetros estructurales requeridos para ia actividad de di-
ferentes familias quimicas de herbicidas. De acuerdo con el modelo de
Hansh sobre los inhibidores de lLa fotosintesis (50 ) (Fig. 10 ) los re-
querimentos encontrados son: una cierta lipofilicidad y una funcién po
lar, teniendo un grupo N~H unido a un carbono .p2 deficiente en electro
nes. Esto permite la formacifn de un complejo de transferencia de car-
ga, entre el herbicida y una proteina de la membrana del tilacoide re-
forzado por puente de hidrfgeno (al que llamaré Complejo V). este mo-
delo presume que la fuerza impulsora primaria de la unifn es producto
de la formacifn de este complejo de transferencia de cargav . Un 8-
tomo de nitrSgeno soportando una carga positiva puede jugar el mismo
papel que un C lpz deficiente en electrones (como en las triazinas fig.
10), FPactores estéricos pueden dificultar la formacién del complejo
de transferencia de curqaw . Al formarse el complejo de transferencia
de carga ¥, se inducen cambios conformacionales en la proteina de la

sembrana donde interacciona el herbicida. (4 ).

Por otro lado los 4~hidrfxi benzonitrilos halogenados (1 ) y el
Scido 3,5-dibromo-4-hidroxibenzoico (51) se sabe que son activos para
inhibir la reaccién de Hill aumentando su actividad de acuerdo a la
serie: 1 ) Br ) Cl (49). Otros investigadores han encontrado que
el ioxinil (3,5-diiodo-4-benzonitrilo) act@a al mismo nivel del DCMU en
la cadena transportadora de electrones pero no en el mismo sitio (52).

Hansh ha propuesto (50) que el ioxinil est8 en forma de un equilibrio:

"O"H 0’6’"

1 1 1 1

~
o

W
T
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y el complejo de transferencia de carqa"” puede formarse; la longitud
del enlace CiN ¢s demasiado corta para la formacifn ideal de dicho com
plejo de transferencia de carga v pero el grupo hidroxiio en posicién
‘para’ aumenta el cardcter de doblie enlace facilitando la formacién del
complejo de transferencia de carga A d . Hay evidencia sugirienhdo que
la actividad de fenoles requiere un grupo atractor de electrones en po
si1ci6n para respecto al hidroxilo (53 )t 54), no s6lo en fotosintesis
sino tambidn en fosforilacifn oxidativa de mitocondrias ( 54 ). Tambien
se conoce que compuestos similares tales como 1la oxima (5'5) aln siendo
menos activos que los nitrilos cambian su sitio de accifn desde el DCWY
hasta el de DBMIB (o cercano a 8l)en funcifén de la concentracién. El
aldeh{do y Scido similares a ifoxinil se encontré que tambien son menos
activos sobre.la fotosintesis (49 ).

Se ha postulado que la actividad de fenoles en la fotosintesis cuan

do actGan como desacoplantes es dependiente de su acidez. (50 ).

inactivo

£1g. 10 . Representacifén do diferentes familias herbicidan y la posihle formicifin de un
~rmplejo de transfrrencia de carga roforgado por fuentes de hidrégenn.
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En el presente trabajo se diseifaron nuevos herbicidas inhibidores
de la fotosintesis,de acuerdo con los antecedentes descritos con anterio
ridad, estos compuestos herbicidas pueden ser activos por s{ mismos, ya
que cumplen con 108 requisitos para ello (fenoles orto dihalosubstituidos
con un grupo atractor en la posiciSn "para® respecto al hidroxilo) (50 ),
tambien se ensayaron dos piridinoles y un N-8xido de piridina (TABIA 1) Los

onp tos probados, a excepcibn de los derivados de piridina, pueden ser

hidrolizados por el metabolismo de la planta mediante un proceso de sin-
tesis letal (p24) al 3,5-dibromo-4-hidroxi-benzaldehfdo cuyo anflogo yoda
do inhibe la fotosintesis al mismo nivel que el DCMU (Rp19) (49 ) este al-
dehido puede ser oxidado al &cido 3,5-dibromo-4-hidroxi-benzoico cuyo a-
nflogo yodado también es activo como inhibidor de la fotostntesis (49).
Las transformaciones mencionadas anteriormente para los compuestos
ensayados necesariamente ocurren a velocidades diferentes para especies

diferentes de plantas ésto les puede dar selectividad.
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A los compuestos (TABLA No 1 ) se les ensay8 su actividad "in vi-
tro® en la fotosintesis sobre cloroplastos clase I1 de espinaca (Spina-
cea oleracea) evaluSndose su efecto sobre el transporte de electrones ba
sal (t.e.b.), acoplado (t.e.a.), desacoplado y bomba de protones (p 70).
También se les evalu8 su actividad herbicida "in vivo® sobre plantas com

pletas de frijol (Phaseolus vulgaris), tomate (Lycopersicum sculentum) y
las malas hierbas diente de leSn (Taraxcum officinale Weber) y la papave-

ricea (Argemone ochroleuca) conocida como chicalote. (fig. 11).

De las pruebas “in vitro" realizadas con los piridinoles y fenoles
2,4,6-substituidos y ademfis con el 4-nitro-1-8xido de piridina (TABIA Noi )
sobre cloroplastos (clase II) de espinaca (Spinacea oleracea) podemos de-

cir :

Efecto de piridinoles y fenoles 2,4,6-substitufdos sobre la bomba
de protones. (p.70)

Se observ6 inhibic46n drfstica de la bomba de protones (8.8%) (TA-
BLA No 2 ) (GrAfica No 1 ) (evaluando la disminucién de la actividad del
control como § del control lo que significa que cuanto m&s pequefio es el
valor de § del control mayor es la inhibicifén causada por el herbicida.
La gr&fica No 1 se obtuvo de la TABLA No 2 . Los compuestos que resulta
ron ser mas activos fuerbSn el conocido como bromoxinil (3,5-dibromo-4-
hidroxi-benzonitrilo) (X=Br;Y¥=CN); siguiendole en orden decreciente de
actividad el 3,5-dibromo-4-hidroxi-benzaldehfdo (X=Br;Y=CHO), el 3,5-di
bromo~4~hidroxi-gem-metil ditfiocetal (X=Br;Ys 2: ) el 3,5-dibromo-4-
hidroxi-gem-propan ditiocetal (X=Br;Ye <Z "> ) asi como el X,&'-dibro-
mo-3,5- dibromo-4-hidroxi-tolueno con % del control de 50 a 10 % corres-
pondientes a A de inhibicifn de 50 a 90 8 los cuales son muy buenos valo
res pues roflejan una potancia alta de los compuestos mencionadcs a las
concentraciunes ensayadas. Los deman compueston ensayados fueror. pr8cti-

camente inactivos, y8 4ua inhiben entre 5y 20 % respocto al control,



TANA NoifCompuestos piridinoles y fenoles 2,4,6 substitufdos
ensayados como ~herbicidad inhibidores de la fotosintesis .
Tambidn se reporta el 4-nitro-1-8xido-piridina.

o, b ¢
I ) |
u Br
m Br
v M
v Br
i Br
vi1 Br
ViIl Br
x Br
X1 H
xaI H
X1t Br

X 02N

CH=0
CH=0

122
280
K}

370

295
337

266
253

424

95
119
277

124

07802
CE 320,

CgH1 0820,

C10810BT2%5,

C7ﬂsnr2l02
Caﬂ75r2l302
C7H6Br20
05H3Br2l0

07H4Br‘0

05H5l0

C7H5NO

07H3Br2HO

N0,

05"4 e

r2.%

115
180
59

13

198

45
275
165

125
96
179

160

32
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£ig.11 . Pruebas realizadas con los derivados piridinoles y fenoles 2,
4,6 substituidos:a) "in vitro® en cloroplastos clase II de espinaca (8pi

nacea oleracea) -

~BAEAL (¢.e.p.)
~POSFORILANTE (¢.e.a.)

TRASIORTE
CREYIFUGCTION ELECTROMES
B ey
DIFEFEMCIAL c)age II OO DEEACOPLANTE. (t.e.d.)
[

(.8

b) “in_vivo”" en plantas de frijol (Pnaseolus vulgaris)
diente ds ledn (Taraxcum officinale

tomate (L: reicum sculentum),
Weber) y cggcaloio (Rfgemone dchroleuca).

FR1JOL

EVALUACION
TOMATE aspercibn
SEPHILLAS ———————o PLANTAS DE VISUAL DE
DIENTE con los
compuestos IA XCTIVIDRD
CHICALOTE

HERBICIDA



34

TABLA No.2 . Bfecto de herbicidas pxr;ﬂnolcn y fenoles 2,4,6 substi
B

tuidos sobre la (8.4"). En cloroplastos (clase II)
de espinaca . La mezcla ade r ién y o ai-
ciones se describen en el texto (p70).
on OH
X X X X
4 o]
N
Y
COMPUESTO
x ¥ WM equ’(x1072) s cowTROL
0 4.086 100+
8 Cy=0 16 3.4 83
40 4.0 9
(14 3.1 76
Br CRe=0O 21 2.6 64
53 1.6 39
86 1.2 29
Br 8— 17 3 76
~ " 2.3 56
s— 68 1.9 4
Br S—\ 16 3.2 70
<. ) 40 2.2 54
S 66 1.1 27
Br  CH=NOH 17 4.0 90
41 3.4 76
60 3.5 86
Br cn-mnz 17 3.1 76
'o' 41 3.8 93
68 3.4 83



TABLA No. 2. (continéa).

COMPUESTO
x ¥ Wl eqn®(x1073) * CoNTAOL
0 3.8 100°
B cm, 10 3.7 98
4 s 92
7 2.8 6
ar — 17 2.7 98
a2 35 92
6 2.8 «
Br 23 2.3 60
87 1.9 S0
»r 9 11 29
° 3.2 100
CR— a5 3.0 9
110 2.2 69
190 2.5 78
LI 21 2.6 0
ss 3.0 94
o 2.3 7
r o 24 0.2 6.3
64 0.1 31
103 0.4 12.8

* corresponden a los controles de las medidas abajo de ellas.



Gréfica No. L . Inhibici6bn de la hombg de protones ‘B,H’) por herbi 36
cidas piridinoles y fenoles 2,4,6-substituidos sobre cloroplastos
(clase II) de espinaca (Spingcea oleracea). La mezcla de reaccibn

y demfs condicionen se describen en el texto (P70). Se grafico Wdel
control vs. concentracifn del compuesto de la TABLA No. 2 .
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Ffecto de piridinoles y fenoles 2,4, 6-substituidos sobre el trans

porte de electrones
La inhibicién del transporte de electrones no-ciclico desde 820

hasta metil-viol6geno (MV) se evalub como la disminucién de la activi

dad del control o Vt.e. con herbicida * 100

donde vt.e. control es

Vt.e. control

la velocidad del transporte de electrones en ausencia de herbicida y
Ve.e. con herbicida es la velocidad del transporte de electrones con
herbicida. Este experimento se realizd de la manera sefalada en p 74.
Los resultados de estos experimentos se discuten separadamente como
transporte de electrones basal (t.e.b.), acoplado (t.e.a.) y desacopla
do (t.e.d.) en seguida :

Efecto de piridinoles y fenoles 2,4,6-substi¥ufdos sobre el tran

porte de electrones en condiciones basales (t.e.b.)(R74)

En la gréfica No. 2 . se observa el efecto de los piridinoles y

fenoles 2,4,6-substitufdos sobre el transporte de electrones basal (p74)
(t.e.b.) encontrandose que los herbicidas més activos son el bromoxinil
(X=Br;Y=CN) y en orden decreciente de actividad le sige el 3,5-dibromo
-4-hidroxi-benzaldehfdo (X=Br;Y=CHO), la semicarbazona del 3,5-dibromo-
4-hidroxi benzaldehido (x-Br:Y-CﬂNNHCONHZ) con valores de inhibicibn de
90, 90 y 60 % respectivamente, los demfis compuestos probados (TABLA No 1)
presentan poca 0 nula actividad inhibitoria del t.e.b, a las concentra-
ciones cnsayadas. Ademfs en la gr8fica No 2 . puede apreciarse la extra
ordinaria capacidad estimulante que tiene el 4-nitro-1-6xido de piridina
observandnse que estimula 68te transporte de electrones cerca del 300
porcientn en una concentracién de 400 pM . Al comparar la gr8fica No 2.
con la gr8fica No 1. observamos que el bromoxinil (X=Br;Y=CN) y el 3,5-
dibromo-4-hidroxi-benzaldehido son inhibidores muy potentes tanto de la

bomba de pretones como dal t.a.b. en cambio lon tincetales 3,5-dibromo-
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Gr8tica No.2 . Inhibici6n del transporte de electrones no-ciclico en condi-
ciones Qgpales de H,0 —= MV (t.e.b.) por herbicidas piridinclas y fenoles
2,4,6-substituidos sobre cloroplastos (clasell) de espinaca (Spinacea ole-
gacea). Tambien se muestra ia activacibn producida por 4-nitro-l-oxido de

piridina. La mezcla de reaccién y demfs condiciones se describen en el tex
to (p74). -

% comtauL
transporte de & basal

©)
|

;)

|

Fo

|

2|

PORCLENTU
53

—— e ————

B¢
CHINOH

ACVTIVIOAD

B¢
(nINNNC""‘.
|

se.mconteacifn
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4-hidroxi-gem-metil ditiocetal (x-Br;Y-{i: ) y 3,5-dibromo-4-hidro
xi-gem-propan ditiocetal (X=Br;y= ‘(SD ) ademfe del X &'-ditromo-
3,5-dibromo-4-hidroxi-tolueno (X=Br;Y= '(:: ) son my busnos para

inhibir la bomba de protones en cambio la semicarbasona del 3,5-dibro
mo-4-hidroxi-benzaldehido (X=Br;Y=CHNNHCONH,) inhibe el t.e.b. pero no
a ia bomba de protones., Los dem&s compuestos ensayados (TABLA No 1 )

fueron muy poco activos.
Efecto de piridinoles y fenoles 2,4,6-substituidos sobre el trans

porte de electrones en condiciones fosforilantes o acoplado (t.e.a.)

Se evaluf la actividad de los piridinoles y fenoles 2,4,6-substi-
tufdos sobre cloroplastos (clase II) de espinaca (Spinacea oleracea)
midiendo el transporte de electrones no-ciclico en condiciones fosfo-
rilantes con ADP+Pi, es decir acoplado (t.e.a.) desde agua hasta metil
viol6geno tal ccmo se describe en la p. 74..Los resultados encontra-
dos se obserban en la TABLA No. 3, columna de t.e.a.; los datos in-
dican que todos los compuestos ensayados inhiben el t.e.a. unos mfis
que otros, y en la gqréfica se observa mejor el efecto, resultando ser
mis activos el bromoxinil (X=Br;YsCN) , despues el 3,5-dibromo-4-hidroxi
benzaldehido (X=Br;Y=CHO) ensegida el 3,5-dibromo-4-hidroxi-gem-metil
ditiocetal (X=Br;ys -(s:: ) y finalmente la 3,5-dibromo-4-hidroxi-benzal
doxima (XeBr:;Y«CHNOH) con valores de inhibicién de 80, 80, SO y 45 %
respect{ivamente. ‘1 comparar el efecto de estos compuestos sobre el t.e.
a. y t.e.d. se observa quec el 3,5-dibromo-4-hidroxi-gem-metil-ditioce-

tal (X=Br;yY= {:: ) inhibe el transporte de eloctrones acoplado has
ta un 50 % en cambic no afecta al t.e.b. por 1o que se deduce que es un
inhibidor especifico del t.e.a, ya que tambien inhibe la boma de proto
nes (Grafica Nol), Adomfs la 3,5-dibromo-4-htdroxi-banzaldoxima (X=Br;
Y<CHNOH) solo afecta al t,e.b. y t.e.a. (Grafizas 2y 3) pero no a la

bomba de protones (qréfica b 1),
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TABLA Mo.) . Efecto inlubitorio de herbicidas piridinoles y fenoles 2,4,6-substi
tuidos sotre el melm-wc‘clim&lpalﬂ.#luh(t.on.lx
5 ; con etilamina 70 #M. En cloroplastos (claselI espinaca (Spi-

t.
%mbw&yumuMM ®74).
onmmpn.d&mmlmmhdmpttnpuam

@)

COUESTO W (t.e.a.) (t.e.d)
“Control woontrol
x oy Y A .
B @0 0 460 100
69 390 s 929 202
12 296 4 %9 199
m “0 96 748 163
B Qe 0 252 100
n o 19 -2 -8
% “ 18 -22 -9
16 6 2 15 a7 .
x5 ) 109 100
s—
2 108 97 & )
n & 7 67 62
115 101 9 108 9
£ 0 385 100
P 258 67 591 154
68 197 51 502 1
m 178 46 8 124
Br  CoewH 0 213 100¢
29 154 72 297 140
) 2 100¢
n 214 66 502 155
115 176 54 544 169
Br N 0 360 100
°o 29 a2 87 248 69
7 312 87 228 63

115 244 68 160 44



TABLA Wo. 3 . (continGa)

OCUMUESTO "L (t.e.a.) (t.e.d.)
x v e SControl e Oontrol
2 =2 nr-mg Clorol. %EOR.
LN (] 19 100°*
n 223 7 525 168
125 a1 6 528 166
193 188 59 “s 140
Br — 0 1Yy 100*
n” «“0 92 616 129
1e 368 n 549 us
182 465 ] 499 103
LI 0 305 100*
=
a 20 9 450 18
% 267 ] 270 ”»
162 ax» n 204 67
B — 0 410 1004
7% m 7% 815 199
192 m 6 766 197
i3 157 38 507 124
B (] w 100*
“a 51 87 423 46
101 209 n 157 123
164 184 7 us 119
x® o (] 4°25 100°
49 169 %0 29 7
104 103 2 0 0
169 103 2 0 0

* correspande al control de las medidas inferiores.



Gr8fica No. 3 . Inhibicifn del transporte de e (¢) no-ciclico 41
de H,0 a MV en condiciones fosforilantes o acoplado (t.e.a) por
nerbictdas piridinoles y tenoles 2,4,6 substituidos sobre cloroplas
tos (claselY) de espinaca(Spipacea oleracea). La mezcla de reaccidn
y dem#s condiciones se describen en (p 74). Se grafica Scontrol vs.

concentracién del compuesto de la tabla No. 3 , columna (t.e.a.).
Todos los experimentos se hicieron 3 veces.

transporte de & fosforilante

z Cemvret
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100 . 100
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Efecto de piridinoles y fenoles 2,4,6-substituidos sobre el trans-

porte de electrones desacoplado(t.e.d.).

En la evaluacifn de la actividad de los piridinoles y fenoles 2,4,
6-gsubstituidos en cloroplastos (clase I1) de espinaca (Spinacea ole-
racea) sobre el transporte de electrones no-ciclico de 820 a MV desa
coplado con etil amina 70 mM (t.e.d.) tal como se describe en la p75.
Los resultados encontrados (TABLA No-3 , columna t.e.d.) (Gr&fica No4 )
se muestran claramente que la presencia del desacoplante etil amina en
el medio de ensayo produce dos tipos de comportamiento de los compues
tos a saber: los herbicidas que acentfian la inhibicifn deli t.e.d. y
que son el bromoxinil (XeBr;Y=CN), el 3,5-dibromo-4-hidroxi-benzalde
hido (X=Br;¥Y=CHO) y en menor grado la semicarbazona de 3,5-dibromo-
4-hidroxi-benzaldehido (X=Br)Y=CHNNHCONH,) y el 3,5-dibromo-4-hidroxi
gem-metil ditiocetal (X=Br;Y= -(:: ) estos resultados sugieren que
estos compuestos act@Gan como inhibidores de La cadena transportadora
de electrones, ya que no se revierte su accifn inhibitoria del t.e.a.
con el desacoplante etil amina; en cambio el otro grupo de herbicidas
revierten su efecto inhibitorio del t.e.a. con el desacoplante e-
til amina estos compuestos son el 4-hidroxi piridina (X=H;Yy=——r0!),
el 4-hidroxi-benzaldehfdo (X=H;Y=CHO), la 3,5-dibromo-4-hidroxi-ben-
zaldoxima (X=Br;Y=CHNOH) y en menor grado el 3,5-dibromo-4-hidroxi-
tolueno (x-Br;Y-CHJ), el 3,5-dibromo-4-hidroxi-gem-propan ditiocetal
(X=Br;Y= -(:D ) y el 4-hidroxi-benzonitrilo (X=H;Ya=CN) estos re
sultados indican que la acci6n de Gltimos compuestos es la de inhibir
la transferencia de energfa puesto que aceleran el transporte de elec
trones en presencia del desacoplante et{! amina (Grafica Nod ) indi-

zando que el herbicida no actGa a nivel de la cadena t.e. 8ino a nivel

46 la sintesis de ATP .



Grafica No. 4 . ma@.mm
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etilamina 70 s# (t e.
titufdos. Sobre cl'é_l'utm (cun II) de espinaca 3
&m&yﬁsuﬂcﬂuhmﬂiﬂ&akﬂmmum 75) . Se gra-
fica toontrol vs. concentracifin del campussto de la TAEIA No. 3 ,columa (t.e.d.).
Los experimentos fusron hechos por triplicado.
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Tanto el experimento correspondiente al transporte de electrones
acoplado (t.e.a.) como el desacoplado (t.e.d.) se realizaron por tri-
plicado; en la TABLA No 3 se tabulan las velocidades del transporte
de electrones acoplado y desacoplado en microeguivalentes de electro
nes transportados por hora-miligramo de clorofila (,u eq e / hr-mg
Clorof.), la disminucifn de la actividad del control en § de!l control
definido como se mencion6 anteriormente (p37 ) se tabulan unicamente

los promedio de las tres medidas realizadas,

noles 2,4,6-substituidos.
Zn la TABLA No. 4 se observa la actividad inhibitoria de los her

bicidas 2,4,6-substituidos mfs activos evaluada como p!so que es el
~log :50 donde Iso es la concentracifn a la cual se logra el S0 § de
inhibicién, &sta se espresa en concentracifn molar. El significado de
plso es el siguiente entre afs activo es el compuesto menor es la con
centracifn requerida para inhibir en un 50 § y mayor es el valor del
plso, es decir PISO y actividad son directamente proporcionales. LOs
compuestos que no tienen valor de szo en la TABLA No ¢ es porque a
las concentraciones usadas no alcanzan a inhibir en un 50 8. Cabe se
fialar que los valores correspondientes a bomba de protones es la pri
mera ves que se reportan al igual que los correspondientes al trans-
porte de electrones desaccplado. En el caso del transporte de electro
nes basal y acoplado solo estaba reportado el valor del bromixinil (X
«Br;Y=CN) 4.75 y 5.7 respectivamente y el de la 3,5-dibromo-4-hidroxi
benzaldoxima (X=Br;Y=CHNOH) para el caso del transporte de electrones
acoplado 3.0 (49 )(50). En el primero de los tres valores anteriores
(4.75) la discrepancia con el aqul obtenido es mfnima (de 0,01 unida-

des de pI ) sin embargo la discrepancia de los otros dos valores con
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los aqui obtenidos es mayor o cual se puede deber a la grén incer-
tidumbre de los experimentos que se tienen que hacer para encontrar
dichos valores. No obstante se presenta una alternativa muy nueva e
interesante la no constancia de los valores de pI50 en las diferen-
tes mediciones de la actividad fotosintética 1o que sugiere gque los
compuestos ensayados actfian de diferente forma pues por ejomplo el
bromoxinil (X=Br;Y=CN) es mfs activo en t.e.b. y B.H* en cambio el
3,5-dibromo-4-hidroxi-benzaldehfdo es mis activo en el t.e.d.. Para
continuar con esta alternativa habrfa que afinar el metodo de deter
minacién de los pxso y asociarlo con diferentes mecanismos de accifn
cuanteando por ejemplo la cantidad de sitios de accién de los dife-
rentes herbicidas.

En la TABLA No. 4 tambiln se observa la selectividad de algu-
nos compuestos por determinadas formas de medicifn de la actividad
fotosint6tica tal es el caso de la 3,5-dibromo-4-hidroxi-benzaldoxi
ma, (X=Br;Y=CHNOH) que al igual que la semicarbazona del 3,5-dibro-
mo~4-hidroxi-benzaldehido son ms activas en t.e.d. y no afectan en
un 50 ¢ la bomba de protones B.H' o el caso de 3,5-dibromo-4-hidroxi
gem-metil ditiocetal que es mis especifico para la bomba de protones;
en el caso del 3,5-dibromo-4-hidroxi-gem-propan ditiocetal &ste es
muy activo en el t.e.d.. Elci,ﬂﬁ-dibrono-l,5-d1btomo-4-h1drox1-tolug
no solo se ensayl su actividad en la bomba de protones, La alternati
va es, pues, dicernir diferentes modos de accifén atn para herbicidas
del mismo tipo que act@en al mismo nivel en la cadena transportadora
de electrones usando diferentes formas de medir la actividad fotosin

tética .
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TABLA No.4 . Actividad inhibitoria "%A vitro® de herbicidas piridi-
noles y fenoles 2,4,6-substituidos sobre cloroplastos (clase II) de

espinaca (Spinacea oleracea). La manera de medir la bomba de protones

(B.B'), el transporte de electrones en condiciones basales (t.e.b.) ,
acoplado (t.e.a.) y desacoplado con etilamina 70 mM (t.e.d.) se descri

be en el texto (p70-77). I5, es la concentracifn (M.) a la cual se ob-

serva el 508 de inhibicibn y p!so = - log 150

oW
4 %X
Y
COMPUESTO (8.8") (t.e.b.) (t.e.a.) (t.e.d.)
L ]
LI 4 Plgg Isg Plgg Igg Plgg Isg Plgg Igg
Br om 4.76 18 4.74 18 4.46 35 4.64 23
Br CHe=0 4.42 38 4.58 26 4.62 24 4.92 12
S
Br -(s:) 4.36 44 — — 4.0 80 — —
Br (5. 4.2 8 — — — — 4.64 23
Br
Br 4.24 S8 0w~ —— — e —
Br CH=NOH — —~ — — 3.85140 4.05 90
Br CHeNNHCSM, — — 3.89130 — — 4.62 24

* Ig, esta espresado en uM

** no se ensay6o en estas pruehas,



De acuerdo con la conducta de los compuestos piridinoles y fenoles

2,4,6-substituidos mostrada en las pr *in vatro®" sobre cloroplastos

aislados (segfin p. 68.) de cliase II de espinaca (Spinacea oleracea) estos

compuestos pueden agruparse de la siguiente manera:

OH OH
Rl o
Y .

a) inhibidores del transporte de electronses. Los que inhiben el
t.e.b., el t.e.a y el t.e.4. son :
X Br Br Br Br Br

x CHO ‘:: CH=NNACONH,, <2 o

b) Inhibidores de la transferencia de energfad. Los que inhiben el
t.e.a. pero no el t.e.d. son :
X H Br Br Br B Br H Br

Y CRHO *8) CH=NOH Br cH CIlJ N ces
8 r

El Inntbador «, & -dibromo-3,5-dibromo-4-hidroxi-tolueno tiene Los
dos comportamientos; ademSs tal parece que el compuesto 4-nitro-1-6xido
de piridina es un desacoplante bastante potente ya que acelera drfsti-
camente el transporte de electrones a bajas concentraciones de compues
to comparado comparado con las concentraciones requeridas por las alquil

aminas.
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Actividad herbicida "in vivo" de piridinocles y fenoles 2,4,6-~

substituidos sobre plantas enteras.

Los resultados de ias pruebas "in yivo" realizadas seglin se des-
cribe (p 78) en plantas enteras de frijol (Phaseolus vulgaris), diente
de le8n (Taraxcum officinsle W,). chicalote 1Argemons ochroleyca) y

tomate (Lycopersicum sculentum) (clasificadas deacuerdo con ref 5¢)se mues

tran en TABLA No. 5 . En dicha tabla se observa la activiaad relativa
de l0s compuestos mis activos su apreciasble selectividad sobre determi-
nadas especies cabe recalcar el caso de 3,5-dibromo-4-hidrox¢-benzaldo
xima el cual es el uUnico de los compuestos gue preferentemente acta

nfs energicamente sobre las malas hierbas utilizadas (diente de leén y

chicalote)
¥p obstante las incertidumbres bastante grandes de los experimen-

tos "in vitro® (alrededor del 108 del control) reflejada en la abtenciSn
de algunos valores negativos, que en realidad deben ser practicamente de
cerq, se encuentra una correlacifn entre las actividades de los compues-
tos probados “"in vitro" con su actividad "in vivo" lo que es bastamte

interesante y Gti]l para el disero de nuevos herbicidas selectivos.



TABLA No.5 . Actividad herpbicida "jin vivo"™ de piridinoles y fenoles
2,4,6 substituldos al aspergerlos a saturacibn sobre 9 plantas de di
ferentes especies en soluciones de 2000 ppm como se menciona en el

texto (P78) (en el caso de tomate solo se uti{11z6 una planta por cada
compuesto y su control). La escala es arbitraria 10 significa que el
compuesto es muy activo, 5 que el compuesto es medianamente activo y

—— significa que el compuesto es inactivo

on

Actividad herbicida sobre :

X ¥ Frijol Diente Chicalote Tomate
- - de Lebn
Ph_‘fﬂl.“.‘ Taraxcum Argemone Lycopersicum
vulgaris officinale W. ochroleuca sculentium
Br CN 6 5 10 6
H CN 1 - 4 5
Br CH=NOH 1 k) 6 5
1 - -

Br {S‘

S -
Br S 1
D

Br CH~=0 3 - 2 4
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Los puntos de fusiOn se determinaron en un aparato Fischer.

Los espectros de absorcién en el infrarrojo se determinaron en un
espectrofotSmetro Perkin Elmer modelo 337. Los espectros de reso-
nancia magnética nuclear se determinaron en un espectrémetro anall
tico Varian A-60, utilizanao dimetil sulpSxido deuterado y/o cloro
formo deuterado, los protones acidos se intercambiaron con agua -
deuterada uozo), se empled como referencia interna el tetrametil
silano; el desplasamiento quimico esti expresado en partes por mi-
116n (ppm), utilizando el parimetro $,

Las lecturas de clorofila fueron hechas en un espectrofotSmetro
Carl Zeiss modelo PMQ II. Las cromatograffas en capa fina se efec
tuaron usando como adsorbente sflice GP-254 de Merck, utilizando
como reveladores luz ultravioleta y iodo. Las variaciones de pH fue-

ron leidas en un medidor de pH marca Beckman.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL ,

Sintesis de 3,5-dibromo-4-hidroxibenzaldehido ( II ) (fig.13e)

De acuerdo con Paal (28) ,en un matraz de bola con agitacién
magnética sc disolvié 1 g (0.0082 moles ) de 4-hidroxibenzalde-
hido (pf.115-6°C) en 2.35 ®»l1 (0,04 moles) de &cido acético glacial
(en una proporcién 1:5) ,mientras ésto sucedfa se prepar6 una so
lucibn de bromo ,colocando en un vaso de precipitados 0.5 m: de
&cido ac®ico glacial (0.009 -moles) agregando 0.9 ml de bromo
(0.0086 moles) ,la mezcla se agit8 con precaucifn hasta que se a1
s0lvié el bromo y se colocS en un embudo de adicién s;por medio del
cual se adicionf lentamente al matraz de reaccifn .Terminada la
adicin se continud la agitacién 15 min. y la mezcla se virtié en
agus precipitando el producto (desde café hasta blanco dependiendo
de la pureza de los reactivos);a partir de este momentc se traba-
j6 rdpidamente ya que el producto se oxida ficilmente en presen-
cia de aire .Se filtré el precipitado y se recristalizé de etanol
agua o de acetona hexano .Si el compuesto recristalizado no esta
suficientesente puro se recomienda sublimarlc .Se obtuvieron 1.63
g (0.0057 moles ) de )J,5-dibromo-4-hidroxibenzaldehido .Rendimien
to 718 ,pf. 180-1°C .
I.R. ¥ max.(cm™}) : ( en pastilla) 3150 (O-H) m ; 2860 (C-H)
aldehido d ; 1680 (C=0) f ; 600 (C-Br) m : la zona de la hue
l1la digital fue diferente a la de la materia prima .
P.M.P.(6): 9.96 (s, IH, ArC-H); 8,15 (8, 2H, Ar-H); 6.8-5.3 con
m4»%. en 6,25 (8enal ancha, 1H, Aro-H) 1020 .

Sintesis de_3,5-dibromo-4-hidroxibonzal-gem-met{l-ditiocetal

LI ). (fia13f )

Se sintatiz6 sdaptandr, la técnica general para ticcetaiesm iy
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Se dasoivieron S a (0.01786 moles) del 3,5-aibromo-4-hidroxiben-
zaldehido en dicloro metano, dentro de un matraz ae bola con aqi-
tacién magnbtica y una trampa de hielo seco-acetona (ver f£ig.12 ),
Al matraz se le adicionaron 5 gotas de eterato de tri- fluoruro de
boro ( o una cantidad catalitica de Scido p-toiuen sulfénico).El
matrasz de bola se mantuvo a wna temperatura de -40°¢ con un bafio de hie
lo seco-acetona .A la salida de la trampa de hielo seco-acetona
se colocd un frasco lavador de seguridad y por Oltimo otra tram
pa gue contenia una soiucibn de KMnO, en NaOR al 10% pars oxidar
el metantiol que no reacciona .El1 metantiol gaseoso se hace pa=
sar a la trampa que contiene hielo seco-acetona en dande se con-
densa y cae gota a gota en la solucifn de reaccién , se cuentan
las gotes (1lgotas0.02-0.05 ml) hasta completar el nGmero de mo-
les requerido (0.018 moles) .Al finalizar la adicién se eliminé
el disolvente y el precipitado obtenido se recristalizf de eta-
nol-hexano .Se optu ieron 5.2 g (0.015 moles) .Rendimiento 82%.
Pf, 59-60°C .

1.R.Y max.pastillalce 1)£3350 (0-1) m:3030 (C-H)aromSticod ;
2900 (C-H) alifético m ; 1550 m , 1470 f (C=C) ; 570 (C-Br)m.
R.M.K.(s): 8.3-9.5 con méx. en 9 (seftal ancha ,1H,Ar0O-8) i D,0
7.5 (8,28 ,Ar-H) ; 4.7 (s, 1H ,ArC-¥ ) ; 2.1 ( 8,60 ,CHy-S ).

Sintesis de 3,S-dlbgggo-l-hldroxibenzul gem propan ditiocetal

LV ). (fi9.13g)
Se adapt8 una técnica general para ticcetales (17 ) .Se disol

vieron 4 g (0.014 moles) de 3,5-dibromo-4-hidroxibenzaldenido en

benceno secc (¢ Ciclors metaro ) ,se le adicionaron 1.5 mi (0.0147
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moles ) de propanditiol .La reaccifn se cataliza con 5 gotas de e
terato ae trifluoruro de Dboro ( o una cantidad catailtica de &cido
p-toluen sulfénico) .La reaccifn se efectub en un matraz de bola
con una trampa de Stark , llena de msllas moleculares (para despla
zar el equilibrio de la reaccifn sacando el agua que se forma en
la misma) y un refrigerante de agua ;ia mescla de reaccibn se pu
so a reflujo durante 7 horas ,al final de las cuales se neutrali
26 con oicarbonato de sodio a pBs?7 ,Posteriormente se hicieron
lavados con agua y ve eliming el disolvente por sedio de vacfo .
Se obtuvieron 5.1 g (0.0137 moles) de producto .Rendimiento 608.
Pf. 133-4°C .

I.R. Vmax. pastilla : 3400 (@-H ) £ ; 3030 (C-R) aromético 4 ;
2890 (C-H) alifatico m ; 1360 £,1480 £ (C=C) : 870 (C-Br)m .
R.M.p. (8):7.5 (s ,2H ,Ar-H) ; 5.7 (s ,18 ,ArO-H) 10,0 ; 5.2
(s, 1B ,AxC-H) ;3 1.6-3.3 (m ,6H , ~CH,-CH,-CH,-) .

s{ntesis de la semicarbazona dei 3,5-dibromo-4-hidroxibenzal-
dehido (VI ) . (fig. 13h)

Se disolvieron 0.5 g. (0.0018 moles) .Se adicionaron 0.199 g
(0.001 moles ) de clorhidrato de semicarpatida disueltos en ¢ ml
de agus .La reaccion fue inmediata , ei precipitado formado se fil
tré y se secl en una estufa a 100°C optenidndose 0.499 g (0.0017

moles) de producto .Rendimiento 828 ,el producto no funde a 300°C.

1.p.7 méx .pastilla {cw}) : 3480 (N-H) primaria £ ; 3385
(N-H) secundaria f ; 3200 (0-H) f ; 1660 (C=0) f ; 700 (C-Br)d
R.M.F, (8); 11,2 ( s ,1H ,-NH-CO) 10,0 1 7.9 (8 ,2H (Ar-H )
7.7 (8 ,H ,Ar=CH=N- ) | 6.4 (s ,2H ,0=CNH, ) 1D,0 ; 3.7-3.1

con méx. en 3.4 ( sefal ancha ,1H , Aro-H ) 10,0
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sintesis de 3, S-dibromo-4nidroxibenzaidoxims (V ).{figlc)

Se obtuvo modificando ei método empleado por Wentwortn y Bra
dy (18) , como sigue: se pesaron 0.26 g (0.001 moles ) de 3,5
dibromo-4-hidroxipenzaldehido, se adicioné 1 ml de hidr8xido de
sodio al 108 (0.0025 moles )} y 2 ml de agua junto con 0.28 g
(0.001 moies ) de clorhidrato de hidexilamina disuelto en agua.
La formacifn dei precipitado fue inmediata. El producto se filtrb
y se secS en estufa a 10u°C obteniendose 0.28 g (0.00095 moles) de
3,5-dibromo-4-hidroxybenzaldoxima. Rendimiento 94s. Pf. 198-9Y°C.
I.R.Omix. (cm 1) pastilla: 3300 (o-#) £ ; 23050 (c-n,
sromftico d ; 2920 (C-H) alif8tico d ; 9s0 (N-0) ¢
$90 (C-Br) f .
R.M.P. (§): 7.9 (s , 1H Ar-CHeN-) ;7.65 ( s ,2H Ar-m) ; 3.9-2.7
con mix. en 3.3 (senal ancha , 1H , ArO-H) 10,0 ; 2.88 (s, 17,

=NO-H) .

Sintesis de 3,5-dibromo-4-hidroxibenzonitralo (Bromoxinil)(XIII)(figl3)
En un matraz de bola se disolvieron 2 g (0.VU168 moles) de 4-hidro

xibenzonitrilo (pf. 96-7 °C) en 9.5 ml de fcido acltico glaciai. Por
otro lado en un vaso de precipitados se disolvieron 1.0 ml (0.035 mo
l1es) de bromo en 5 ml de 8cido aceético glacial el cual se adicion6 al
4-hiaroxibenzonitrilo mediante un embudo de aaicifn, gota a gota. La
reaccifn es exotérmica. Terminada la adicifn se continuf la agitacifn
por 15 min,, despufs de 10 cual se virti8 la mezcia en agua apareciendo
un precipitado ( el pH debe de ser 8cido). E1 precipitado se fil1trb

y se sublimf. Se obtuvieron 3,31 g (0,012 moles) de 3,5-dibromo-4-
hidroxibenzoritrilo.Pf 179°C.

1.R.V méx. (cm™!) past111a:3400 (0-H) £ ;3070 (C-H)  arom8tico m ;2230

(CaN) £ 11550 (C=C) aromStico ¢ , 1480 f . pR,M,P.(5); 8.3-5.9 con max.

en 6.8 (sefsl ancha, 1N, Aro-H) 10201 8.1 (8, 2H, Ar-H).
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Sintesis de 3,5-dibromo-4-hydroxipiridina (VIII)(figy3a)

Bromacifn_en meaio &cido. Se adaptd el método descrito por Mosh

chitskii, §.D. et al ( 29 ), de la siguiente manera. Se disolvié 1l g
(0.01 moles) de 4-hidroxipiridina en 8cido bromhidrico al 48% (5 ml )
en un matraz de dos bocas al que se le colocaron un refrigerante de
agua y un embudo de adicién, en @l empudo se colocaron 1.25 ml. (0.024
moles) de bromo, que se adiciono’'lentamente por goteo; la mezcla ante-
rior se mantuvo en agitacifn a reflujo durante 6 horas, despuls de las
cuales precipitt el derivado bromado que se filtrS, se disolvié en NaOH
al 108 y se volvi6 a precipitar con HCl acuoso (1:1), se filtr8 y secS,
purificSndose por sublimacién. Se obtuvieron 1.46 g (0.006 moles ).
Rendimiento 558, Pf. 270-5°C.

I.R. ° méx. (cm"}) pastilla: 3400 (N-B) d ; 3150 (0-H) d
3050 (C-H) aromftico d ; 1610 (C=0) m : 1530 (C=C) acopla
da con (C=N) f 600 (C-Br) m (huella digital diferente a la de la

materia prima).

Sintesis de 3,5-dibromo-4-hidroxipiridina (VIII).(figl3)

Bromacifn en medio bfsico. Se disoivi8 1 g (0.01 moles de 4-

hidroxipiridina en 4.2 ml. de hidr6xido de sodio al 108, La mezcla

se colocé en el mismo aparato de la bromaci8n en medio &cido y se le
adicionaron gota a gota 1.2.5 mL (0.024 moles ) de bromo: la mezcla

se mantuvo con agitacién a reflujo aurante seis horas, despuls de las
cuales se dejb enfriar la reaccifn, precipitando el producto que se
tiler6 vy se lavé con agua, se recristalizd de etanol purific8ndose
postericrmente por sublimacién. Se obtuvieron 0,931 g (0.0037 moles),

35 % de rendimiento de J,5-dibromo-4-hidroxipiridina, Pf. 275-6°C.
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Sintesis dex , o '-dibromo-3,5-dibromo-4-hidroxitolueno (IX).(fig;3c)

Se sigui8 la técnica de Dietricn H. et al (26). en un matraz de
bola de dos bocas, para un refrigerante y un embudo de adicifbn, se
disolvieron 0.5 g (0.0046 moles) de 4-hidroxitoiueno (Pf. 45-6°C)en
o-aicloroberceno (tampién se puede usar clorobenceno, temperatura de
refiujo de 130°C). Se llevS la mezcla de reaccifn a la temperatura de
reflujo y se adicionaron 0.95 ml (0.018 moles) de bromo, a través ce
ur. entudo de adi¢ifn, lentamente; al mismo tiempo se comenzf la flumi
naci6n con un foco de 100 watts a la minima distancia del matraz de
reaccifn. El reflujo se mantuvo durante S horas, posteriormente se
permitif el escape de los vapores de bromo manteniendo el matraz den
tro de una campana. El digolvente se elimin® mediante vacfo. El pro
ducto se recristalizd de clororormo-hexano y se obtuvieron 0.0%5 g
(0.00012 moles) de producto. Rendimiento 2.6%, Pf. 165 °C.

I.R. V maix. (cm"!) pastilla: 3335 (0-n) 4 ; 3050 (C-R) aromstico 3 ;

1630 f (C=C) aromftico f : 590 (C-Br) = .

Sintesis de o-diclorobenceno.

Se obtuvo por la reaccién de Sandmeyer, mediante una adaptacién
del mStodo descrito por Vogel (56) Se disoivieron 50 g (0.39 moles)
de o-cloro-anilina en 85 ml de 8cido clorhidrico, la mascla se enfrié
en un matraz erlenmeyer a una temperatura inferior a los 5°C, mediante
un bafio de hielo-sal. A esta mezcia se le adicionaron 27 g (0.39 mo
les) de nitrito de sodio disueito en 250 mi de agua destilada, formén
dose la sal de diazonio, Por otro lado, en un vaso de precipitado se
prepar6 una solucidn de 38,6 g de cloruro cuproso en 290 ml de 8cido
clorhfarice (l11quido pardo que se vueive verde ai contacto con el aire)

esta soiucify se virti6 sonre ia sal de diazonio rormAudose el o-diclo

robenceno que we sopard e la mezcla por destiiacibn. Peb 167°C.



61
Sintesis de 1-dx:do de piridina.

Se sintetizé de acuerdo con la técnica reovortarfa vor Ochiai (30 )
A una solucidn de 4.CE ml (0.050% moles) de piridina en 30 ml ( 0.524
moles) de écido acético glacial, se le adicionaron 5.8 ml (0.055 moles)
de agua oxigenada al 30% y la mezcla se calenté en bafio de agua a 70-
80°C; desoués de 3 horas se adicionaron 4.08 ml (0.038 moles) de agua
oxigenada al 0%, la mezcla se mantuvo 9 horas mds a la misma temvera-
tura. La mezcla se concentré a 10 cc en vacio y se diluyé con 10 cc
de agua, entonces se concentré todo lo posible. El residuo se alcali-
nizé con carbonato de sodio anhidro, agitado con 25 cc de cloroformo y
despues se deja revosar. Se seoaran los cristales de acetato de sodio
y de carbonato de sodio. £l tiltrsdo se seca con sulfato de sodio, el
disolvente se saca por deatilacién, y el residuo se destila a presién
reducida. Bl rendimiento de 1-Oxido de piridina P.eb. 138-140°C /15 mm
fue de 2.57 g (0.027 moles) correspondicentes al 54%.

I.R. ¥ max. (cE}) pelfcula : 3C50 (C-H) aromatico ¢ ; 160C¢§, 1480f%
(€=C); 1250 (N-0)¥.

Sintesis de 1-dxido-4-Nitre piridina, (XIV)

Se trabajé deacuerdé al método de Ochiai (30 ). Se disolvieron 2.57
€ (0,027 moles) de 1-6xido de piridina en 7.8 ml de dcido sulfurieco (P =
1.84) y 3.12 g de dcido nitrico (P = 1.48) corresponaientes a 2 ml y la
solucién se calenté 3.5 hrs. a 128-13o°c. La mezcla se virtio sodre hielo

¥y, con agitacién neutralizando con porciones de carbonato de sodio.

Justo :uando los cristales de psuifato de sodio comiencen & precipitar,
1n neutrslizacion se interrumpe y 108 cristaies precipitados son
separados, lavados con agua fris y secncon. EL filtredo +e extrae con
clorofsrzo y los ertractos concentridos haota donde el oreci-itado crig
tulice, Lo precricin..zn de nretonn., Se obtuvicron 3,83 g de l-oxido-4-

o
tro oir.dinn (C.027 molen), La renccibn fué cunntitntiva, Pf, 160-1 C.

1.K. 2z, (05!) e L iln g 085G (C=H)nrom, 4 ; 1260 (N=0) € 3 huelln

gL Aiteronte g g mnterin e .mn,
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Materias primas utilizadas.

4-hidroxipiridina.
I.R. v mfx. (cm 1); (en pastilla) 3045 (0-H) d ; 3400 (N-H libre)

d ; 3200 (N-H) d; 1630 (C=0) f ; 1580 m , 1400 m (C=C);

Pf.: 125°C.

4-hidroxi-benzaldehtdo.

I.R. ¥ méx. (cm }); (en pastilla) 3200 (O-H) £ ; 3040 (C-H)
arom 4 ; 2730 (C-H) aldehfdo d ; 1680 (C=0) f ; 1600 f ,
1470 £ (C=C) arom.

PE.: 115°C.

4-hidroxi-benzonitrilo.
I.R. v mfx (c-l): (en pastilla) 3200 (O0-H) £ ; 3030 (C-H)

arom d ; 2250 (C=N) £ .
R.M.P.(d); 10 (seiial ancha, 1lH, ArO-H) IDZO ;3 sistema AB: 7.6
( d, 2H, orto NC-Ar-H), 6.9 ( d, 2H, orto HOAr-H).

Pf.: 96°C.

3,5-dibromo-4-hidroxitolueno.
I.R. v mfx. (cm l): (on pastilla) 3380 (O-H) £ ; 2900  (C-H)

a
R.M.P. (8): 7.2 (s, 24, Ar-H) 5.65 ( 8, 1H, Aro-H)
2.2 ( 8, 3H, CHJ)

Pf. : 45°C,
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fig. 13 . (contanua)
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Preparacifén de medios.
Medio de sislamiento.

Las proporciones de los reactivos son:

Reactivo molar M ¢g/g mol g/1 de agua
Sacarosa 200 =it 342.0 60.50
TAPS (ac. tris hidroxi

metil metilaminopropanosul- 20 = 179.0 3.9
fénico).
RC1 50 =M 74.5 3.73
llgclz- cazo S =t 203.3 1.02

Alb@mina sérica de bo-
0.19 - 1.00
vino desgrasada.
8o mssclan los reactivos anteriormente especificados y se ajus
ta el pi & 8 con KOB y/o RACl.
Nedioc ds resuspensifn.

Las proporciones que se usan son las siguientes:

Reactivo molar PH g/g mol g/} da agua
SBacarosa 100 s 342.0 34.23
TAPS (ac.tris hidroxime

til metilaminopropanosul£8 20 mM 179.0 3.58
nico).
KC1 50 =M 74.5 3.1
MgCl, 6H,0 5 mM 203.3 1.02

AlbGmina sérica de bo-
vino desgrasada. 0.1 ¢ - 1.00

8¢ mezclan los reactivos en la proporcifn adecuada y sc ajusta

el pH & 8 con KOH y/o KHCl.



Medio de transporte de electrones.

Se prepara como se indica 8 continuacion:

Reactivo molar ™ g/g mol

Hepes (ac.N~2-hidroxietil-

piperazina-N‘'-2-etanosulféni 20 mM

co).
Sacarosa 100 =M
KCl 50 =M
MgCl, 6H,0 S aM
Albtmina sérica de bovi-~

no desgrasada. 0.1 ¢

238

342.0

74.8
203.3

g/1 ds agua

4.76

34.22

3.73

1.02

1.00

Se mszclan y se disuelven en el volumen adecuado de agua y se

ajusta a pA=8 con KON y/o HC1,
Medio de fotofosforilacifn. .
Se mszclan en la siguiente proporciln:

Reactivo molar ™
EC1 100 mit
MgCl, 68,0 S aM
ADP 1 mM

Py ImM

9/9 mol
74.5

203.3

440

136

g/1 de agua
7.46
1.02
0.44
0.41

67
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Alslamiento cde cioroplastos de espinaca sin dobie membrana externa (clase 1I).

Modificacibn al m#todo de Takaoki et al. (57 ).

Se consiguieron hojas de espinacas frescas (Spinacea oleracea)de co
lor verde y turgentes, se desecharon las hojas rotas y el resto se lava
ron escogiendo las mejores hojas nhasta completar 25g de hojas sin nerva
dura central y sin Spice. Répidamente se cortaron en trozos de aproxima-
damente zcnz, se colocaron en un vaso de licuadora, previamente enfriado
30min a una temperatura de O.C, que contenia 200ml demedio de aislamiento
(p66) . A esta mezcla de medio y hojas se le agregSs 1lml de ascorbato de

sodio (500mM) por cada 100ml de medio dando una cc tracifn final de SaM.

Se licud de 4 a Sseg consecutivos a velocidad mixima encendiendo y
apagando la licuadora (Osterizer Custom Modelo L-11). E1 homogenizado se
£iltr8 a través de 4 capas de gasa colocadas en un emoudo de filtracifn
rSpida. Se eliminaron las hojas que no se trituraron y que quedaron rete
nidas en la gasa.

El tiltrado resultante se centrifugd a 1500rpm (151 g ) durante 3
min. en una centrifuga MSE-LR-6. Se desech8 el sedimento (que son nlcleos,
pared celular y celulas sin romper), el soprenadante (cioroplastosy cito-
plasma ace las celulas) se centrifugb a 3500rpm ( 822 g) durante 8min. 21
sobrenaadante se desecnf (componentes celulares de peso menor que Los Clo-
roplastos); el sedimento (cloropiastos) se Lavd homogenizandoio con un
tubo Ge ensaye conteniendo hielo picado y resuspendiéndolo con medio de
resuspencifn (p66). Se centrifugd nuevamente a 3500rpm | 822 g) durante 8
min. El sobrenadante se desech8 y el seaimento se volvié a homogenizar
con el tubo de ensaye y se resuspendi8 en 3ml de medio de resuspencidn co
10céndolo en un tupo cubierto con papel aluminio (protegiénaolo de ia luz)

Tooos 108 pasos del aislamiento se efectdan a 4°C y a pH=8.



fig.14 . ESQUEMA DEL AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS DE ESPIRACA 159 )
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medicion de la bomba de protones.

Se evaifa registrando los campios de pH producidos por una mezcla
de reaccién conteniendo cloroplastos al ser iluminados. Esta depen--
dencia sigue una tuncifn del tipo ilustrado en la fig. 15. Al encen-
der la luz aumenta el pH hasta llegar a una posicifn estable; al apa-
garse la luz se restablecen las condiciones iniciales de una forma es
ponténea y en ese momento se adicionan 50 )“l' de HC1 0.001 N., l0 que
corresponde a 0.05% J\sq ae protones (8’); siendo &sto ia calipbracién.
Se ha encontrado que uno de los valores de pH recomendables para eva-
luar esta actividad es el de 6; 1o que se logra con fcido y/o base es
tandarizado, para 10 que es conveniente preparar una serie de solucio
nes de Scido y otras de base de¢ diferentes concentraciones (1, 0.5, -
0.3, 0.1, 0.01, 0.001 W) para lograrlo répidamente.

La medicién se hace de la siguiente manera: en la cubeta de reac-
ci6n (£ig.17 ) se colocan 3 ml de medio de fosforilacifn $67.) 30 al
de metilviolégeno 0.05 M , Xl de cloroplastos (correspondientes a
aproximadamente 100 microgramos de clorofila) y concentraciones varia
ples del compuesto a ensayar (de 0 a 300 micromolar), enseguida se
ajusta el pH y se enciende el medidor de pH (Beckman ) y iuvego se -
iiumina con el proyector (Pradorit RC, con una l&mpara de S00 watts),
se espera hasta que la gréfica alcance la meseta y se apaga el proyec
tor. Se deja pasar un tiempo, mientras se restablece el pH original
y entonces se adiciona la calibracibn, se apaga el aparato y se lava
la cubeta con agua, por lo menos diez veces, vacifndola y llen8ndola
con agua destilada. Se toman controles al inicio del experimento y al
cambiar cads uno de los compuestos; regularmente cada 4 8 5 medidas.
Cada compuesto queda entre dos controles, los controles estfn consti-

tufdos por todos los reactivos a excepci6bn del compuesto a ensayar.
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Cada medicifn se tarda de 3 a 5 minutos.

Calculo de los protones aprovechados en la Bomba de Protones.

Sobre la grifica del experimento se mide los microequivalentes

de protones aprovechados en unidades de longitud x,\, desde el momen
to que empiezan a ser transportados 108 protones; cuando se enciende
la luz hasta el momento en que se alcanza la meseta en la grffica.
Estas unidades de longitud son transformadas en los microequivalentes

ae prot transportados conociendo las unidades de longitud Cg des

plazadas por la plumilla del graficador al adicionar SOM_I. de HC1
0.001 N, o sea, la calibracifn. Se sacan promedios de todas las ca-
libraciones y de todos los controles, graficéndose microegquivalentes
de protones transportados vs. concentracifn del reactivo o bien, [}
del control vs. concentracién del reactivo de donde grificamente se mi
de pxso que corresponde a -log Iso, siendo Iso la concentracifn a la
cual se logra inhibir en un 50% la actividad de la bomba.
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Modicidn ae la velocidad del transporte de electrones (Reaccién

Jde HilLl).
La velocidad del transporte de electrones (t.c.) se determina mi

diendo la produccibn de oxfgeno de la fot8lisis del agua mediante un
ox{metro (P79 ), el cual a un voltaje fijo (0.8 v}, relaciona proporcio
nalmente la corriente registrada con la concentracifn de oxfgeno en el
medio de reaccién (59 ). Se midieron t.e. no-ciclico basal (t.e.b.), fos
forilante o acoplado (t.e.a.) y desacoplado (t.e.d.), de la siguiente
msanera, desde agua hasta metilviolégeno.

Transporte de electrones no ciclico basal (t.e.b.).

En 1a cubeta (£ig.19 ) de reaccifn se colocan 2 ml de medio de
t.e.{p67); 20 microlitros de metilviolégeno (MV) (0.05 M), Xml de clo

dientes a aproximadamente 40 microgramos de cloro-

ropl (corresp
fila) y concentraciones variables del compuesto a ensayar (de 0 a 300
micromolar), después de lo cual se enciende la luz y se toma la lectura
hasta que se obtiene una linea lo mis recta posible de pendiente cons-
tante (€sto se logra generalmente en un tiempo de 3 a 4 minutos),

Transporte de electrones no-ciclico fosforilante.

a) Acoplado (t.e.a.). Se colocan en la cubeta 2 ml. de medio de
t.e. ( p67 ), 20 microlitros de metil-violSgeno (W) (0.05 M), 20
microlitros de ADP (0.1 M), 20 microlitros de fosfato diScido de pota
sio (KﬂzPo‘ 0.3 M), X microlitros de cioroplastos (aprox. 40 micro-
gramos de clorotila) y concentraciones variables del compuesto a ensa
yar (de 0-300 micromolar). Se enciende la luz de la 18mpara de 500
watts y se deja correr la reacci6bn de 2 a 3 min.; la seilal que genera

la reaccifén en la cubeta se detecta al ser traducido en un registra-

dor (Becrman) donde aparece una linea recta dec pendiente constante.
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Se colocan en la cubeta los mismos

reactivos y en las mismas proporciones del t.e.a. y una vez transcu
rridos 1los 2 a 3 min. de fluminacifn se adiciona el reactivo desaco
plante. Se usoO etilamina en una concentracidn final de 3.7 mM (co-
rrespondiente a 100 microlitros de 70 mM; hubiera sido mejor usarlo
S mM pues asf el efecto desacoplante es mfximo).

Controles. Los controles se efect@an desde el principio del ex
perimento y posteriormsnte cada 3 8 S medidas (generalmente cada --

cambio de compuesto que se ensaya se toma un control; por conltq\u.g

te, cada compuesto queda por lo entre dos controles). Los con
troles corresponden a tener en la cubeta todos los reactivos a excepcifn
del compuesto a ensayar; en el caso del t.e.d. se tOma como control

el del t.e.a.

Calibracién. Se lleva a cabo de la siguiente manera: se ponen en
la cubeta 2 ml de medio de t.e. (p67 ), 40 microgramos de cloroplas-
tos (se recomiends usar la misma cantidad de cloroplastos durante todo
el experimento), 10 microlitros de ‘3 pucm‘ (0.05 M) y se 1lumina
por el tiempo necesario para que el x3 Pe (cu)s sea totalmente consumi

do (fig 16).
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clculo de la velocidad de t.e. (¥, e.’

La gr&fica obtenida al medir la velocidad de t.e. en el ox{me
tro es de la forma: a sleq e = \_r:_e.t, donde at/eq @ son los mi-
croequivalentes de electrones transportados a la velocidad (;t e.!

en el tiempo t.
Para saper: la V-It e hay que evaluar la pendiente:

= a eq e
t

;t.e.

La cantidad “a" de Meg ae electrones transportados se calcula
a través del trazo de calibracifn que se hace con una cantidad co-
socida de Ky Pe(CN) (10 microlitros 0.05 M), correspondientes a
0.5 microequivalentes ae Kg !’»(l:.‘ll)6 que al "consumirse® (la recta
cambia de pendiente en ese momento) han transportado 0.5 meq de -
electrones de acuerdo con ia reaccifn:

26,0 + 4 (reuu)(cn)o)" —> ot + 4t (Pc(u)(cms)"

Los controles del graficador determinan la velocidad del papel
a 1 pulgada/min.

Mediante un juego de escuadras se dibuja una recta paralela al
trazo experimental del papel graficador y se determina la pendiente
en los trazos problema, para medir en las ordenadas los ieq e trans
portados por unidad de tiempo (x‘-x unidades de longitud del papel
en las ordenadas). Empleando las transformaciones de unidades con-
venientes y la equivalencia entre los jeq de l’e(CN)6 empleados en
la calipracifmn (que son 1iguales a los peq e transportados) y divi-
diendo entre 108 z mg de clorofila empleados en la medida se obtie

nen los "y® Meq de e transportados por hora por mg de clorofila.
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eq & 3 1 60 min 0.8 de @
hr-mg clo min. 3 mg. clorofila 1 hr. 14}

donde xg @3 el desplasamiento en las ordenadas en las unidades de
longitud del papel efectuado durante la medida en la unidad de tiem
po (1 min), Eg es el desplazamiento realizado en las ordenadas duran
te la calibracién al “consumirse® 0.5 microequivalentes de l’o((:ll)6
correspondientes a 0.5 microequivalentes de electrones transporta-
dos. \

Se grafica P @ /hr-mg de Clorof. vs. (compuesto) o % del con-
trol vs. (compuesto). De aqui se mide graficamente p‘lso que corres
ponde a -~log 150’ siendo Iso la concentracifén a ia cual se logra

el 508 de inhipiciSa del control.
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Bvaluacién “IN VIVO® de la actividad herbicida de piridinoles y

fenoles 2,4,6-suostituidos en plantas enteras.

LOs experimentos se realizaron sobre plintulas de frijol(Phaseolus

vulgaris), diente de ledn |Taraxcum officinale Weber), tomate (Lycopsr-

sicum sculeptym) y sobre chicalote (Argemone ochroleuca) (58 ). se tra-
bajo con lotes ae nueve plintulas por comp o, do dos lotes co

mo controles (un blanco, 80lo con agua; y otro con agua y el emulsifi-
cante usado tween 80), en el caso de tomate solo se trabajé con una plam
ta por compuesto y los controles, fueron 280 plantas totales. Se hicie-
ron emulsiones acuosas (con 1¢ de acetona) en Tween 80 ae 2000 ppm de
los compuestos . Pueron aspergidas plantas hasta saturacitn emplean
do un aspersor de vidrio Pyrex (usado cominmente para el revelado de
placas cromatogrdficas), la aspercién se hizo en una campana empleando
ademfs guantes y tapabocas. Una vez aspergidas las plantas se concer-
varon en el invernadero donde se les atendfa y observaba porlc')dicmnte.
Las plantas usadas se obtuvieron sembrando las semillas como almi
cigo y una vez formada la plintuia se transplant6 a una macetita cada
pléntula y depu#s que la pldntula se recuperS del transplante entonces

se le ut111z6,

Las estructuras de los compuestos probados se muestran

[ X2]
» X
Y
4 H Br Br Br Br Br Br B
1 - - CH=NNHCNH ci CN
Y CHO CHO _,‘g— <gJ CHeNOH - ({‘; 2
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Oximetro.
Mide la evolucién o desprendimiento de oxfgeno mediante un elec

trodo tipo Clark. (fig.18 ).

ElL electrodo consiste de un citodo de platino y un &nodo anular
de plata, ambos inmersos en una solucifn de prueba por una mesmbrana
de tefldn (marca EGA~PAC) fabricada por industrias gquimicas Formex,
S.A. de C.V.);la cual separa fisicamente al electrodo de la cubeta
de reaccifn pero permite el libre paso de oxfgeno.

Al aplicar un voltaje constante los cambios en la corriente (que
estfn reiacionados con los cambios en la concentracifn de ox{fgenc) se
traducen en un trazo en el graficador (Beckman) (figl8 )

Seleccionando una entrada de 10 mv en el graficador se puede que
correspondan a 1-2 microequivalentes de electrones en toda la escala.

Como fuente de iluminacién se empleo un proyector (Pradorit RC,
con una l&mpara de 500 watts, colocada a 30 cm de la cubeta de reac-
ci6n. Bl haz luminoso se hace pasar a traviés de una lente de Izawa,
que consiste en un matras de bola de 500 ml lleno de una solucibn de
trazas de sulfato de cobre en agua, la cual elimina el calor. Sirve
age filtro ademds de concentrar el haz sobre la cubeta de reaccifn.

En la cubeta de reaccifén de 2.5 ml de capacidad y con una camisa
(refrigerante de agua corriente) se coloca el electrodo. En dicha
cubeta se agrega 1a mezcla de reaccifn la cual se mantiene agitada vi
qurosamente con W0 pequeic magneto (0.5 cm de largo) y una base de agita-
c16n.

La reaccifin empieza al iluminarse la cubeta y termina al apagar

la 1Smpara de {luminacifn.
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1.- Se realizaron experimentos con compuestos piridinoles y feno
les 2,4,6-substitufdos "in vitro® sobre cloroplastos aislados de cla-
se II de espinaca (Spinacea oleracea) encontrandose que actGan a nivel
de la fotosftesis inhibiendola algunos como inhibidores del transporte
de electrones y otros como inhibidores de la transferencia de energfa.
De los compuestos ensayados se encontrS que el 4-nitro-1-6xido de piri
dina present8 propiedades desacoplantes.

2.- Se efectuaron experimentos con los compuestos mencionados “in
vivo® aspergiendolos sobre plantas de frijol (Phaseolus vulgaris), toma
te (Lycopersicum sculentum), diente de leSn (Taraxcum officinale Weber)
y chicalote (Argemone ochroleuca) de donde se concluye que los compues-
tos son activos "in vivo®" y presentan cierta selectividad.

3.- Los compuestos ensayados activos "in vivo" lo son también "in

vitzo®.

4.- La mayor actividad un‘to *in vivo" como "i{n vitro® la tiene el
compuesto bromado respecto al no bromado siendo el mis activo de ellos
el bromoxinil (3,5-dibromo-4-hidroxi benzonitrilo) (X=Br:Y=CN) pero no
tan selectivo como 3,5-dibromo-4-hidroxi benzaldoxima.

5.- Los compuestos activos “in vivo" a saber bromoxinil (3,5-dibro
mo-4-hidroxi benzonitrilo (X=Br;Y=CN), 4-hidroxi benzonitrilo (X=Br;Y=CN)
3,5-dibromo-4-hidroxi benzaldoxima (X=Br,Y=CHNOH), 3,5-dibromo-4-hidroxi
-gem-metil ditiocetal (X=Br,Y= -(g: ), 3,5-dibromo-4-hidroxi-gem-propan
ditfocetal (X=Br;Y= -<§3) y el 3,5-dibromo-4-hidroxi benzaldehfdo son

herbicidas de post-emergencia de contacto inhibidores de la fotosintesis.



vI.

BIBLIOGRAPIA.

84



1

10

11

12

13

14

8s

Kerr, M.W. and Wain,R.L. Ann. appl. Biol. 54, 447-450 (1964).

Hill, R. The biochemists' green mansions: The photosyntetic eiec
tron transport chain in plants, p.121 in P.N. Caspbell and G.D.
Grevillie (eds), Essays in Biochemistry 1, Academic, N.Y.(1965).

Morelad, D.E., Hilton, J,L. In "Physioiogy and Biochemistry of
Herpicides®, p.493, L.J. Audus (ed), Academic Press, London

(1976) .

Renger, G. Z. Naturforsch. 34c, 1010-1014, (1979).

Plimmer J.R. Pesticide Chemistry in The 20th Century. In ACS
Sysposium Series 37, Washington D.C. (1977).

Wrignt, B.J. et. al. Phytochemistry, 19, 61-65, (1980).
Kawakubo, K and 8nindo, M., Plant Physiol.,64, 774-9, (1979).

Tischer, W. and Strotmann, H., Biochim. Biophys. Acta 460,143,
(1977).

Izawa, S. and Good, N., Biochim. Biophys. Acta 112, 20-38,
(1965).

Arntzen, Ch, J., et. al. Proc. Natl, Acad. Sci Usa, 761,
278-282, (1979).

Hauska, G. et. al. Z. Naturforsch. 30c, 505-510, (1975).
Iweiq,G. et. al. Biochim, Biophys. Acta 109, 332-346,(1965).

Renger, G. Biochim. Biophys. Acta 440, 287-300, (1976).

Radosevich, S.R. et. al, Weed Science, gl,'z,,216-218,(1979).



	Portada
	Índice
	I. Intoducción
	II. Antecedentes
	III. Resultados y Discusión
	IV. Parte Experimental
	V. Conclusiones
	VI. Bibliografía

