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Estudic dc la inhibicion de la fotosintcsis por el
monurén<§-(p—clorofenil)1,1—dimetilur§§;en diversas especies
de plantas cultivadas y metodologia para la detcrminacidn de

rcsiduos con suclos utilizando trazadores radiactivos.

RESUMEN

Sec estudia la influcncia dc diversas concentraciones
de monurdn, on la actividad fotosintética dc los cloroplastos
aislados de plantas dc ccbada (Hordeum vulgare), avena (Avena
sativa), judia (Phaseolus vulgaris), alfalfa (Mcdicago sativa)
y ospinaca (Espinacia cleracoa) utilizando el 2,6 diclorofenol-
-indofenol (DPIP) como indicador de oOxido-reduccidén. Se ha
encontrado que concentracioncs comprendidas entre 6,6 ‘IO"4
y 6,6 « 1076 M (ocquivelontesa 130 pg/ml y 1,3 ng/ml), son ca-
paces de inhibir casi complctamente la reaccidn de Hill en

los cloroplastos dec todas las cspecies estudiadas.

Sc ha sintctizado el (3~(p-clorofonil)q,i~dimetilurea—
-2-14C)y se ha utilizado para determinar la concentracidn que
alcanza cste herbicida en los drganos fotosintéticos de la
planta, cuando se absorbe radicularmente y se ha correlacio-
nado el efeeto de diversas dosis absorbidas radicularménte con
la inhibicidn dec 1la fotosintésis cstudiada "in vitro" con clo-

roplastos aislados.

Se estudia la cinética de absorcidén radicular del her—



bicida marcado con Carbono—-14 cn plantas do judia y cebada
mantenidas en solucién nutritiva. Para cada planta se cstu-
dia la variacidn del cspacio externo e intcrno radicular, du-
rante las 20 primeras horas dc absorcidn, asi como ol reparto

dcl herbicida en los difercntes G6rganos del vogetal.

Sc determina la influencia de la temperatura ¢ ilumi-
nacidén, cn la absorcidén foliar del monurdn por plantas de ju—

dia y ccbada.

Sc ha cstudiado también, la cmigracidn vertical dol
monurdn en funcidén de la dosis de ricgo para cuatro tipos do
suelos, encontrandose una vclocidad media, expresada en mm
de profundidad por cada mm de altura de riego, gque varia des~
de 0,85 para el suelc mas arcilloso a 1,77 para el suelo are-

noso,

La degradacibn anual de cste herbicida en cl suelo al-
canza un valor del 50%, aproximadamente, cuando los suclos so
manticnen cen las condiciones ambicntales resguardados de la
lluvia directa y de un 70% cuando sc mantienen en condiciones

favorables de humcdad.

Finalmente se discutcn los resultados, se expresan las
conclusiones del trabajo experimental y se aplican con un cri-
terio agrondmico a los cultivos dc secano y regadio de la pe-

ninsula Ibérica.



1. INTRODUCCION



1.

INTRODUCCION.
1.1. OBJETO E INTERES DEL TEMA.

El control de las malas hierbas mcdiante herbicidas
selectivos, cs uno de los problemas quc plantea la agricultura
en todos los paises desarrollados. En los ultimos veinticinco
arios, muchos investigadores han dedicado su esfuerzo al descu—
brimiento de nuevas substancias, capaces de destruir las malas

hicrbas de los cultivos sin afectar a éstos.

El fundamcnto de la accidn selcctiva de los herbicidas,
radica en las difercncias anatOmicas y fisioldgicas de las di-
versas espocies vegetales. Estas diferencias determinan, en ca-
da caso particular, el grado de susceptibilidad de las malas

hierbas y plantas cultivadas ante un mismo tratamiento.

A partir del descubrimicnto de las propiedades herbi-
cidas del monurdn (3-(p-clorofenil)-1,1-dimetilurca), reali-
zado por Bucha y Todd en 1951 (1), una gran cantidad de traba-
jos han ido esclarccicndo, cn parte, el modo de actuacidn de
este compuesto sobre los vegetales. Los trabajos de Cooke (2)

y Wessols y Van der Veen (3), en 1956, demostraron que ol ofco-
to herbicida de este compuesto, asi como el de otras fenilureas
sustituidas, era dcbido principalmentc a la inhibicibn de la

reaccidn de Hill en la fotosintesis.

En el prescnte trabajo, se estudia la influencia de

diversas concentraciones dc monurdn (CMU) sobre la actividad



fotosintetica de cloroplastos aislados de hojas de judia, al-
falfa, avena, espinaca y cebada; determinandose la relacion
entre la concentracion del herbicida y el poder inhibidor pa-

ra los cloroplastos de cada especie.

Con objeto de determinar la concentracion que alcanza

este compuesto en las hojas de plantas de cebada y judia que
14

lo absorbieron radicularmente, se sintetizd el monuron-2- C,

utilizando las técnicas de centelleo 1{quido para su medida.

Se ha estudiado con detalle el proceso de la absorcion
radicular de diversas concentraciones de CMU;14C, ¥ se ha deter—
minado la concentracion gque alcanza este compuesto en los or—
ganos fotosintéticos para las diferentes dosis de tratamiento.
De esta manera se ha establecido la concentracidn que produce
condiciones de letalidad y este dato encontrado para la planta
completa, se ha correlacionado con el hallado en las experien-—

cias "in vitro" con cloroplastos aislados.

Por ser el CMU un herbicida que se aplica sobre el
suelo, es importante estudiar la degradacidn de este compuesto
en funcion del tiempo y el arrastre por las aguas de riego.
Estos valores determinaran, en funcidon de las condiciones an~
teriores, la cantidad de herbicida presente en la zona de ab-
sorcion radicular en cada momento, asi como los residuos que

quedarian para cultivos posteriores.



Con objetc de esclarecer los aspectos anteriores, se
ha efectuado un estudio de la degradacion del CMU durante un
afio en cuatro tipos de suelos diferentes mantenidos en condi-
cionss dc¢ campo, aungquc resguardados de la lluvia directa. El
estudio de la influencia del arrastre del herbicida en funciodn
de las dosis de riego, se efectuo mediante elucion en columnas
especiales para facilitar el muestreo a diferentes profundida-—

dese.

A partir de los datos obtenidos sobre la persistenciay
la concentracidn del herbicida en el sueclo, la absorcion radi-
cular en funcidn de la concentracion en la solucidn nutritiva
y los de inhibicion fotosintética en funcidn de la concentra-—
cidn alcanzada por el monuron en las hojas, se discuten los re—
sultados y se obtiencn las conclusiones gue permiten evaluar
el grado de inhibicidn de la fotosintesis en plantas cultivadas
en un suelo que haya sido tratado con CMU. El1 poder inhibidor
dependera del tipo de suelo, del tiempe transcurrido desde que
se efectud la aplicacidn y de las condiciones climaticas que

haya soportado el suelo.



1.2, IMPORTANCIA DEL MONURON COMO HERBICIDA.
1.2.1. Historia.

. . * - - [
La primera sustancia organica usada como herbicida,

fué el 2-motil-4-6 dinitrofenol (DNOC) en 1932,

En el afio 1942 Zimmerman y Hitchcock (4) descubrieron
las propiedades del 2,4-D como regulador del crecimiento de
las plantas, dando un gran impulso a la sintesis de nuevos
compugstos organicos gue pudieran tencr propiedades herbi-

cidas y fitorreguladoras.

El doscubrimiento de las propiedades herbicidas de
las fenilureas sustituidas realizado por Thompsony colabo-
radores en 1946 (5). atrajo la atencion de los fisiodlogos
sobre estos compuestos. En 1950 (6) fué sintetizado el monu—
ron en los laboratorios de la Sociecdad Du Pont de Nemours
(E.E.U.U.) y utilizado con escaso éxito en la lucha terapeu-
tica contra la coccidiosis, En 1951 Bucha y Todd (1) descri~
ben por primera vez la sintesis del monurcn y su ensayo co—
mo herbicida. McCall en 1952 (7) prueba su eficacia como her-
bicida selcctivog aplicado en dosis bajas y como esterili-
zante del suclo con dosis mas clevadass utilizandose a par-
tir de este momento en grandes cantidades para la limpieza
de acequias, lineas tclegraficas, vegetacion espénténea cre-

cida alrededor de construcciones, ctcC...



Es en 1956, con los trabajos de Cooke (2) y Wessels
y Van der Veen (3), cuando se inicia el estudio de la pro-
piedad méds importante del monuréh, su accion inhibidora sobre
la reaccidn de Hill en la fotosintesis. Esta propiedad ha
sido utilizada por los bioquimicos, para estudiar los aspec-
tos fundamentales del mecanismo de la transferencia de elec-—
trones en la fotosintesis (8). Calvin que obtuvo el Premio
Nobel en 1961 por sus trabajos sobre fotosintesis, utilizo
en sus investigaciones el monuréh, (63) consiguiendose gra-

cias a ello, una informacion basica adicional muy valiosa.

Con la sintesis de nuevos derivados de la urea, de
formula mas compleja, el monuron ha ido perdiendo algo de
su importancia como herbicida selectivo pero sigue siendo
muy utilizado en las investigaciones sobre el mecanismo fo-

tosintético.

1.2.2. Compuestos derivados de la fenilurea.

’ 3 )
Los compuestos mas importantes derivados de la fe-
. . . £ . 2 -
nilurea, asi como sus propiedades fisicas principales se de-

tallan en la tabla n? 1.

1.2.3. Descripcion y propiedades del monuron.

El monuron es un compuesto de color blanco, de peso

molecular 198,7, cristaliza de metanol en forma de prismas
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rectangulares muy finos. Su punto de fusidn varia segun los auto-
res, siendo para Bucha y Todd (1) de 170,5 - 171,59C. Su presidn
de vapor es de 5 x 1071 mm de Hg a 259C y de 3,4 x 10 © mm de Hg
a 50@C,

La solubilidad en p.p.m. en distintos disolventes segun la

E.I. Du Pont de Nemours viene expresada en la tabla n? II.

TABLA II. Solubilidad del CMU en diferentes disolventes.

Disolvente Temperatura Solubilidad
(pepem.)

{ Acetona 279C 52,000 R
Benceno 27°C 2.900
Estearato de Butilo 279C 1.500
Aceite de semilla de
algodon 279C 1.100
Aceite diesel n? 3 259C 230
Agua 259C 230

Como se puede observar, el monurdn es poco soluble en di-
solventes polares tales como, acetona y etanol y muy poco en aceie
tes y en agua, en solucidn acuosa da reaccién ligeramente acida,
Dada su pequefia solubilidad en agya, este producto se expende co;
rrientemente en el mercado en forma de polvos mojables, que son
nuy estables en condiciones normales de almacenamiento. Se desoom~
pone por la luz y por el calor a partir de 2002C., No es inflamable
ni corrosivo, lLa Dl50 de este compuesto, para ratas, es de 3,5 g

por Kg de peso vivo (9).



1.2.4. Comportamiento del monurdn en el suelo.
1.2.4.1. Adsorcidn y movimiento.

Se conoce muy poco del mecanismo de adsorcion de
los herbicidas por el suelo. Las caracteristicas de éste,
condicionan no solamente el grado de retencion del herbi-

cida, sino también su posterior transformacién (10)s (11)

y (12).

Al estudiar la distribucion del monurdn en el sue-
lo en funcidén de la dosis de riego, hay que considerar no
solo la emigracion vertical del herbicida sino también la
difusion horizontal (13). La concentracion del herbicida
en la solucion del suelo es inversamente proporcional a
la adsorcion, dependiendo ésta del contenido en particu-

las coloidales y materia organica.

Del grado de adsorcion del herbicida al suelo,
dependera en parte la degradacion (31) y (32) y lixivia~

cidn por el agua de riego (14).

Lambert en 1967 (15), publicd un estudio sobre el
reparto de los herbicidas entre el suelo y el agua, obser—
vando que para compuestos no ionizados y a pH comprendidos
entre 4~8, la particidn estaba intimamente relacionada

con el contenido en materia organica del suelo.

Briggs (16), estudid el coeficiente de particidn

K del herbicida entre el suelo y el agua, encontrando la



relacion lineal x = Kcy, siendos

x = los gramos adsorbidos de monurdn por gramo
de materia organica.
¢ = la concentracion de equilibrio del herbicida

en el suelo.

K = l1la constante de reparto,.

Briggs obtuvo el K para las fenilureas y comprobo
que éste, esta muy relacionado con la estructura del com—

puesto.

Weldon y Timmins (17) estudiaron las pérdidas por
lixiviacion del monurdn y la degradacion segun el grado

de adsorcidn al suelo.

1.2.4.2. Degradacidn.

El estudio de la persistencia de un herbicida en
el suelo es de trascendental importancia para conocer la
acumulacidén futura del producto y el posible dafio sobre
cosechas posteriores. En el caso de una aplicacidn selec~
tiva de monurdn a cultivos resistentes, puede quedar en
el suelo cantidad suficiente como para dafiar a otros cul-

tivos posteriores gque fueran sensibles a estd producto.

Sheet (18), ha publicado una revision bibliografi-
ca de los estudios realizados hasta el afio 1964, sobre la

persistencia del monuron y otros herbicidas derivados de



la urea en el suelo.

Se ha comprobado que en condiciones favorables
para el crecimiento de microorgan{smos, tales como, tem—
peratura elevada, alto tanto por ciento de humedad y un
gran contenido en materia orgénica, se acelera 1la inacti-

vacidn de las fenilureas aplicadas al suelo (19), (20) y

(21).

Se ha podido comprobar gque algunas bacterias ta-
les como Pseudomonas (22), Xanthomonas, Sarcinas y Baci-
1lus (sp) y hongos tales como Penicillium y Aspergillus
(sp.), que son habitantes comunes del suelo, son capaces
de utilizar el monurdn como unica fuente de carbono cuan~
do se cultivan en wn medio sintético, ayudado por algun

factor de crecimiento tal como extracto de levadura.

Se ha estudiado el camino que podria seguir el
monurdén en su degradacion microbiana y parece ser que pri-
. . .
mero se produce una demetilacion; despues, en una segunda
etapa se forma la fenilurea y mas tarde la correspondien—

te p~cloroanilinas (23) y (24).

H CH'3 H H
~ | / | ]
c1-{Q >-N—ﬁ-N\ — C1-{O }-N-ﬁ-n_cn3 —
O CHy 0
H

01-@-}@‘(‘;»1}{2 — c1‘-1m2 +CO, + m{3

0
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Daltor (24) también sugiere que esta p—cloroanili-
na continua degradandose hasta originar amoniaco, didxido
de carbono y halégeno, pero todo esto, e¢s simplemente una
hipdtesis ya que lo tnico que sc ha comprobado es que la
anilina desaparecce répidamente ¥y que ern ciertas ocasiones
se forman azoderivados, como observaron Bartha y Pramer

(25).

Estudiando la fitotoxicidad de los derivados del
monurén, se han. hecho ensayos que indican que el metil de-~
rivado es mencs tdxico que el dimetil derivado y que el
compuesto demetilado y la p-cloroanilina son inactivos
(26). En suelos esterilizados carentes de microorganis—

mos, las pérdidas de monurdn no son importantes.

Aungue se han hecho intensos estudios sobre los
caminos de degradacion y transformacion de las fenilureas,
se conoce muy poco acerca del tipo particular de enzimas
y vias metabolicas que intervienen en la degradacion de

las fenilureas.

La fotolisis do las fenilureas fue estudiada por
Hill y colaboradores (22). Bstos autores hicieron pruebas
exponiendo durantc 43 dias a la luz del sol una solucidn
acuosa de monurdn de 88 p.p.m. y comprobaron que al cabo

de este tiempo el 83% del monurdn se habia descompuesto.
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Hill no aisld ningin producto derivado dec esta

descompesicidn. (27)

De todas las fenilureas comunmente utilizadas co-
mo horbicidas, la que tiene menor cstabilidad ante la luz

es el monuron (28).

AGn no se han hecho estudios sobre la fotodescom—
posicion del monurdn en el campo, pero se sabe que es un
factor importante de degradacidn. El principal camino de
la fotodescomposicion es la demetilacion seguida de sus—
titucion del haldgeno por un grupo hidroxilo y posterior
polimerizacidn (29). Sheet (30), también comprobd que la
actividad del monurdn decrecia cuando sec le exponia a la
luz del soi, no -ariando apenas, si sc le mantenia en la

oscuridad.

La ' pérdida por volatilizacidn de estos herbicidas
cs muy escasa, ya& quc, cs normal cl regar la superficie
después de su aplicacidn, con objeto de que el compuesto
descienda hasta la zona radicular de las plantas. La vo-
latilizacion del monurdn, dada su baja presidn de vapor
(5 x 107 mm Hg), solo tendria alguna importancia en el
caso de que el herbicida permanecciese sobre la superficie
del suelo durante algunos dias o semanas, en rigurosas

condiciones de seguedad y elevada temperatura.
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1.2.4.3. Calculo de la cantidad de monurdn persistente

en ¢l sueclo.

La cinética de la desaparicidn del monurdn en el
suelo no ha sido muy estudiada. Hill (22) ensayando la
degradacion del monurdn obtuvo unas curvas, que fueron
interpretadas por Audus (33), on cllas se observaba una
fase inicial de inducion enzimatica en la cual las bacte-
rias del suelo se¢ adaptan al sustracto extrano al que son
cxpuestas. En esta fase inicial de adaptacidn, influyen
algunos factores fisico-quimicos tales como la insolubi—
lidad del compuesto y establecimiento gradual del equili-
brio del herbicida en la solucion del suelo. Hill indico
que la desaparicion del monurdn en el suelo, seguia una
ecuacion de primer orden, aunquc también se deberia tener
en cuenta la humedad, temperatura, textura del suelo, etec.

P 4 . 2 . . s
que corregirian la expresion inicial.

La descomposicion del herbicida cn el suelo cos
proporcional a la cantidad existente sin descomponer. Po-

demos cscribir la ccuaciodn:

o

X
t

= -Kx (1)

1o¥

donde x e¢s la cantidad de herbicida presente en
el suelo en el tiempo t.
K es una constante que depende de lascondiciones

de cada suelo y demas condiciones ambientales.



- 14 -

Kt Sien-

Integrando la ccuacion (1) queda x=X,- ¢
do x, la cantidad de herbicida cn el suelo en el instante
inicial. Cuandc un herbicida se aplica en aios sucesivos
al suclo cs de csporar que sec vaya acumulando en este y

es muy intercsante poder calcular la cantidad de residuo

gue qucda cn el suelo al cabo de n anos.

Si se llama x a la fraccion que gueda en el suelo
al principio de cada afio y antecs de una nueva aplicacidn,

P a la dosis de gplicacidn anual y R ¢l residuo final.

Al cabo del primer afio el recsiduo seras
R=Px
Despucs del scgundo afio el residuo seras
Ry = (P+Px) x=Px+Px
y al cabo dc n aiios:
R, =Px+Pxl4+....+Px0 610
quc c¢s lo mismo.

R, _ Px (1 -x")
(1-x)

1.2.4.4. Efccto sobrc los microorganismos del suelo.

Las fenilureas sustituidas tienen un efecto muy
pequefio sobre el numerc total de microorganismos del suc—
lo. Quastel y Sholeficld (34) afirman, que el monurodn
inhibe selectivamente cl proceso de la nitrificacidn, pc-

ro Hale y colaboradores (35) no han podido confirmarlo.



Raud (36) ha demostrado gue el monurdn a concentra—
cioncs muy bajas, (1 p.p.m.j, es toxico para el alga del
suelo Stichococous bacillus y deduce que este herbicida
tienc gran influencia sobre la relacidn carbono/nitrogeno

en ¢l suclo,
1.2.5. Actuacion en plantas.

El efecto del CMU sobre las plantas depcende de muchos
factores, siendo los mas importantes: la epoca y dosis de apli-
cacion, cl cstado de desarrollo de la planta, la disponibili-
dad de nutricntes mineralces en el suelo y la especie o varie-

dad vegetal de que se trate.
T1.2.5.1. Absorcidn radicular.

El ostudio de la absorcidon radicular de los herbi-
cidas selectivos, tiecne una gran importancia por ser el
modo mas gencral de penetracidn de cstos compuestos en el
interior de la planta. Incluso en aplicaciones de postemer—

. . 2 . . s
gencia, en que la absorcion es principalmente por via fo-
liar, la porcién de herbicida que caec al suelo es también

absorbida radicularmnente.

La absorcion radicular de los herbicidas, se efec—
tua en general de manera anéloga a la absorcidén de subs—
tancias minerales (37). El esquema de absorcidn propuesto
por Crafts y Broyer (38) en 1938 sigue teniendo vigencia,

en lineas gencrales. aunque completado posteriormente con
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la nocidn dc espacio extorno y espacio interno después de
los trabajos de Epstein, Fried y otros, (39), (40), (41)

y (42).

En ¢l procesc dc 1la abscreidn radicular, se pueden
obscrvar dos mccanismos de distinta naturaleza y que jun-
tos colaboran en la entrada de las substancias disueltas
en c¢l interior de las ccélulasg radiculares. Estos dos meca-
nismos pueden considerarse, uno dc naturaleza fisico—qui—
mica y el otro dc naturaleza motabolica. En un principio,
los iones penetran en la raiz pasivamente por difusidn y
pasan a ocupar el llamado "espacio libre aparente". Este
proceso es reversible y la dircccidén de entrada o salida

vienc determinada por el gradiente de concentraciones.

En una scgunda ctapa (que en realidad ocurre si-
nultancamente a la anterior), 1los ioncs son llevados al
interior de la célula, donde pueden llegar a alcanzar una
concentracion nuy superior a la cxterior. Este proceso,
en contra del gradiente de concentracidn, se realiza me-
diante un consumo dc encrgia, quec es suministrada por la
raiz y sc conoce con el nombre de transporte activo. En el
transporte activo la substancia sc combina, en la membra-
na, con un compucsto portador activado y unida a €l es
llevada al intorior de la célula. Al romperse la unidn
entre el portador y la substancia, se separan ambos y cl
portador qucda desactivado. La activacidn del portador

. . « 2 ¢ . .
se roaliza mcdiantc la absorcion de cnergia suministrada



-17 -

por el ATP. La sclcctividad de los portadores por las dis-
tintas substancias, hace que la absorcion total no sea
igual para cualquier compucsto, y que incluso, lleguen a
presentarsc casos de competencia y antagonismo. En la fi-

gura n? 1 sc csquenmatiza el procceso.

Para quc sc efcctie el transporte activo es ne-
cosario, como henos mencionado antcriormentce, un aporte
de ATP por la raiz, sicndo la respiracidén la principal
fuente dc suministro. Esto cxplica el que las raices mal
nutridas, o en medios carcntes dc oxigeno, solo puecdan

cfcctuar la absorcidn pasiva.

En la raiz, la absorcidon del herbicida puede
ofectuarse dc fcrma activa en la zona cpidérmica por los
pelos absorbentes y trasladarse de unas celulas a otras
a traves dc los plasmodosmos hasta alcanzar el xilema de
donde se distribuye por cl resto de la planta al cnirar
en el flujo circulatorio. También pucde ponetrar pasiva-
mentc a través dc los espacios intercelulares hasta alcan-
zar la "banda de Caspari" que actua de barrera a la absor-
cidn pasiva. En los cspacios intercelulares existe una
gran supcrficic que facilita el proceso de absorcion.
Estas dos formas de penctracién se esquematizan en la

figura n? 2 (43).

Todos los derivados de la urca utilizados como



S-VAP —— S -VAP

i gt i a1 i1ty

Difusidn 3 | \
s =IZ —— - S
Il ¢
,-X',\n
\,‘1
I3 ‘x: V-p
) N .
B} >

vV~ P VJ

<
%

o> Pared celular &S5 -7

Barrera de difusion

>
—'
o
>
o
v
RSN NN NN NN NN
Medio interno

Medio externo

Membrana

lllll“llllllflll]lllll!T]ITrlillllll!

V: Vector o portador inactivo
V~,P: Vector activo
S: Sustancia (ion o molécula neutra)

FIG. 1.- ESQUEMA DEL PROCESO DE ABSORCION PASIVA Y ACTIVA
EN LA CELULA VEGETAL. EL ESPACIO LIBRE Y LA BARRE-
RA DE DIFUSION TIENEN UNA EXISTENCIA APARENTE MAS
QUE REAL.



A —— Camino directo a través de los plasmodesmos.

B ——— Camino a través del espacio intercelular hasta
la banda de Caspari.
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FIG.2.— ESQUEMA DE LOS POSIBLES CAMINOS DE PENETRACION
DE LAS SUBSTANCIAS NUTRITIVAS A TRAVES DE LA RAIZ.

(ESQUEMA SEGUN P. MARTIN RAY)
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herbicidas, son facilmentc absorbidos por el sistema radi-
cular de las plantas y translocados rapidamente hacia el
tallo y hojas mediantc la corrientce transpiratoria. Fac—
tores que inducen un nivel de transpiracion bajo, tal co-
mo alta presion de vapor en cl medio ambiente exterior y
cierre de cstomas hacen decrccer la cantidad de herbicida

traslocado a los Organos acdrcos (44) y (45).

Cuando los compucstos son aplicados a los hipocOti-
los o zonas inferiores del tallo, so restringe la traslo-
cacidn y ademas Gsta solo se produce cen direccidn apical

(46) y (47).

1.2.5.2. Absorcidn foliar.

Las hojas no son Organos quc ostén preparados pa—
ra ¢l transporte y absorcidn dc substancias extrafias. En
la parte externa sc cncuentra la cuticula que contiene al-
coholos y acidos dc cadena larga polimerizados, con enla-
ces no saturados y grupos carboxilicos terminales que al
disociarse en el agua, originan sobre la superficie cargas
electroncgativas. Esta superficie se¢ puede considerar co-
mo un wmedio de cambio idnico, que atrac las cargas positi-
vas y repecle las negativas. En la cuticula hay ceras, que
ostan formadas por cadcnas cortas de csteres y alcoholes
que carecen de grupos finales reactivos, siendo, algunos

de ellos, compuestos ciclicos. A pesar de que estas ceras
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son bastante inertes, tienen capacidad para disolver com-
puestos lipoideos y por tanto regulan la penetracion de
los herbicidas solubles dentro de la parte viva de la ce-

lula. (48).

A diferencia del 2,4-D (49) que es relativamente
soluble, (6,089 gramos de 2,4~D en 100 gramos de agua),
el monurdn, tiene una solubilidad pequefia en substancias
lipoideas, por lo tanto su absorcion por parte de las ho-

jas esta muy limitada.

Se han hecho algunas experiencias con monurén
marcado con carbono-14, que indican una ligera penetra—
cion foliar. Las autorradiografias de Vicia Faba, trata-
das con monuron marcado rebelan que la absorcion es ra-

pida, pero el transporte cs muy lento.

Cuando las fenilureas se aplican a la superficie
de las hojas. pueden llegar a penetrar a través de la
cuticula y de la epidermis y ésta penetracion se inten-
sifica con la adicidn de agentes surfactantes (50), (51)
vy (52); posteriormente el compuesto alcanza el parénqui-—
ma mesofilico asimilador y mas tarde incluso llega a
las nerviaciones. No obstante parece ser que muy poca
cantidad penetra en la corriente del floema y no se ha
observado traslocacidn al tallo, flores u hojas vecinas
a las tratadas. La sugerencia de que ciertos agentes
surfactantes pueden inducir el movimiento de las fenil-
ureas sustituidas en la corriente del floemay no ha sido

claramente establecida (53).
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142.5.3. Fotosintesis.
1.2.5.3.1. Concepto de la funcidn fotosintética.

El proccso global de la fotosintesis puede es-

quematizarse en la ecuacion empirica siguiente,
COp + Hy0 4 Luz —» (CH2O) + 0,
AG? = 115 Kcal

La reaccidn es fuertemente endergdnica y se
produce gracias a la encrgia luminosa absorbida por
el aparato fotosintdético que se encuentra localizado
en los cloroplastos de los vegetales autotrofos (foto-
litotrofos). Dentro de los cloroplastos, los pigmen—
tos asimiladores constituyen ap-oximadamente el 10%
del peso seco y estan formados principalmente por clo—
rofilas y carotenoides. En las plantas superiores, 1la
fotosintesis se realiza mecdiante la absorciodn de la
luz por la clorofila aj los restantes pigmentos tienen
una misidn accesoria que todavia no ha sido esclare-

cida totalmente.

La primera parte de la fotosintesis transcu—
rro en presencia de la luz. En ella la energia lumino-
sa es captada por la clorofila y utilizada para for-
mar ATP y substancias de un fuerte potencial reductor,

tal como el NADPH,, obtenido gracias a la reduccion
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dcl NADP con electrones arrancados a la molécula de
H,0 y liberando oxigeno molecular segun la ecuacidn

global:
cloroplastos

ADP 4 Pi + NADP + Hy0~—— Luz—> ATP + NADPH2 + ﬁOQ

PPNR

En una etapa posterior el ATP y el NADPH2 for-
mados en la fase luminosa son utilizados para reducir
el CO2 y asimilarlo en forma de carbohidratos segun

la ecuacidon globals

3 CO, + 9 ATP + 6 NADPH, + 5 H,0 — C4Hg0, - (PO3H2) +
(Gliceraldehido~3~fosfato)

+ 9 ADP + 6 NADP + 8 PD4H,

La capacidad reductora de los cloroplastos en
presencia de la luz fué comprobada experimentalmente
por Hill en 1937, al demostrar que iluminando cloro-
plastos aislados se catalizaba la reduccién de un oxi-
dante con desprendimicnto de oxigeno. Esta reaccidn

Se conoce con el nombre de reaccion de Hills
H,0 + Ox + cloroplastos + luz=»OxHp + 40,

Como oxidante (0x), se puede utilizar subs-
tancias coloreadas tales como iones férrico, benzoqui-
nona o el 2-6, diclorofenocl inéofenol (DPIP) que es

azul en estado oxidado y sc¢ decolora al rcducirse.
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En la fotosintesis, la reduccion del NADP a
partir de los electrones arrancados al agua, se reali-
za a través de una serie de transportadores red~ox,
que van tomando y cediendo los electrones y quedando

en forma reducida y oxidada alternativamente.

Sabemos que cada sistema red-ox . tiene un
potencial de oxido-reduccion y siempre podra reducir
a otro sistema que tenga un potencial mayor sin nece-
sidad de aporte de cnecrgia. Si el sistema oxidante
tienc un potencial menor que el reductor, sera nece-

sario un aporte cxterior de energia.

El potencial red-ox : del sistema Hy0/0, os
de + 0,8 voltios y el de COz/hex0sa es de - 0,4 vol-
tios; por tanto para que pueda cfectuarse la reduccidn
del 002 a partir del H,0, cs necesario suministrar a
cada elecctron que intervenga, una encrgia de 0,8 +
L+ 0,4 = 1,2 clectrdn — voltios, cquivalente a 112 Keal

por cada mol de 002 que se reduzca a hexosa.

La absorcion de osta encrgia se realiza por
dos fotosistemas distintos, que contienen principalmen—

te clorofila a, y estan localizados en el cloroplasto.

El esquema de la reaccidn luminosa puede verse
en la figura n® 3. La clorofila a del fotosistema I
en su forma excitada, actia, como un reductor muy ener-

gico y cede un electron a un aceptor % de naturaleza
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desconocida, aunque de existencia real (ultimamente se
ha descubierto que Z en lugar de ser un solo aceptor
son varios, aungue no se conoce su naturaleza) (54).

La reduccion del NADP a partir de Z se rcaliza de forma
cxergonica a traves de la Ferredoxina, proteina que
contiene hierro no porfirinico y posiblemente a través

del sistoma FAD/FADH.

El deficit de elecctrones que se produce en la
clerofila ay, es recpuesto por el fotosistema II; en el
cual, la clorofila ayy cxcitada por la luz, cs capaz

de transferir un clectrén desde un compucsto Y no iden-—
tificado a la plastoquinona. E1 compuesto Y es un oxi-

dantc tan enérgico que arranca electrones a la molécula

de agua.

La plastoquinona, cuyo potencial red - ox es
cero aproximadancnte, reponc exergonicamente los electro-
nos perdidos por la clorofila ar del fotosistema I, a
través de una seric de transportadores entre los que
figuran el citooromo by, el citocromo f y la plasto-
cianina. En el transporte de los elcctroncs a través
de los citocromos, la difercncia de potencial, de O
a 0,4 voltios, cs suficiontcmente clevada para formar
ATP a partir de ADP y fdsforo inorganico. De esta ma-
nera, la encrgia luminosa sc acumula cn forma dc cncr-

¢ . s g3
gia quimica para ser utilizada cn cl cstroma en la
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sintcsis de hidratos de carbono, ¢ incluso fuera del
plasto. Cuando la clorofila ap cxcitada no encucntra
un accptor adccuado, pucde ccder un cleetrdn otra vez
a la plastocianina y cn cstc salto se puede formar

también ATP (fotofosforilacion ciclica).

1.2.5.3+2. Inhibicidén d¢ la reaccidn de Hill por las

fenilurcase.

Como vimos antcriormcnte, una vez descubicrta
la actividad herbicida del monurdn, se doscubrid su

actuacion sobrc la rcaccidn de Hill (3).

Las fonilurcas sustituidas pucden ser inclui-
das on un grupo mas amplio de formula:

HO

X
RyN-G-F,

Los compucstos que rcsponden a csta formula

son amidas cuya complcejidad depende de los radicales
R1 y R2.

Sc¢ ha estudiado ¢l efceto de difercntes com-
puestos derivados de las distintas amidas con relacidm
a la inhibicion de la fotosintcsis. La inhibicidn 1lle-
ga a scr maxima dentro de cstos compucstos, cuando R1
es un anillo aromatico y R2 es un radical alquil-ami-
no. Si adcmas cstas fenilurcas contiencn un haldgeno

en posicion mcta o para cn el anillo aromatico, se
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cleva el grado dc inhibicidén en comparacion con los

compucstos no sustituidog.

Segun Wessels y Van dor Veen (3), la eficacia
inhibidora de estos compucstos crcce on el casc dc que
el sustituyente del radical fcnilo sea un cloro, bromo
6 triflucrometano, pudiendosc establecer un orden de-
crcecicntec en cuanto a poder inhibitorio se rofiere:

Cl = Br = F3;> CH32>11:>00H3;>N'v(CH3)2T>1ﬂmOCH3

Parcce ser, que para que un compuesto tenga
la propicdad de ser inhibidor do la roaccidén de Hill,
debe rounir una serie de propicdades entre las gque
se debe considerar: el balance hidrdofilo/lipofilo,
una rclacion estérica dcterminada, resonancia espe~
cifica, tautcierizacidén ceto-endlica y relacion
cis~trans del hidrdgeno amidico y del oxigeno carbo-
nilico. También es importante, cl poseer grupos subs-
tituyentes con una carga critica determinada, y ade-
mas quc cstos grupos participen en interacciones mo-
leculares con los ccntros activos donde cl compuesto
va a cjercoer su cfccto inhibidor (55) y (56). Por
otra partc cstas substancias ticnen un atomo de hi-
drdgeno, cl del grupo imino, que posiblemente sea el
rcsponsable de la unidn de estos inhibidores a los
centros activos de los Organos fotosintéticos por me-

dio de enlaces de hidrdgeno (57).
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En resumen los inhibidores deben tener propie-
dades quc les permitan llcogar hasta los centros acti-
vos, donde, complctando la configuracion molecular de
Gstos, blogucan alguna rcaccion que impida el normal

désarrollo del proceso fotosintctico.

Para poder comparar la accidn inhibidora de
estos compucstos, se ecxprcsa su actividad sobre la
roaccién de Hill por medio del PIgp, término conven-
cional, quc indica la ccncentracion molar del herbici-
da en cl sistema heterogenco del jugo delular, que re-—
duce la actividad fotosintdtica al 50%. De acuerdo con
Good (58), el parametro quc expresa la concentracion
de CMU cn el sistema heterogeneo, no ticne gran signi-
ficacidén si no se conocc la distribucion del herbicida
entre el citoplasma y los cloroplastos, o 10 que es 1o
mismo, qué cantidad de compucsto ¢s la que interaccio-

na dircctamente con los cloroplastos.

Good ¢ Izawa cstudian con detalle la absorciodn
del herbicida y la cinctica de inhibicidn, observando
un proceso inicial de absorcidn irreversible sin rela-—
cidn aparente con la actividad inhibidora. También des—
criben el reparto del herbicida entre el citoplasma y
los cloroplastos y relacionan la cantidad fijada en los

cloroplastos con el grado de inhibicidn (59).
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Revisando la bibliografia, se pucde observar
la falta de unanimidad en los valores de la concentra-
cion de herbicida neccsaria para producir el PI5O, as{
como, cn la rclacién  molos de CMU /moléculas de clo—

rofila,

Bishop (1958) (60) y Jagendorf (61), demostra-
ron la inhibicidn dc la fotofosforilacion en cloroplas—
tos que previamentc habian sido tratados con monurdn y
diurdn. Ashton y colaboradores obscrvaron que al apli-
car a las raices de judia una solucion de 10 p.p.m.

de monurdn, se reducia la fijacidn de 14002 en un 6,5%

(62).

Uno de los puntos mas estudiados con el fin de
encontrar el lugar en el que sc produce la actuacion
inhibidora dcl herbiciday, ha sido el transporte de clec—

trones (63).

Se pucde observar en los diferentes autores
que han publicado trabajos sobre cste tema, la coinci-
dencia en afirmary; que este grupo de herbicidas, inhi-
be la fotolisis del agua quc realiza el fotosistema II
impidiendo ¢l transporte de clectroncs consiguicnte y
sin afectar dircctamentc al fotosistema I. Todos los
organos fotosintéticos estudiados reemiten luz después
de ser iluminados y el cspectro de csta luz reemitida
es casi idéntico al espectro de fluorescencia de la

clorofila a (64).
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Sc ha observedo que la reemision dc luz se
anula rapidamcnte debicndosc este hecho a algunos com—
pucstos de vida muy corta (3-15 mseg) rcsponsables de
esta recemisidn. (65) y (66). Es conocido, que la cloro—
fila iluminada sc cxcita y los clcctrones salen fuera,

siendo atrapadecs por los aceptorcs dec clcctrones (67).
En cl tratamiento con CMU, los hueccos dejados por los
elcctroncs no son rapidamente rcllenados ya que este
compucsto y otros herbicidas dcl mismo grupo, blogucan

el suministro de los clcctrones procedentes del OH .

A mayor intensidad luminosa la clorofila picrde
mayor numero de elcctrones con lo que se produce una

oxidacidén quc la desnaturaliza.

Se ha demostrado que cl monurdn cjerce una ac—
tuacion muy cspecifica sobre los compucstos responsa~
blcs de la rcomisidn de la luz en Chlorella, Buglcna y

plantas superiores,

Aunquc el sitio cxacto de 1la inhibicidn del mo-—
nurdén no cs conocido, se sabe que afecta a la libera-
cidén de oxigeno. Sweetser y Todd (68) han observado co-
mo se reduce la produccion de ATP al tratar cloroplas-
tos aislados con monurdn, pero que éste efecto se con—
trarresta si sec aflade ascorbato como fuentc de electro-

nes y fenacina metasulfato.
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El monurdn también inhibe la reduccidn del
DPIP en clorcplastos scmctidos a fuerte iluminacidn
sin embargo, no es afcctada la fotofosforilacidn en
presencia de ascorbato y DPIP (69). Asahi y Jagendorf
cn 1963 (70), obscrvan que el idn N-metilfena_szonium
cataliza la fotofosforilacidn en cloroplastos enveje-
cidos, perc quc al afiadir monurdn en elevada concentra-—

cidén (10™), se inhibe la fotcfosforilacidn.

Duyscen fue cronologicamcnte ¢l primer autor
cn aportar pruecbas a favor del modelo dc dos sistemas
fotoquimicos de actuacidn simultanea, al encontrar
que el citocromo ¢ sc reducc por la luz de longitud
de onda mas corta absorbida por el fotosistema II y
sc oxida por la luz dc longitud dc onda mas larga ab-
sorbida por el fotcsistema I. Esto demostraba que el
citocromo ¢ se¢ cncucntra cntre los dos fotosistemas.
Otros investigadorcs demostraban c¢l mismo proceso con
el citocromo b. Duyscn intufa que cl monurdn cvita la
reduceidn del fotosistema I por un reductor "Q" pre-
viamente reducido por el fotosistcma II dc acuerdo

con la idea de Lavorel (71), (72) y (73).

¥

Gingras y Lcmasson comprucban este hecho mi-
dicndo el O2 liberado y mencionan a un compuesto E
guc sc cncucntra entre los dos sistemas fotogquimicos y

que es oxidado por el fotosistema I y reducido por el
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fotosistema II. El monurdn, segin interpretaban los au-
tores, actua como si suprimiera un cierto nimero de mo-
leculas de E y esto podria ocurrir por dos caminos:

a) formacidn de un compuesto inactivo entre el B y el
mornurons b) desplazando el equilibrio red-oxde E de ma-
nera que impida la oxidacion de este compuesto por el
fotosistema I. En resumen Gingras y Lemasson, (74) y (75),
identifican el compuesto E con el Q y el lugar donde
‘inhibe el monurdn también coinciden con el propuesto

por Duysen.

Sweetser (76), Homann y Gaffron (77), han obser-
vado gue el FMN, contrarresta los efectos inhibidores
del monurdn y que este, forma un complejo con FMN en
presencia de la luz. Este dato, sugiere la posible im-
plicacion en la liberacidn del oxigeno de una substancia
que contenga flavina la cual sera afectada por los her-
bicidas derivados de la urea. En resumen el monurdn in-
hibe la fotolisis del agua, y como consecuencia no se
puede efectuar la reduccidén del NADP que reduciria al

€O, en el proceso fotosintético normal.

1.2.5.4. Efecto sobre el desarrollo y transpiracion.

Bl monurdn no parece actuar sobre el poder germi-
nativo de las semillas. McCall (7) afirma que este herbi-
cida no tiene ningin efecto sobre esta funcidn aun a dosis

elevadas de aplicacion. Solyanova (78) con otros métodos
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de estudios, llegd también a las mismas conclusiones para
dosis de 1,5 Kg/Ha. El monurdn afecta a las plantas inme—
diatamente dcspués de la nascencia, dependiendo la rapidez
de su efecto, de 1a cantidad de sustancia de reserva en la
semilla tratada y de la capacidad de la especie para ex-

tender sus raices en profundidad por debajo de la capa de

suelo tratado.

Se ha comprobado que las fenilureas substituidas,
ejercen una gran influencia sobre los apices vegetativos.
Cristoph y Fisk (79), han observado que el monurdon produ—
ce aberraciones cromosomicas e inhibe la division mitética,
siendo esta inhibicidn mas intensa en el apice del tallo

que en los meristemos radiculares.

Siendo los estomas la via principal de perdida de
agua por las plantas, es importante estudiar la influencia
del monurdn sobre la apertura estomatica controlada por la
turgencia de las células oclusivas. Minshall (80), midiod
el agua perdida por las hojas de judias, cuyos peciolos
habian estado en una solucidn acuosa de monurdn y observd
que para 15 mg de monurdn por gramo de hoja fresca, se redu—
cia la transpiracion en un 50% con respecto a las hojas con-
troles. Concentraciones internas de 1-2 mg de monuron por
gramo de hoja fresca, aumentaban las pérdidas de agua. Mins—
hall no pudo explicar bien este fengmeno, atribuyendolo a

una influencia directa sobre la apertura de los estomas
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mas que el efecto del monurdn sobre la fotolisis del agua.

A pesar de lo anterior, no parece probable que estos
herbicidas afecten al crecimiento de las plantas por su po-
sible influencia en el mecanismo de la transPiracién. (81)
y (82). Como consecuencia de la actuacion del monurdn so-
bre las plantas, se observan anomalias en las hojas debi-
do a influencias sobre el tejido en empalizada. Como pri-
mer sintoma aparece una clorosis progresiva, seguida de un
retraso en el desarrollo, que conduce a la muerte de la

planta en el caso de que la dosis empleada sea letal.

1.2.5.5. Metabolizacion del monurdén por las plantas.

El monurdn absorbido por las plantas. sufre una
descomposicion al actuar sobre 61 los sistemas enzimaticos
de aquella. Normalmente las plantas no tienen desarrolla-
das las enzimas necesarias para actuar inmediatamente so-
bre sustancias extrafias y se requiere un periodo de induc-
cidén, hasta gue puedan empezar a metabolizarlas. De la ca-
pacidad de induccidn enzimatica para la detoxificacion,
va a depender en gran parte la selectividad del herbicida.
BEsta induccidon depende de las caracteristicas y propie-
dades fisicas y quimicas del compuesto, asi como, de 1la

especie de planta tratada.

Fang (83) y FPreed (84) han observado la formaciodn

de un complejo monurdn-proteina de bajo peso molecular.
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Sweetser (76)? ha aislado un complejo monuron—-FMN en culti-
vos de Chlorella tratadas con monuron. Estos complejos inac—
tivan al monurdn de su accion herbicida, sin embargo, estc
tipo de detoxificacion cen plantas no ha sido perfectamente

comprobado.

Sc han observado en plantas desarrolladas en solu-
cion nutritiva con monurdn incorporado, los mismcs metaboli-
tos que se habian aislado en los cultivos de microorganis—
mos, es decir compuestos demetilados, anilina, etc. (26).
El camino de la demetilacidn y posterior hidrolisis, es un
mecanismo gencral de degradacion para las fenilureas substi-
tuidas segun sc ha podido comprobar en diferentes drganos
de diversas especies (85) y (86). Bs de observar, que las
anilinas procedentes de la hidrdlisis de los compuestos
demetilados son escasamcnte dectectadas en las plantas,
sicndo debido a la rapidez de transformacion de aguellas

una vez formadas.

Los diferentes niveles de degradacion del monurodn
dentro de las distintas plantas hace que la susceptibilidad
de ¢stas por el monurdn sea variables asi, en el algodon,
planta bastante resistente al monurdn, la degradacion de
éste es muy rapida, mientras que en judia y trigo plantas
muy sensibles, la degradacidn transcurre lentamente (87).
En la tabla III se indican los metabolitos procedentes
de la degradecion del monurdn detectados en diversas plan-

tas por algunos autores, sogﬁn el modo de aplicacidn y el
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tiempo dec exposicion. (88) y (89).

TABLA III. Proporcion rclativa de metabolitos detec—
tados en diferentes especies vegstales,

procedentes dec la degradacion del monu—

rén-14¢.
Especie de Modo de Tiempo de Metabolitos
planta tratada| aplicacidn| tratamiento | detectados
Algodon Solucion 5 dias U,M,D A
Soja nutritiva U M,D,(4)
Algodon Discos de U M,D A
Platano hojas incu- U,M,D A
8 horas
Soja bados con UM D A
Trigo solucion U M D,(A)
de monurdney

~ > O =2 g

”»
monuron

compuesto monometilado

conpuesto demetilado

p—-cloroanilina

compuesto no detectado.




2. TECNICAS GENERALES UTILIZADAS



- 35 —-

2. TECNICAS GENERALES UTILIZADAS
2.1. Contaje de carbono~i4 en centelleo 1iquido

2e1¢1. Equipos utilizados.

La medida de la actividad del carbono-14 (emisorip
Aébil de 0,156 Mev de energia maxima), se efectud utilizando
la técnica de centelleo liguido (90) y (91). Se ha empleado un
espectrometro automatico Intortechnigue mddelo "SL 30" para
medida de los extractos radiactivos y un espectrometro manual
Packard modelo "314 E", para las medidas de material vegetal

en suspension.

La eficacia o rendimicnto de contaje se determind
por medio de la cstandarizacidn externa para las medidas de
extractos y mediante estandarizacion interna para las medi-

das d¢ material en suspensién.
2.1.2. Soluciones centclleadoras empleadas.

Se utilizaron dos tipos dc soluciones centelleadoras,
(solucidn A y solucidon B). La solucion A se empled para medir
muestras no acuosas y la solucidn B cuando el extracto conte-

nia agua.

. . 7 .
La composicion d¢ cada una dc estas soluciones se

detalla en la tabla n? IV.
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TABLA IV. Composicidn de las soluciones centelleadoras.

Comnonentes Solucion A Solucion B

¥

Centelleador primario  (2,5-
-difeniloxazol) (PPO) 5 gre. 2,4 gr.

Centelleador secundario (2-p-
—~fenilembis(5~feniloxazol)

(popoP) |- 254 gr. | 0,009 gr.
Disolvente (Tolueno) 1000 ml. 600 ml.
Etanol - 378 ml.

La solucién B permite una dilucién de 200£ de solu-
cidn acuosa en un volumen de 15 ml. de solucidn centelleadora.
Tambien suele emplearse para medidas de muestras acuosas, mez-—
clas de tolueno y otres disolventes que aumenten la polaridad
de aquella., Los disolventes mas usuales aparte del etanol
son: metanol, 1-4 dioxano y 2, etoxietanol; cada uno permite
hacer mezclas de miscibilidad difersnte con el agua (92). Se
efectuaron pruebas con estas mezclas y se tomd la solucion B

como la mas conveniente.

2.1+3. Medida de la actividad de los extractos radiactivos.

2.1.3.1. Preparacion de la muestra.

Los extractos del monuron-2-C-14 de los suelos se

. 3 » . 3
efectuaron mediante eluccion en columna utilizando etanol
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como eluyente y tomando 2 ml. del total eluido que se
transfieren a un vial que contenia 15 ml. de la solucion
centelleadora A. La preparaciénvdel material vegetal se
efectud de la manera siguiente: cada oOrgano escindido des-—
pués de pesado se macer0d en un homogenizador conico de
vidrio Pyrex (Pobel Ref. 570/1), con 3 ml. de etanol. La
suspension alcoholica obtenida, se filtro a través de pa-
pel Watman n? 1 y del filtrado se tomaron 10 lambdas que
se depositaron en un vial que contenia 15 ml. de la solu~

cion centelleadora A,

2.1.3.2. Curva de calibrado del grado de extincion obteni-

da por medio de estandarizacion externa.

Para determinar el grado de extincidn ("quenching®),
producido por el etanol y los pigmentos vegetales, se uti-
1iz0 la técnica de estandarizacidn externa por medio de
una fuente de 137Cs contenida en el espectrometro y que
mediante un mecanismo automatico, puede colocarse en una
posicidn tal que sus radiaciones interacionen con la so—
lucion centelleadora, liberandose elcctrones Compton ana-
logos a particulas B pero de difcrente espectro energéti~
co., Conocida prcviamente la medida de estos electrones
en unas condiciones cestandard del centelleador sin subs-—
tancias que produzcan 'quenching", se¢ puede determinar el
grado de extincidn teniendo en cuenta la atenuacidn de la

energia de estos clectrones liberados por efecto Compton,
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ya que estos se consideran constantes para un mismo volu-
men de disolvente y la misma fuentec colocada en identicas
condiciones. Previamente se debe efcotuar una Turva de

calibradc con una seric dc patrones con "quenching" cre-

ciente y la misma actividad de 140.

El espectro de emisién de las particulas p del
carbono-14 y el de los electrones Compton estén lo suficien-
temente separados como para poder discriminarlos perfecta-—

mente con un minimo de solapamiento (Figura 4).

La tcécnica operativa es la siguiente: una vez pre-
parado el vial que contiene la muestra, se ponen las con-
diciones prefijadas por la casa que ha calibrado el apa-—
rato para medidag de 14C ¥y se cuenta la mezcla durante un
determinado tiempo con la "ventana" A-B, (via discrimina-
dora del carbono-14). A continuacion y sin retirar el vial,
se acerca la fuente de 137Cs que se ha mantenido aisla-
da del sistema y seguidamente sc mide en las dos vias se-
fialadas como C-D y D-E que corresponden a dos porciones
caracteristicas del espectro dc emision de los electrones
Compton. Seguidamente se retira la fuente de 137¢s y sin
sacar ¢l vial se¢ cuenta la actividad del 140 en las mis~
mas vias C-D y D-E. La actividad detectada corresponderia
a la parte de radiacidn B procedente del 140 que se habria
solapado en la anterior medida con la de los clectrones
Compton. Por tanto, estas medidas habria que restarlas de

las anteriores para determinar las cuentas recales producidas
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por la fuente de 13705 al interaccionar con la solucidn
centelleadora. Las vias C-D y D-E estan determinadas para
que el cociente de las cuentas obtenidas en el primero di-
vididas por las del scgundo, (descontando en ambos las cuen—

tas debidas al 14

C en estas condiciones), nos indique el
grado de atenuacion relacionado con el "quenching" de 1la

muestra.

La curva de calibrado para determinar el rendimien-—
to del contaje se realizd mediantec una serie de patroncs
de la casa Amersham conteniendo todos una actividad de
194.000 d.p.m. y con "quenching" crecicnte. El rendimiento
de contaje disminuyc en la via del carbono A-B 1o mismo que
el cociente (Q) cntre la via C-D y D-E para los diferentes

patrones estandamls a medida que aumenta la extincion.

Los resultados expcerimentales obtenidos al expre-—
sar el rendimiento de contajc R (en %) en funcidén del va-—
lor Q sc detallan en la primera y segunda columna de la

tabla n? V y se representan en la figura n? 5.
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TABLA V. Valorcs cxperimentales y telricos del ren—
dimiento de contaje R (expresado en %),
en funcidn del “"quenching" (expresado por

medio del cociente Q).

Q R; exp. R, tedrica
1,07 0,362 0,362
1,64 0,566 0,571
2,12 0,657 0,652
2,81 0,750 0,742
3,22 0,794 0,787
3?70 0,831 ; 0,835
4,82 | 0,900 0,901
5450 0,976 0,987

»
Observando los pares de valores muestrales despues

de haccer una traslacion de ejes por el cambio de variables:

O
l

j=o]
]

r; + 0,362

pucde suponerse que cumplen una ecuacion exponencial del
tipos
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Tomando logaritmos en la ccuacidn (1} resultara:
lgry = 1gK + ylggy

Ajustando por el método do los minimos cuadrados quedaras
lgr; = 0,5344 1lga; -0,5491 (2}

Deshacicendo ¢l cambio dc variables anteriormente efectuado

tendremoss

1g(R - 0,362) = 0,5344 + 1g(Q - 1,07) ~ 0,5491

Haciendo operaciones resultara la forma exponencial si~

guientes
R = 0,2824 (Q - 1,07)%22344 4 0,362

2
La bondad del ajuste, mediante la 3{ de Pearson

es superior al 99% para un nivel de significacion del 5%.

En la tabla V se¢ expresa la relacidn entre los
valores de R en funcion de Q obtenidos experimentalmente,
asi como, los valores tedricos de R para cl ajuste efec-

tuado.

2.1+4. MNedida de la actividad de las muestras en suspension.

Cuando la muestra a contar era de material solido,
las medidas sc efcctuaron por medio de la téonica de suspen—

sidn, para lo cual se utiliz0 un espectrometro manual Packard
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modelo 314 E.

2.1.4.1. Doterminacidn de las condiciones Optimas de con—

taje y de la cficacia en funcidn de la actividad.

Para determinar las condiciones Optimas de trabajo,
se puso la ganancia maxima, se escogio una ventana fija
entre 10-50, (posicioncs de los diales de discriminaciodn
de los analizadores superior ¢ inferior), para la cual se
obtuvo la cifra de mérito maxima entendiendose por tal la

.,
expresions

(¢c.p.m. corregidas por fondo)2

fondo

En estas condicioncs se realizaron las medidas de
un patrén de 14¢ disuclto en 15 ml. de solucidn contellea-
dora A y 2 ml de etanol, variando el voltaje de excitacidn
del fototubo. En los resultados obtenidos, representados en
la figura 6, se observa que el maximo de eficacia se consi-

gue para un voltaje de 950 voltios.

La presencia del etanol origina una atenuacion de
la encrgia en un 16%. Si cl vial no contuviera alcohol, el
voltaje Optimo de excitacidon del fototubo serfa de 880,5
voltios como se observa cen la figuraAé anteriormente men-

cionada.
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FIG.6.—CURVA DE CALIBRADO DEL ESPECTROMETRO PACKARD 314 E PARA
DETERMINAR EL VOLTAJE DE TRABAJO CON UNA ANCHURA DE VEN-
TANA DE (10-50) Y UNA GANANCIA MAXIMA.
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Para calcular la eficacia de contaje de diferentes
actividadcs se rcealizd una curva de calibrado que viene re-
presentada en la figura 7. En clla, se observa una disminu~-
cion de la cficicncia a medida que aumenta la actividad,
siendo csto dcbido, a la saturacion del fototubo y al poder
de rcspucsta de la cscala que es incapaz de reaccionar a

la misma velocidad que le llegan los impulsos.

2.1.4.2. Prcparacion de la mucstra.

Para determinar la actividad del monuron-2-C-14
contenida en el material vegetal seco, se procedio de la
siguionte manera: se pes6 una cantidad de muestra inferior
a 30 mgr y se introdujo en el vial de contaje donde fué
finamente pulverizada. A continuacion se le afiadieron 2 ml.
de etanol con objeto de lixiviar los compuestos solubles
y se mantuvo cn agitacidn durante un periodo de dos horas.
Scguidamentc se anade 10 ml. de "Cab-0-Sil", que es gel
de silice tixotrdpica finamcnte pulverizada y de clevada
superficie especifica (93). Bl objeto de la adicidn de .os-
te producto, es mantener la muestra pulverizada en suspen—
sion, con el fin de que la geometria dc contaje sea 4m y
se aumentc la cficacia de €ste. A continuacidn se aflade
15 ml. de solucion centelleadora A y se agita el vial con
objeto de que gquede homogencamente distribuida la muestra.
En cstas condicioncs las particulas sdlidas quedan en sus-

pension durante largo tiempo.
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Para efeotuar cstas medidas sc prefirio el espec-
trometro manual al automatico con objeto dc poder agitar

el vial inmediatamentc antes dc cfectuar el contaje.

Las muestras asi preparadas ticnen un alto grado
dc cxtincibn. Para detcrminar la cficacia del contaje se
utilizo la téenica del patron interno, mediante adicion de
0,05 pCi de Hexadecano-14C a cada vial despuds del contaje
inicial y obscrvando el incremento de cuentas que corres—

ponde a csta actividad. (94)

Las medidas dc los puntos activos de los cromato-
gramas ofectuadas c¢n capa fina despucs de separarlos median—
tc la técnica del raspado sé rcalizd también por este méto—
do. Las pérdidas por autoabsorcion debido a la gel do sili-
ce con respecto a las mcdidas efcoctuadas sin esta gon de

un 10% aproximadementc.
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2.2. AUTORRADIOGRAFIA.

La propiedad de las radiaciones ionizantes de reducir
los haluros de platas contenidos en la emulsion fotografica, se
utilizd para la dcteccion de la localizacidn de los atomos ra~
diactivos en las plantas tratadas con CMU;2—14C, asi como, para
el revelado de los radiocromatogramas correspondientes a extrac—

tos de suelos y plantas.

Se emplearon dos técnicas principalmente: la de macro-
autorradiografia para plantas completas y cromatogramas, utilizan-—
do placas radiograficas y la de microautorradiografia para seccio-
nes histologicas de tejidos vegetales, en la que se empleé emul-

sion sensible 1liquida.

2.2.1. Técnica macroautorradiografica para plantas.

Para estudiar la cinética de la absorcion radicular
y foliar del CMU;2—14C, se efectuaron autorradiografias de
las plantas tratadas, durante diferentes periodos de tiempo.
Las plantas se preparan por el procedimiento de congelacién—

—desecacion (95) y (96), que se detalla a continuacidn.

Después del tratamiento con CMU;2—14C, las plantas
se extienden sobre papel de filtro que se cambia 2 o 3 ve-
ces, con objeto de evitar contaminaciones en el manejo poste~
rior de aquellas y no debiendo durar esta operacion mas de
10 minutos. A continuacion se colocan sobre papel de aluminio

y se espolvorea sobre ellas nieve carbdnica. También se pone



nieve carbonica en dos recipientes estancos, con una sola sa-
lida conjunta para el CO,, destinados a mantener la baja tam-—
peratura en el material vegetal durante la deshidratacion.
Seguidamente se colocan los recipientes anteriores y las plan-
tas congeladas en el tanque de acero cilindrico que se repre-
senta en la figura 8, especialmente disefiado al efecto. Este
tanque tiene dos orificios en la parte superior: uno que se
conecta con cl de salida del CO2 que se produce en los reci-
pientes estancos y comunica directamente con la atmosfera y el
otro que estad unido con la bomba de vacio a través de dos
"t{raps" que retienen el vapor de agua extraido., Los dos "traps"
estan colocados en paralelo con objeto de que funcionen alter-
nativamente y mientras uno actua, se pueda proceder a la lim-
pieza y eliminacion del agua recogida en el otro, sin perder
el vacio en la instalacidn. El vacio debe ser inferior a 2

mm. y las plantas deben mantenerse en cstas condiciones al
menos 24 horas. Al término de este periodo, las plantas com—
pletamentc sdcas, se colocan sobre peliculas Kodak Royal Blue
24 x 30 y se dejan un tiempo de exposicion variable segin la
actividad contenida, (15 - 25 dias), antes de proceder a su

revelado que se efectua mediante las técnicas usuales.

2.2.2. Microautorradiografia en cortes histologicos.

Para determinar la localizacion del producto marcado
a nivel histoldgico, se utilizo el método microautorradiogra—

fico denominado "dippimg".



Fig. 8.- Sistema para obtener plantas deshi-
dratadas por el procedimiento con-

gelacion - desecacion.
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Al aplicar una capa de emulsion sensible en intimo
contacto con los cortes histolégicos que contienen atomes ra-
diactivos, se producc una reduccion de los haluros de plata
de la cmulsion, en los puntos de ésta superpuestos con los a-
tomos radiactivos decl cortec. Al rcvelar el autorradiograma y
observar al microscopio las preparaciones, se visualizara la
localizacidn de la molécula marcada en el tejido vegetal, ya
que los puntos ennegrecidos de la cmulsion se superponen con

los puntos radiactivos del tejido que los ha producido.

Debido a la débil energia y corto alcanse de las ra—
14

diaciones del ' 'C, los cortes histologicos, han de ser lo mas
finos posible y tanto la emulsion como su forma de aplicaciodn
han de reunir unas caracteristicas determinadas. Se ha segui-

do los métodos descritos por Boyd (97) y Rogers (98) para

microautorradiografia.

2.2.2.1. Preparacion del material vegetal.

Debido a que la fijacidén y deshidratacion mediante
reactivos 1iguidos ofrece pocas garantias acerca de la in-
movilidad del producto cn el lugar de localizacion original,
se ha preparado ¢l tejido siguiendo la técnica de fijacion-
-deshidratacidn por congelacion, ya que se elude el proble-
ma del movimiento del producto por arrastrc en los diferen-
tes liguidos y ademas se evita un numero de pasos conside-
rables con respecto al procedimiento clasico. Para la lio—

filizacidn del tejido y posterior inclusion en parafina,



se disefid ¢l aparato representado cn la figura 9y siguicn-
do cl método dc Jensen y Ashton (99), aungue modificado

cn algunos aspoctos.

El tejido fresco se introduce en la cazolets A
donde va a permancoer durante toda la opcracion, unien=-
dose Gsta a todo ¢l montaje mediante un tubo alargadera
B. La fijacidén del tejido se rcaliza a continuacidén intro-
ducicndo la cazolcta cn un Dewar con nitrogeno 1iquido
a =-1959C, donde permancce durantc 5 minutos. E1 enfria=-
miento rapido provoca la formacion de microcristales de
hiclo que no alteran la estructura del tejido siempre que
la tomperatura sca inforior a -~309C. Inmediatamente des-
pués se cambia cl Dcwar con nitrdgeno liguido por otro
que contienc una mezela frigorifica acctona-nieve car-
-bonica dc temperatura -609C y se hace vacio hasta con-
seguir mcnos de 2 mm do Hgy, mantenicondo estas condicio-
nes durantc 24 horas para que ¢l tejido se deshidrate
complectamcnte. Sin romper ¢l vacio, se retira el vaso
Dewar, se dcja que cl tejido adquicra la temperatura
ambicente y sc calicnta la parafina contenida en el ma-
traz C, a la que previamente sc lc ha extraido el aire,
hasta su fusion. Una voz conseguido esto, sc gira ol ma~
traz C 1809 y la parafina cac a la cazoleta, donde se
efcctua la inhibicion del tejido. Se¢ continua hacicndo
vacio durante una media hora, manteniendo la parafina
en el punto dc fusidn y acto scguido se rompe el vacio

ofectuandosc la inclusion definitiva del tejido en pa-
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FIG.9.— ESQUEMA DEL MONTAJE PARA UTILIZAR LA TECNICA
DE CONGELACION — DESECACION — INCLUSION.
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rafina dc 56-589C dc punto de fusion, pudiendose reali-

zar a continuacidn cl cortc con microtomo,

2.2.3. Técnica del "ui-ming".

La téenica de "di:ping" * pucsta a punto por Joftes
y Warren (100), se basa, como sc ha mencionado, en la apli-
cacidén dirccta de una emulsion sensible 1liquida sobrc las
preparacioncs histoldgicas despuds de desparafinadas e hi-
dratadas, mediante la inmersion del porta con la prepara—

cion en la emulsion sensible licuada.

Se ha elegido cste método, descchando el método cla-
gico de "Stripping-film", por las ventajas de operacion
quo reune. Mediante el "di-ping" se favorece el contacto
entre la cmulsidn y la preparacidn, aunquc tkene el incon-
veniente de que no se puedc fontrolar cxactamente el cspe—~
sor de la capa de la emulsidn, ya que la pelicula formada
sc adapta a la superficic rugosa de la preparacidén histold-
gica y se picerde la homogeneidad de la capa. En nuestras
oxperiencias utilizamos la emulsidén Kodak NTB-2 cspecial-

14

mente recomendada para C.

El proccdimiento empleado cs el siguiente:s se pesa
una cantidad determinada de emulsion, (que a temperatura
ambiente os un gel altamente viscoso), on un recipicnte
completamente opaco y se diluyec (1:1) con una solucibn a-
cuosa de glicerina al 2%, Se introduce la emulsidn en la

cubeta de impregnacion y se coloca cn un bafio termostatiza-—
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do a 459C donde¢ permancce durante la operacidn. A esta tem-
peratura la cmulsion sc licua. Los portas se introducen en
la cubeta por inmorsidn rapida y quedan impregnados de la
emulsion. Despuds se los deja escurrir en posicidon vertical
durante 5 minutos y acto scguido se colocan en posicidn ho-
rizontal, dejandoles secar lentamente. Un secado decmasiado
rapido, produce discontinuidadcs en la pelicula y el seca-
do insuficicnte, provoca anormzlidadcs por desplazamiento

.
de la emulsione.

El cspcsor de la pclicula obtonido en estas condi=-

ciones es de unas 5 micras.

Los portas una vez sccos se pasan a cajas protegi-
das dc la luz donde sc almacenan a una tomperatura de 4%C,
durante un poriodo dc¢ ticmpo variable scgun la actividad,
(en nucstras oxpcriencias ¢l ticmpo dec cxposicidn Optimo
fué dc 3 semanas). Es convonicnte depositar en las cajas,
bolsas con gcl de silice anhidra para preservar las prepa-—

racioncs de la humedad.

Como revelador de las microautorradiografias se

utilizd el Kodak D-19 cuya composicidon cs la siguientes

Elon (sulfato de p-mctilaminofenol). . . 2,2 gr.
Sulfito s6dico anhidro « « o « s « o « o 72,0 gr.
Hidroguinona « o « o o o o o s s « o o o 8,8 gre
Carbonato sodico (anhidro) « « o « « « « 4,8 gr.
Bromuro potasico o« « s ¢ o o o o o o » o 4,0 gre

Agua hasta completar « « ¢« ¢ ¢ ¢« ¢« & o o 1000 gr.
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Bl rcvclado sc cfcctua durante 5 minutos a una tem—
peratura dec unos 209C, dospuds de los cualces se detiene, in-
troducicndo los portas en una solucidn dc acido acético al
2% durante 20 O 30 scgundos y luego sc tratan las prepara-
ciones con un fijador acido normal que disuclve y arrastra
los haluros d¢ plata no reducidos. En esta solucion se man-
ticnen los portas durante 45 minutos y luego se lavan hasta

eliminar todo residuo de fijador.

Si se quiere observar mcjor las cstructuras se pue-—
den tefiir las preparaciones, no sicndo un obstacula la ge-
latina, ya que los colorantcs pasan a traves de ella con fa-

cilidad.

* . . . > .
S¢ cmpleco el procedimicento de tincidn sucesiva

safranina-fast grecen (101) y (102).

La preparacion una vez tefiida y deshidratada se

. ®
monta on Balsamo de Canada y se procede a su observacion.
Si se disponc de un microscopio con contraste de fase se

puede observar la preparacion directamente sin tefiir.

2+.3. RADIOCROMATOGRAFIA.

Sc ha utilizado la cromatografia sobrc capa fina,
(gel do sflice), en los estudios dc degradacidn del cmu-2-14¢
en suclos y plantas, asi como para controlar la pureza dc 1los
compucstos sintctizados. Se han usado placas de 20 x 20 cm.

de la casa Camag DF-A con indicador fluorcscente a 254 nm. Las

placas se activaron en estufa a 1102C durante 20 minutos antcs
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- - . . < 2 ]
d¢ su utilizacion. Para la scparacion de los difcrentcs pro-
ductos de degradacidn sc utilizaron varias mezclas ecluyentes

. . » 0] L]
cuya composicion cs la siguicntes

Mezcla I: Cloroformo, Nitrometano 1:1 (ticmpo de desarrollo

1 hora).
Mozcla II: Hexano, Acetona 7:3 (ticmpo de desarrollo 4 horas)
Mescla III: Butanol, Acctico, agua 4:1:6 (tiempo de desarro-

110 8 horas).

Las mezclas I y II se han utilizado para el monuron-
—2—140 siendo los Rf 0,54 y 0,27 rcspectivamente. La mezela IIT
sc ha usado para control de pureza del p—clorobenzoico—1—14C,
producto intermedio en la sintcsis del monurén—2—14C, siendo

el Rf dc aquel compuesto para csta mczcla de 0,68. (103) y

(104).

La visualizacidn dc los compuestos con anillo bence-
nico en ¢l cromatograma, se efcctud bajo luz ultravioleta de
254 nm. y se completd mediante autorradiografia para detcctar

la localizacidn de los compuestos marcados con 14C.

La detorminacidn cuantitativa de los compuestos mar-—
cados aislados por cromatografia, sc efectud en un radiorregis-—
trador para cromatogramas y por medio dc contaje en ccntelleo
1iquido de las manchas raspadas do las placas dec gel de sfli-

CCe
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2.3.1. Decteccidn autorradiografica.

Sc utilizaron pcliculas de rayos X Kodak RB-54 que
sc sobropusicron sobre ¢l cromatograma dospués del desarro-

1lo y cvaporacién de la mezcla cluyentce

2.3020 Radiorregistrador para cromatogramas.

El modelo de registrador utilizado ha sido el PW
4004 d¢ la casa Philips. Consta dc un detectory; un sistema

mecanico, un sistema clcctronico y un sistema para registro.

El dectecctor; cs un Geiger-Muler de gas cn flujo con-
tinuo con una abcrtura del diafragma dc 35 mm. de longitud
¥y poscc una placa deslizablo con tres colimadores deo anchu-
ra do rendija de 1, 2 y 4 mm, facilmente intcrcambiables.
Bl gas, (se utilizo pr0pano), fluye con ritmo constantc a

una velocidad de 045 1itros/hora.

&1 uso de¢ un colimador u otro depcnde do: la separa-—
cidén de las manchas y del poder discriminador del preampli-
ficador, no pudicndosc utilizar con ventona lada Ja baja

14

cnergia dc las radiacioncs del  C.

Decbido a la posicion dcl detector con respecto a
la placa, la "gcometria" de contaje e¢s 2m . Los impulsos
procedentcs del dcetectory son inicialponte amplificados

por cl preamplificador que lleva ¢l detcctor.

El conjunto clocctrdnico consta de una fuente de
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alimentacion capaz do suministrar una tension de hasta
6.000 voltios y un amplificador lincal. El sistema meca-
nico consta dc un carro-soportc con dos posibilidades

de movimicnto, una longitudinal y otra transversal. Este
sistema novil on el cual se coloca el cromatograma, ticne
tres velocidadess 120, 300 y 600 mm/hora y puede medir
placas dc hasta 20 x 20 cn. La velocidad del carro-sopor—
te decbe escogersc teniendo en cucnta la separacidn de las
manchas y ¢l poder dc resolucidn del detector, asi como,
las posibles pérdidas por coincidencia. La velocidad del
rcgistro grafico esta sincronizada con la del carro—-sopor-

tc.

Les condicioncs de operacidn fueron las siguien-—
tess

Voltaje de Operacién e o o o o o » 24500 voltios

Ganancia « o o o « o ¢ v o o o o o Maxima

Anchura d¢ colimador « ¢ « o s « o 2 I,

Velocidad del flujo do gas » « « « 0,5 litros/hora

Velocidad del carro~soporte. . . . 300 mm/hora

Velocidad d2l registro . « o« « « o 300 mm/hora

Distancia dc scparacion cntre

la placa y detoctor « = ¢ o o o o 1 mm,

La eficacia do medida cn cstas condiciones para

o1 '4c es del 30%.
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2.3.3. Tlcnica del raspado.

Después de ofcctuarse la autorradiovgrafia del cro-
matograma sc schialan los puntos activos quc han impresiona~
do la pelicula on la placa y se raspan cuidadosamente. La
actividad dc la gel dc silice raspada que contenia las man~
chas radiactivas sc¢ midid en contcllco liguido mediante la

L4 . . ? . .
tecnica dc suspcnsion descrita antcriormente.
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1, INFLUENCIA DEL CMU EN LA FOTOSINTESIS EN CLOROPLASTOS
AISLADOS,

En este trabajo se utilizo el 2-6 diclorofenol-indo-
fonol (DPIP) como jindicador de Oxido-reduccidn, Debido a

que el potencial de 6xido-reduccidn de este compuesto es de

i 0,217 V (105), puede ser reducido por el citooromo b

Cl

(Eon = + 0,05 V) o la plastoquinona (EO1 = 0 V) reducida y
por lo tanto se puede valorar la reacoidén de Hill oglorime-
tricamente, ya que el DPIP oxidado es azul y al reducirse

se decolora,

OH
C1 Cl
4
+ 2 H .
— 1
—_ Hels E, =4 0,277
+2e”
:“}H
DPIP
(Redl){2
(incoloro)

Como se decia en la introduccidn los compuestos deri-
vados de la fonil-urea, inhiben la reaccién de Hill y por tan-
to inhibiran la reduccidn del DPIP en presencia de cloroplas—
tos iluminados. Basandose en este principio se emprendid esta
gserie de experiencias para lograr determinar la relacidn exis~
tente entre la concentracidén de monurdén y el grado de inhibi-
cidn de la reaccidn de Hill en cloroplastos aislados de di-

versas especies vegetales ohltivadgs. Los resultados obtenidos
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"in vitro" se correlacionan con las concontraciones que alcan-
za el CMU en el jugo celular dc los Organos fotosintéticos de
las plantas tratadas radicularmcntec con diversas dosis de oste

herbicida.

3.1.1. Especies vegetales emplcadas.

Para cstudiar el cfecto del monurdén sobre la reaccion
de Hill se aislaron cloroplastos de hojas de cebada, avena,

judia, alfalfa y espinaca.

3.1.2. Aislamiento de cloroplastos.

Para aislar los cloroplastos se siguid cl método de
Whatley y Arnon (106). Se partc de 50 gramos de hojas fres-
cas, mantcnidas a baja temperatura (O - 592C), a las que se
ha quitado las nerviacioncs principales. Se afaden 100 ml
de ClNa 2% (solucidén que e¢s hipotdnica con respecto a la cé-
lula que se quiere romper, poro isotonica respecto a los
cloroplastos) y 10 ml de la solucidn tampon Tris 0,2 M. Se
tritura en batidora se filtra a través de gasa doblc y se
recoge ¢l filtrado en bafio de hielo. E1l filtrado se centri-
fuga a 300 g durante 2 minutos con lo cual, se eliminan los
restos de paredes y nucleos. En el sobrenadante quedan clo-
roplastos, mitocondrias, ribosomas, cnzimas solubles, ctc.
Este sobronadantc se vuelve a centrifugar durante 7 minutos
a 1000 g con lo que sedimentan los cloroplastos. Se tira el

sobrenadanto y se resusponde ¢l sedimento con ClNa 2%, uti-
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lizando para cllo un algoddn hidrofilo en el extremo de una
varilla, despuds sc repitc la centrifugacidn durante 10 mi-
nutos a 1000 g. Complctada ¢ésta, sc comsidera que los clo-
roplastos estdn suficientcmente lavados. Sc tira el sobre-
nadante y ¢l scdimento sc resuspende cn una solucidn de ClNa
0,2%, que ¢s hipotonica con respecto a los cloroplastos,

por lo cual estos se romperan liberando 1los granos.

El volumen de ClNa 0,2% afiadido debe ser calculado
teniendo en cuenta cl % de clorofila deseado y el volumen
necesario para la coxpericncia. Los cloroplastos aislados so
conscrvan cn bafio de hielo, preservandolos de la luz forran—
do ¢l matraz que Jos contiene con papel de cstafio. Antcs de
empezar a trabajar, sc calcula cl contenido en clorofila

de la suspcnsion de cloroplastos.

3.1¢3. Dctorminacidén dcl contenido en clorofila.

Se toma 0,1 ml dc la suspension salina de cloroplas—
tos recien preparada y se diluye con 20 ml dc acetona al
80%. La suspensidn, dospués do agitada, se filtra a través
de paepel Watman n? 1. E1 filtrado se rccoge en una cubecta
de espectrofotdmetro y se determina su densidad Optica a
622 nanometros, frente a un blanco do acetona al 80%. El
contenido cn clorofila, cxprcsado cn mg/ml de la suspcnsidn
original, vienc dado al multiplicar la densidad dptica me-
dida por 5,8 (107). Las mcdidas de densidad Optica se hicie-

ron con un cspectofotdmctro "Spectronic 20" Baush & Lomb.
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El contenido on clorofila cn nuestras expericencias oscilaba

entre 0,0464 y 0,1032 mg/ml.

3e1¢4. MStodo de opcracidnm.

Se estudid sl cfecto de 4 concentraciohes diferen—-
tos de CMU y un testigo, sobre los cloroplastos aislados
de las espccics vegetales antcs mencionadas. En cada trata-—
miento se hicicron 6 repeticioncs. Con objeto de comprobar
la roduceidn cuc ticne lugar en el DPIP, independientemente
de 1a fotosintcsis, se repitid cl blanco forrando las ocube-
tas con papel dc aluminio y también con cloroplastos hervi-

dos.

‘La oxperiencia sc 1imitd a 6 repeticiones por tra-
tamicnto, dcbido a la nccesidad de efectuar las lecturas de
la densidad éptica, on el menor tiecmpo posible después do

cada porfodo de iluminacion.

Para cvitar errorces, las cubctas correspondientcs
a un mismo tratamiento nunca se leyeron consecutivamente
y ademas durante ol tiempo que duraba la lectura, las ros-

tantes cubctas se mantenian en la obscuridad.

A cada cubeta segun el tratamicnto sc le afiadieron

los componentes que sc detallan en la tabla n@ VI,
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TABLA VI. Componentcs afiadidos a cada cubota segin
tratamiento.
Concentrac. CMU DPIP |Suspen~ | Tampon | Agua | Volumen
de sion de | fosfato final
CMU (1) (uM) |cloro- |0,4M- | (ml) (m1)
(M) plastos | ~pH=-6,5
(m1) (mls
W
6,6 x 1074 5,94 0,4 1 2 6 9
6,6 x 100 |5,94 x 102| 0,4 | 1 > | s 9
6,6 x 1078 5,94 x 1074| 0,4 1 2 6 9
6,6 x 10719 |5,94 x 10| 0,4 | 1 2 6 9
0 0 0,4 1 2 6 9

Una vez proparadas las cubetas y medida su donsidad
Optica inicial, sc colocan en un bafio tcrmostatizado a 229C
transparantc y dotado dc agitacidn. Estc bafio so ilugpima .la-
teralmentc por ambos costados, mediante dos paneles de 3
focos, OSRAM Nitraphot 3R; de 500 Watios que permiten en
conjunto tener una iluminacidn de 75000 Luxes. Entre los
focos y cl bafio sc instalan dos paneles transparentes refri-
gerados por agua para ovitar la transmision do calor por

partc dc los focos al bario.

El conjunto dc bafio, sistoma de iluminacidn y re-

frigoracidn se reprcsonta con la fig n? 10.

Despucs de cada periodo de iluminccidn se mido la

dcnsidad Gptida de las cubetas, a 540 nanomotros, con ros-—

+ pecto a un patron do igual contenido en clorofila, pero con

todo el DPIP reducido.



Fig, 10,- t'onjiijiio de bano y sleteina de Uumuiacién-refrige-
racTOT) para el es;tudio de la fotoefnteeie en cloro-

plaetoe alsladoe ,
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3¢1.5. Calculo de la caentidad de DPIP reducido, a partir

de las medidas de densidad Optica (DyCe.)

Con objeto dc calcular la corrcspondcncia centre la
D.0. leida y ¢l DPIP roducido, sc hizo una curva de calibra—
do para cada concentracion de clorofila, determinada en ca-—
da cnsayo, variando la concentracion del DPIP oxidado des~
de el valor inicial de 0,4 m moles en 9 ml ( 0,0444 m molos/
/ml) hasta cero. Se comprob6 quc cn todas cllas se seguia

la Ley dc¢ Beer-Lambert:s

[}

D.O‘ K C
Sisndos D.Oe. = densidad Optica leida a 540 nanometros frente
a un patron con el DPIP totalmentc reducido y ana-

logo contenido en clercfila.

K = constantc de propoicionalidad.
C = concentracion dc DPIP oxidado presente en la
nucstra.

El valor de K obtcnido fué para nucstras condicionos
2,916 x 103, vinicndo C cxprosado cn moles/ml de DPIP oxi-

dado.

La cantidad de DPIP oxidado en 1cs 9 ml contenidos

en las cubetas dc¢ la expcrioncia sera segun la D.0. leidas

D'O’ Dnon A
DPIP ox = D.O./K XV =i X 9 e oM =
2,916 x 103 0,324 x 103
D.O.
= e M

0,324
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La cantidad dc DPIP que sc ha rcducido se obtiene
restando los micromoles cncontrados de DPIP oxidado de los
0,4 micromoclcs gue habfa inicialmente. Para hacer compara-—
tives los reosultados centre las difcrontcs especies vegetalos
cstudiadas, los valores dc¢ DPIP roducido en cada tratamiento
se reficreon a un micromol de clorofila, ya quc cl contenido
clorofilico c¢n las distintas experiencias varia con la can-

tidad de cleroplastos y con la especie cstudiada.
3.1.6. Resultados,

3.1.6.1. Cindtica dc la reaccidén de Hill.

Lo cindtica de la reduccién del DPIP por los
clorcplastos aislados cn presencia de diversas concons—
tracioncs d¢ CMU, sc siguid colorimetricamente determi-

nando la D.0. dc la solucidén después de iluminar durante

3, 8, 15, 22, 29 y 36 minutos.

Sc ensayaron concontraciones dc CMU de 6,6 x 10—4M,
6,6 x 10'6M,6,6 X 10'8M y 6,6 x 10'1OM y s¢ compararon

con un testigo sin CMU,.

Los rcsultados obtenidous, exprcsados en mM de
DPIP rcducido por uM de clorofila para los cloroplastos
dc las distintas especics estudiadas, se expresan on las
tablas numero VII, VIII, IX, X y XI y sc roprcsentan gra—

ficamente on las figuras 11, 12, 13, 14 y 15.
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FIG.11.— CINETICA DE LA REDUCCION DEL DPIP POR CLOROPLASTOS DE
JUDIA, PARA DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CMU.
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FI1G.12. — CINETICA DE LA REDUCCION DEL DPIP POR CLOROPLASTOS DE
ALFALFA, PARA DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CMU.
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FIG. 13.— CINETICA DE LA REDUCCION DEL DPIP POR CLOROPLASTOS DE
CEBADA, PARA DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CMU.
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FIG.14.— CINETICA DE LA REDUCCION DEL DPIP POR CLOROPLASTOS DE
AVENA, PARA DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CMU.
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FIG.15.— CINETICA DE LA REDUCCION DEL DPIP POR CLOROPLASTOS DE
ESPINACA, PARA DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CMU.
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FIG.16.— RELACION ENTRE LA VELOCIDAD INICIAL DE REDUCCION DE DPIP
POR MICROMOL DE CLOROFILA Y LA CONCENTRACION DE CMU,
PARA LAS DISTINTAS PLANTAS.
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La velocidad inicial de 1la rcaccién, que corres-—
pondc aproximadamente a la que sc¢ realiza en los cloroplas-—
tos Min situ" se cxprcsa con respecto a la concentracidn

¢ CMU cen la tabla n® XII y se reprcscnta cen la figura

n? 16.

3e1.6.2. Analisis estadistico.

Observando las familias de pares dc valores nuos-
trales obtcnidas para cada cspecic vegetal, se comsiderd

que podrian ajustarsc a hiperbolas de cxpresion :

Tuxt

Y =
'_b-l-T%

Siondos Y

1

la cantidad de¢ DPIP rcducido por
micromol de clorofila.

t

L}

tiempo cxpresado cn minutos.
YM = una constantc gque dectermina el valor
maximo de Y (asintota)
T% = una constantc que equivale al inter—
valo dc ticmpo que debe transcurrir
para quc el valor dc Y sca 4 do IM.
Los valores de M y 0% varian para cada concen-

tracion de CMU y para cada especie vegetal.

El ajuste de las curvas se realizd por el método
de los minimos cuadrados y la bondad de dicho ajuste; uti-

2 .
lizando el test de S(v fue en todos los casos supsrior
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al 99% para un nivel de significacidén de la muestra del
5%. Los valores de YM y T% para las diferentes curvas

dentro de cada familia se expresan en la tabla n® XIII,

Considerando la velocidad de reaccidn inicial
(Vr) de reduccidn del DPIP por los cloroplastos aislados,
como valor mas aproximado de velocidad de reduccidn que
se efectuarfa en los cloroplastos "in situ", es intere-
sante hallar la relacidon que guarda dicho valor de reduc~

cidn con la concentracidn de CMU.

Si consideramos la concentracidon como una expre-
sidén exponencial, C = 6,6 x 10 X, Vr puede relacionarse
con x para valores de X2 4 por medio de una funcidn lo-

gistica del tipo.

Vr = LS
1 &4 N x 108X
. . . Co> 4 c
Si efectuamos el cambio de variable 40 ="g~g ’
’

nos quedaria 1la funcion.

K
Vr = ﬁ-ca
1 + N(bg:g)
0 lo que es lo mismo:
Vr = K (1)
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siendo para cada especies

K = una constante que expresa el valor de la
asintota equivalente a la velocidad de re-
duccion maxima del DPIP cuando la concentra-—

cion de CMU (C) es nula.

B = una constante que nos indica la concentra-
cidn necesaria de CMU, para que el valor de
Vr se reduzca a la mitad respecto al valor

asintotico.
a = una constante.

la ecuacion (1} puede expresarse en la formas

a
o -aff - )1/
Vr

Tomando logaritmos se transformaria en una fun-
cion lineal:
X
log C = 1/q log(—-——‘ -1 f+ 1log B
Vr ~

ya que efectuando el cambios
log C =y

K
108(—-‘ =) 1 ): X
Vr

quedaria la expresions:

y =1/ax +1logB
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Al efectuar el ajuste por el método de los mini-
mos cuadrados, obtenemos los valores de a y B para cada

especie vegetal.

Las ecuaciones matematicas que ligan el valor de
la velocidad de reduccion inicial, expresada en micromo-
les de DPIP reducido por minuto y por micromol de cloro-
fila, con la concentracion molar de CMU para cada especie

vegetal estudiada, se expresan a continuacidn:

Judfa: Vr = 1,435

c 0,215

1,14 x 1070

Alfalfas Vr= 14340

0, 301
g —e
8

3,43 x 107

Avena : Vr= 0,363
o )o,269

1,81 x 107

Espinaca: Vr= 1,833

o |05290

7,09 x 10"8}

Ccbadas: Vr = 1,006
c 04139

2,97 x 10—8




En la tabla n® XIV se dan los valores de Vr teori-
cos (calculados segin las ecuaciones anteriores) y experi-—
mentales, en funcion de la concentracidn de CMU en cada

. . - s 2
especie vegetal. Tambien se indican los valores de ﬂﬁ

que permiten estimar la bondad del ajuste.

Si oxpresamos la velocidad incial de la reaccion
de Hill para cada concentracidn de CMU, como el % de la
velocidad maxima en el ensayo testigo sin CMU, y este va-
lor lo restamos de 100, podremos expresar los resultados
en funcién del % de inhibicidn. Estos resultados se expre-—

san en la tabla n? XV,

La ecuacion {1) que liga la velocidad de reduc-
cidn inicial del DPIP con la concentracion de CMU, puede
expresarse como % de inhibicion & "poder inhibicor" (P, L)

td . ®
segun la ecuacions

Vr
P =100 -~ ... x 100
K
qucdando la expresion:
Polez—m—1—  x 400
Bia
1 4(..)
C

Es interesante notar que B expresa la concentra-
cion correspondientc al PI50, es decir la concentracion

de CMU que produce el 50% de inhibicidn.

Para comparar la influencia del CMU en la reac-

cion de Hill entre las diferentes especies vegetales, es
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necesario fijar un PI. (normalmente se toma el EISO) y es-

tablecer la relacidn molar CMU/clorofila. En la tabla n®

XVI se dan los valores de esta relacion para el Plgg en

las distintas especies.

TABLA XVI. Relacién molecular CMU/clorofila para
un Plg (valor tedrico) en las distin-
tas especies estudiadas.

Especie Concentracion Concentracion Relacion
de de CMU/clorofila
clorofila CMU para PIg, M/M

L (M) (M)
Judfa 1,08 x 1072 1,14 x 1676 0,1055
Alfalfe | 1,28 x 1072 3,43 x 1078 0,00267
Avena 1,28 x 1072 1,81 x 1072 1,4140
Espinaca | 5,77 x 1070 7,09 x 10™8 0,01228

1,08 x 1075 | 297 x 10~8 0,00275

Cebada
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3.2, PREPARACION DEL (3~ (p-clorofenil)1,i-dimetilurea-2-14c)

(::0."URGH)

Como ya se ha mencionado anteriormente, con objeto de
facilitar el estudio de la absorcidn radicular, asi como, el
comportamiento del monurdn en el suelo, ha sido preciso disponer
de monurén marcado con 14C por lo que se sintetizd, marcdndolo

en el carbono 2.

El primer paso para obtener el monurdn [3-(p-clorofenil)
1,1—dimetilurea—2—14@, es disponer del acido p-clorobenzoico-
—14C, el cual se origina por carbonatacidn del correspondiente
magnesiano; siguiendo la reaccidn <u Grignard. Una voz obtunido el
dcido p-clorobenzoico se forma el cloruro de acido por reaccidn
con el cloruro de tionilo. Seguidamente se obtiene el ester iso-
cianico por tratamiento con la azida sbdica. En un Ultimo paso,
se trata el p-clorofenil isocianato-14C con dimetilamina y se
obtiene el [}—(p—clorofenil)1,1-dimetilurea-2-140) . Las reac-

ciones son las siguientes:

0
14 14,7
Q
19) COyBa + SO4H2 —_— CQ§‘O
. 0 - MgX
1400, + C1-CgH,- Mg -~ X —» 143’ —
\C.H,C1
0 “6*4
0
14,7
— 010,10 ,~ 14
674 ™ on
0 (1250 Y
20) 01-CH, - 14?2222 c1-c,m - 14c*
674 ~oH 674 S
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14
39) C1-C H —— ~C,H,=Cl ~—= Cl-CyH,N= 'C=0
674 o1 N, 674 674
CH CH
49) C1-CgH -N=14c =0 + N N 01-CgH,~F- 1o -N< 3
4 ong” H 0 CH

MONURON

Vamos a considerar con cierto detalle las condiciones

Optimas de las mencionadas etapas.
3.2.1. Carbonatacidn del reactivo de Grignard.

3.2.1.1. Consideraciones generales.

El magnesiano debe prepararse ainadiendo lentamen—
te el derivado halogenado, previamente disuelto en eter an-
hidro, al magnesio y preservando la reaccidn del contacto

del aire y de la humedad.

Si al magnesiano recien preparado, se le hace
reaccionar con 002 a baja temperatura, se obtienen acidos

monocarboxilicos.

Por ser el 14CO3Ba la fuente normal de 140

s este
método resulta altamente util para conseguir moléculas
marcadas con 14C. Normalmente se usa un exceso de COs que
se hace reaccionar con una cantidad determinada de mag—
nesiano, pero en el tratamiento que ahora nos ocupa, el

14CO2, por su coste, resulta el compuesto limitante de la

reaccidn, por ello, se invierte el proceso clawico y es
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el reactivo de Grignard el que entra en exceso en la reac—

cidén. El1 rendimiento, trabajando a baja temperatura y al-

to vacio, ¢s del orden de 80-95%. Las ventajas dec efec-

tuar la rcaccion en estas condiciones sons

a) Se evita la formacidn de mezclas de cetonas y alcoho-
les terciarios que aparccerian si se trabajase con

dioxido de carbono a temperatura ambicnte.

b) Se covita el oxigeno y la humcdad que perjudicarian
e hidrolizarfian el rcactivo de Grignard, disminuyen-

do ¢l rendimiento.

c) Se puede recoger cuantitativamente el 14CO2 gsobre el
matraz de carbonatacidn, evitando la pérdida de 14002

por posibles fugas.

3.2.1.2. Preparacidn decl reactivo de Grignard a partir

del cloro~bromobenceno.

Se pesan 64 m, at. -- ¢ de virutas finas de magne-
sio, (1,556 & ), que sc descngrasan previamente y se in-
troducen en un matraz de dos bocas con fondo redondo. Se
acopla un refrigerante, con tubo de desecacidn y valvula
de seguridad, ya que las condiciones han de ser riguro=-
samente anhidras.se desaloja el aire por medio de una co-
rriente de Nitrogeno. Se disuelven 64 micromoles de clo—
ro-bromobenceno, (12,25 g ), en 100 ml de eter anhidro
¥y se afade al magnesio por medio d¢ un embudo de decanta-

cidn, muy léntamente. Inmediatamente aparcce un flocula-



do blanco. En caso de que el cter hierva con demasiada
rapidez, se oenfriarfa el matraz, pucs el éter puede eva-
porarsc formando espumas. A continuacidn de haber afiadi-
do toda la solucidn ctérea, sc completa la reaccidn calen-
tando a reflujo; después de una media hora se obtiene una
solucidn incolora gue cs el reactivo de Grignard. Esta so—
lucion debe valorarsc y utilizarse inmediatamcnte, en caso
contrario, habra quc guardarla bicn scrrada en nevera y

valorarla momentcs antes de su utilizacidn.

3.2.1+3. Valoracion del Magnesiano.

Para conscguir la hidrolisis de la solucidn eté-
rea dcl magnesiano, a 10 ml1 de éter, se le afladen 10 ml
de agua y una vez hidrolizado ¢l magnesiano, 10 ml de
SO4H2 1N con unas gotas de anaranjado de metilo, A con-

tinuacion se valora cl exceso de acido con NaOH, (1N).

Normalidad de la solucidn ctérca del magnesiano=

Vag ¥ Nyo * fp0 = Vare * Fppo * farc

Viag

Volumen del acido.

Siendos VAC

Npc = Normalidad del acido.
fao = factor del écidé.

Vapc = Volumen del alcali.
Ny;o = Normalidad del alcali
farc = factor del alcali

= Volumen dc la solucidn del magnesiano.

<}
3



Como habiamos hecho reascionar 64 mmoles de
Cl-CgH Br con 64 m.at.~g de magnesio y lo habiamos lleva-
do a un volimen de unos 100 ml ., nos deberia salir una con-
centracion de 0,64 mmoles/ml . La normalidad resultante de
la valoracion fué de 0,66, algo mayor dec la esperada debido
posiblemente a la evaporacidn de una parte del éter.

3.2.1.4. Obtencion del p~clorobenzoico~1-140.

Esencialmente so ha seguido el método de obtenciodn
de Calvin (108), auncue se han introducido algunas simpli-
ficaciones propuestas por Murray (109). El aparato utiliza-—
do se rcpresenta en la figura 17 y consta de una linea de
alto vacio con varias entradas para conectars a) El ma-
traz de reaccion, b) El matraz generador de 14002, c)

El mandmetro de mercurio, d) Un Pirani, e) Corriente de

N, y f£) Un frasco lavador con NaOH.

El matraz dc carbonatacion (A) tienc forma cilin-—
drica y lleva en la parte superior un agitador magnético
rocubierto de teflon. La parte inferior del agitador, tie=—
ne forma de hélice. Al fondo del matraz se le ha dado for—
ma dc pera con objeto de evitar la rotura, cn caso de que
se congele la solucidon de Grignard. Estc matraz tiene dos
bocas, una para entrada del magnesiano y otra, conectada
a la linea multiple, quc sirve para introducir ol Nz, ha-
cer vaclio y por donde penctra la corricnte de 14CO2 (ver

figura 17).



Pirani

—r—=.
Vacio

4—E

FIG.17. — ESQUEMA DEL APARATO DE CARBONATACION DE

GRIGNARD.
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El gonerador dc 14002 esta formado por un matraz
(B) de fondo redondo cn donde sc introducc cl 14CO31Ba y un
cmbudo igualador de presion (C) que conticne el SO4H2. Pa~—
ra evitar posibles trazas de humedad, se intercala entre la
linea y ¢l matraz, un tubo dc desecacidén con dricrita (D).
El mandmctro utilizado fué de mercurio con una rama abier-

ta a la atmosfera (E).

Como el 140031Ba de partida tenfa una actividad es-
pecifica de 37 mCi/mmol, equivalcntes a un 66% de 140, (1
nCi/mmol equivale a 1,8% de 14¢), para obtencr 40 mmoles de
producto con una actividad cspccifica de 5 mCi/mmol, so

pesd 1,35 mmoles, (268,06 mg ), de 14CO3Ba y se cnfriaron

con 8,65 mmoles, (1,706 g ), de carbonato inactivo.

Estos 10 mmoles de¢ carbonato se depositaron en el
matraz (B) y se cargd el cmbudo rogulador (C) con 15 ml de

SO4H2 concentrado.

Se hizo un vacio cn cl sistema de Ot my después
dc comprobar la auscncia de fugas, sc cerrd la llave de
unién (F) a1l equipo de vacio y se introdujo N, puro, (a tra-
vés de G), hasta quc sc alcanzd la presidn atmosférica. En
estc momento se abrid ¢l tapdén (H) del matraz de reaccidn
y se afiadid 32 ml de solucidn etérea del magnesiano recién
preparada (0,66 N), quc para cvitar contaminacidn con el
aire se introdujo por medio de una jeringa y agrecgandose
también 38 ml de éter seco, con 10 quc se¢ consiguid que

la normalidad resultante fuese 0,3N, valor mas adecuado para
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reducir al maximo las rcaccioncs sccundarias.

So tapd rapidamentc ¢l matraz y una vez cerrada la
llave del No sc congeld cl contenido del mismo con aire 1{-
quido. E1 No quc hubiese podido qucdar atrapado en la masa
ctérea congclada se elimina aplicando un vacio de O,1)u y
de¢jando guc la masa sc caliente hasta que el ¢ter comience
a hervir. En este momento vuclve a congeclarse la solucidn
de Grignard y suavcmentc se hacc vacio hasta asegurar la

compluta climinacidn del N2.

Una vez solidificada la masa de abre la llave de va-
cio y cuando {stc llega a 041 p sc cierra, cambiandose el
bafio de airc liguido por uno do nicve carbdnica-acctona de
-259C. Cwando ¢l contcnido decl matraz alcanza cl cquilibrio

térmico con cl bafio, quc tendra una temperatura de —-259 a
-309C, sc pone cen marcha cl agitador y sc inicia la car—
bonatacidn, hacicndo gotcar cl S0,H, sobre cl COjBa en ol
matraz (B). El acido sulfurico sc¢ afiadec al principio con
precaucion para cvitar posibles salpicaduras y formacidn
de cspumas que arrastrarian pérticulas dc carvonato sin
reaccionar. La vclocided dc -dicidn , se regula de tal ma-
nera quec la presion no cxceda de 50 cms. Una vez que el
desprendimiento gascoso ha terminado, se calicnta ligera-
mente ¢l matraz (B) con lo que sc disuclve gran parte del
S04Ba y sc favoreco la cxpulsion dc las Ultimas trazas de
14002. Como la transfsroncia de cstas ultimas fracciones

de 14002, podrian versc interforidas por los vaporcs de
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Ster, se interrumpe la agitacidn y sc enfria de nuevo con
airc 1iquido ¢l contenido del matraz dc carbonatacidn, con
lo que todo cl 14002 quc pucda qucdar, destila a este ma-

traz. .

Después se cierra la llave (a) y sc rcemplaza el
bafio d¢ aire liquido por ¢l de acctona~nieve carbdnica y
sc rcanuda la agitacidn durantc unos veinte minutos més,
al cabo de los cualcs se da por terminada la operacion. Se
rompe c¢l vacio introducicndo cuidadosamente una corricnte
de Ny, so rctira el bafio de nicve carbonica-zcetona y se
agregan 25 mls de NaOH (2M), mantcniendo la agitacidn; se
pasa la mozcla a un cmbudo de¢ decantacidn donde se separa
la capa otérea dc la alcalina. Sc lava repetidamente la so-
lucion ctérea con la solucidn alcalina, hasta que al acidi~
ficar ¢sta; no aparezca precipitado, lavandose luecgo la so—
lucidén alcalina con éter para arr.strar las ultimas impu-
rezas. A continuacidn sc acidifica, con lo quc precipita el
acido p~clorobcnzoico, practicamentc insoluble on agua y

se separa por filtracidn.

3.2.1.4.1. Observaciones al método.

a) El rcactivo de Grignard decbe utilizarse inme=-
diatamentc despuCs de preparado, cn caso con-
trario habra quc tencr en cuenta que la oxige-
nacidn dcl reactivo conduce a carbinoles e in-

troduce errores en la detorminacion de la con-—
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centracion al valorar. La manera de evitar esto,

cs trabajar con corricnte de N2.

b) Las condicioncs de todo el tratamiento tienen
quc ser rigurosamente anhidras, ya que la hume-
dad reducc también la concentracion del reacti-

VO.

c) Es convenicnte operar con una concentracidn del
reactivo dec Grignard en la solucidn etérea, de
0,3M ya que asi se evita la formacion de¢ cctonas
y carbinoles, al mismo ticmpo que es favorable
para mantener el recactivo en solucidn a la tem=-

peraturc dc operacion.

3:2.1.442. Resultados obtenidos.

Trabajando en las condicioncs descritas, se obtuvo
un rcndimicnto del 98% a partir dc los 10 mmoles iniciales
de CO,Ba. (Se detormind por pesada). La actividad especi-
fica se determind por contajc cn centellco liguido. Para
ello, sc neutraliz6 ol acido p-clorobenzoico—1—140, con
sosa IN y sc tomd para mocdir una alicuota de la solucidn

acuosa dc la sal sOdica, La activided cspecifica resultan—

te ful de 4,57 mCi/iM#> a 31,9 mCijug.

3¢2414443. Purcza radioquimica.

La purcza radioguimica sc cstablecid por compara-—
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cidén de los analisis cromatograficos dec una mucstra de 2x
de una solucidon de¢ acido p—olorobenzoico—1-140 de 25¢w5ﬁnl,
con otra 100 vecos més diluida, on la misma placa. Compa-
rando los ennegrecimicentos obtenidos al revelar el auto-
rradiograma, sc determind que la purcza radioquimica del

producto cra superior al 99%.

Se cmpled como solucion desarrolladora una mezcla
butanol-acético~agua, 4:1:6. El ticmpo de desarrollo fué

de 6 horas, sicndo el Rf del p-clorobenzoifio igual a 0,68.

3.2.2, Obtencibén del monur6n~2-14C.

Existen en la bioliografia difcrontes trabajos sobre la
obtenecidén del mohurdén marcado con 14C, Basandose en la reaceidn
de Hoffman (110), hay un procedimicnto quc sc podria tencr cn
cuenta por su scencillez, pcro ticne un rendimiento bastante bajo
(18%)3 el mctodo consistc en la adiccidén de KOBr a una mezcla de
p-clorobenzamida y N,N dimetilamina, calentando durante dos ho-

ras a T5%C.

Atn cuando los rondimicntos sean aceptables, hemos tenido
que desechar otros métodos de obtcncidén (111) y (112) de monurdn,
bien por la dificultad en la obtencidn de los compucstos interme-
dios o por rcquerir un largo proceso dc purificacidn final, gque
en ¢l caso dc moléculas marcadas debe ser acertado al maximo. Se
scleciono como mas conveniente la sintesis propuesta por Logan

y Odell. E1 rondimicnto que la bibliografia consigna para éste
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método es del 56,6%. Si bicn introduciendo algunas modificacioncs
en la purificacidn, se alcanzo cl 74%, (operando a escala de 9

mmolcs)e (113).

3.2.2.1. Preparacioén del cloruro do acido,

Se parte de 9 mmoles de pwclorobanzoico~1-140 (1,409
g ), a los que sc afiadizron 15 ml de C1,50 y 40 ml de tolueno,
la mezcla resultantoc sc calicnta a la temperatura dc ebulli-
cion del 1,50 (809C), mantcnicndose durante una hora a reflu-
jo. E1 cxceso de 01280 sc climina por decstilacion. Para asegu-
rarnos quc todo el 01280 ha desaparccido, se ahaden 20 ml de
tolueno para arrastrar las ultimas porciones de 01230. Se¢ re-
pite la 0peraci6n hasta que decsaparczca cl olor de ClZSO. La

solucion residual debe ajustarse para quc contcnga los 40 ml

de tolucno con los gue se cmpezd la reacciodn.

- [ - - »
3.2.2.2. Formacion del cster isocidnico.

A la solucidn toludnica de p-cloruro de¢ clorobenzoi-
co-1-14C s¢ 1c afiaden 20 mmoles (1,3004 gr), de azida rccien

activada¥ Se refluye csta mezcla durante 24 horas, calentando

‘* Para activar la azida basta con disolverla en agua calion-
te y reprecipitarla en medio litro de acetona fria. la azi-
da activada debe utilizarsc antes dc¢ las 24 horas, pucs al

cabo dc ostc ticmpo, pierde su activacion.
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a 1309C y agitando para que la mezcla con la azida sea mas
eficaz. Al cabo de las 24 horas se forma el éster isocianico

a partir del p-clorobenzoilo.

3.2.2,3, Obtencidn del monurdn a partir del correspondiente

3 3 -~ I3
ester isocianico.

Se destilan 7,5 ml de dimetilamina seca sobre 25 ml de
tolueno frio, (la temperatura de ebullicidn de la dimetilami-
na es de 79C) y se agrega esta solucion toluénica al isocia—
nato de p-clorofenilo-i-14C. La reaccidn se verifica enfrian—
do con una mezcla frigorifica que alcance la temperatura de
-102C, La solucidn resultante, se mantiene en este bafio duran-
te media hora y seguidamente se calienta para expulsar el ex-
ceso de dimetilamina. La total eliminacidn de la dimetilamina
es facil de determinar debido a su caracter basico. Luego se
filtra y el residuo se lava con 30 ml de acetona. Una vez bien
seco, se disuelve en acido clorhfdrico del 32% y se precipi~-
ta el monurdn de la solucidn acida por dilucidén con agua O
bien agregando hidrdxido sédico diluido. A continuacidn se

filtra el monurdn y se recristaliza en metanol (1).

3.2.2.4. Resultados obtenidos.

Siguiendo el procedimiento anterior se consigui6 un
rendimiento a partir de los 9 mmoles de acido p-clorobenzoico-
-1~14C, del 74%. E1 punto de fusidn fué de 170,5 - 1719C, que

coincide con el encontrado en la bibliografia para el producto
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puro (6), (33) y (50).

La actividad especifica se determind como en el caso
del acido p-clorobenzoioo-1—140 por contaje en centelleo 1i-
quido de una muestra de 50.1 de una solucion de 16 mgr de
monurén en 100 ml de etanol. La actividad especifica obteni-

da fué de 4,50 mCi/mmol.

3.2.2.5. Pureza radiogquimica.

En la figura 18 se muestra la autorradiografia corres-
pondiente al analisis en placas de gel de silice, con las

tres mezclas desarrolladoras ya mencionadas.

Comparando lus ennegrecimientos producidos por las

14

manchas originales del monuron-2-''C y 1's producidos por la
dilucidn 1:160. Se observa que la pureza radioquimica es su-

perior al 99%.

3.3, ESTUDIO DE LA ABSORCION RADICULAR

Para estudiar la absorcidn radicular del monurén—2-14C

por la raiz aislada y la planta completa, se utilizaron plan-—
tas de judia y cebada, cultivadas durante tres semanas en solucidn
nutritiva con vermiculita como soporte, sometidas a una iluminacidn
continua de 5000 lux, una temperatura de 22%C y una humedad rela-

tiva del 65%.
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Fig. 18.- Autorradiografias de los radiocromatogramas
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4
de CMU=-2-""C y 4cido p—clorobenzoico-l o

efectuadas en capa fina de gel de silice,
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3.3.1. Absorcidén por la planta completa.

Después de tres semanas, las plantas se extrajeron
de la vermiculita y se pasaron a unos vasos de color topacio
con solucidn nutritiva de Hoagland cuya composicidn se expre-
sa en la tabla XVII. En esta solucion se mantuvieron durante

24 horas con objeto de estabilizar la absorcidn radicular.

Las dosis de aplicacidén fueron analogas a las utiliza-—
das en el campo para aplicaciones selectivas 0,5 y 1,5 Kg/Ha.
Si se admite que el monurdn se distribuye homogéneamente en—
tre los 20 primeros centimetros de profundidad de un suelo
que se encuentra a la capacidad de campo y que osta sea del
50%s la dosis superficial recibida por el suelo expresada en

Kg/Ha, es igual a la concentracidn de la solucidn expresada

en‘pg/ml (pepoeme).

Las cantidades de herbicida afiadido a la soluciodn
nutritiva segun las dosis empleadas, se expresa en la tabla

XVI1I,

A continuacién del periodo de estabilizacidn, las
plantas se introdujeron en las respectivas soluciones con la
dosis de CMU correspondiente, procurando que s0lo gquedase su-
mergido el sistema radicular y manteniendo una aireacidén con-
tinua do la solucidn hasta el momento de extraccidn de la
planta, que se realizd al final del perfodo de tiempo desea-

do,
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Hoagland.

TABLA XVII. Solucién nutritiva de
Producto Concentracidn
(g/1)
' -1
K PO, H, 1,36 x 10
K O, 5,05 x 1071
-1
Ca (NO,), 8,20 x 10
Mg (S0,) 2,40 x 1071
-3
BO,H, 2,86 x 10
Mn012 . 4H20 1?81 x 10"3
Zn S0, . THO 0,22 x 1073
Cu 80, . 5H0 0,08 x 10~3
Mo Oy, + HyO 0,02 x 10™3
Citrato Férrico 2,00 x 10-3




-93 =

€GY ¢9zz $ 0L xgllc g-OF X 6°L Gl
9¢9 . 4 : I
€4y ¢9¢zz ,-Ob ¥ 90°L ¢Ob ¥ Gf ¢‘o
Wu/Tou Su /Tou Tu/To¢ (1) Tu/Sef
"uQ1Io *BA
-nios By *BATLO®TIPRI =T34 TIqnU UQTONTOS BT US BD
ep pd BOTJIToodso PBRPTATIOY | UQTORBRITUSOUO) =TOTqaoy TeP UQTOBILUSOUO) BPTO TQIOH

°BAT}TIINU UQTONTOS B[ U BPTOTQIOY TOP UQTABRILUSOUO)

*IITAY VIVD




- 94 -

Después de la extraccidn, se separd la raiz, el tallo
y las hojas, se pesaron y prepararon para determinar la acti-
vidad mediante contaje en centelleo liguido de monurén—2—14C
absorbido. También se tomd una muestra de la solucidn nutriti-
va al principio y al final de la experiencia, para determinar
la pureza por cromatografia en capa fina y la variacion de la

. * . .
concentracion radiactiva .

La pureza del monurén-2-14C en la solucibn, al final
del perfodo de absorcidn, fué superior al 95% y la variacidn

de la concentracion radiactiva puede considerarse nula.

Las extracciones se realizaron a las 0,53 13 23§ 43
103 203 355 503 725 y 100 horas, se efectuaron 6 repetioio-

nes para cada hora, planta y dosis de herbicida.

A partir de los valores de la actividad de C-14,; ob-
tenido por contaje, se dedujo la cantidad de herbicida fija—
do por gramo de materia fresca en los distintos Organos de
las plantas. Los resultados obtenidos en funcidn del tiempo
de absorcidn, se expresan en las tablas XIX y XX y se repre-

sentan en las figuras numeto 19 y 20,

3.3.2. Estimacidn del espacio externo e interno en raices

aisladas,

Se aislaron las raices del tallo de plantas de judfa
y cebada oultivadas simultaneamente a las del tratamiento an~

terior, introduciendo las raices en vasos que contenian solu-
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TABLA XIX. Cantidad de CMU fijado por los distintos
drganos de plantas de cebada, en funcidn
del tiempo de absorcidén y segun la concen-
tracibén del herbicida en la solucién nu-
tritiva. Los valores se cxpresan en ug de

CMU por gramo dc materia fresca.

Concentracion : .
de la solu- 0,5 ug/ml 145 ng/ml
_..-“.Qi_é_n'_‘
Tiempo Organo
de absor- Raiz Tallo Raiz Tallo
cién (horas) y hoja y hoja
0,5 0,233 0,009 0,533 0;015
1 0,375 0,012 0,975 0,018
2 0,459 0,015 14316 0,025
4 0,566 0,053 1,810 0,066
10 0,875 0,059 2,836 0,180
20 0,983 0,229 3,066 0,831
50 1,080 0,480 3,025 1,750
72 1,128 0,528 3,150 1,823
100 1,360 0,553 2,780 1,987
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Cantidad de CMU fijado por los distintos Or—

ganos de planta de judfa, en funcidn del tiem—

po de absorcidn y segin la concentracion del

herbicida en la solucion nutritiva. Los valo—

res se expresan en pg de CMU por gramo de ma-—

teria fresca,

Concentracidn | : :
de la solu- 0,50 pg/ml 1,50 ug/ml
cion
Tiempo Organo
de absor- Raiz Tallo Hoja Raiz Tallo Hoja
c¢ién (horas)
0,5 0,660 0,025 0] 1,800 0,030 | 0,034
1 0,820 0,042| 0,011 | 2,600 0,072 | 0,056
2 0,910 0,062{ 0,073 3,060 0,100 | 0,064
4 1,430 0,077 0,079 | 4,200 0,250 | 0,184
10 1,800 0,133] 0,230 | 4,730 0,266 0, 306
20 2,170 0,517 0,415 5,225 0,333 | 1,060
35 2,200 0,623 1,060 6,112 0,543 1,750
50 2,300 0,450] 0,958 | 5,703 0,825 | 1,820
72 2,366 0,517 1,016 | 4,553 0,970 | 1,709
100 2,396 | 0,527| 1,0741 3,335| 1,180| 1,892




=== U0l Kg/mi ge LmMuU

4 1,51 pg/ml de CMU
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0 Tallo + hoja
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FIG. 19.— CANTIDAD DE CMU FIJADO POR LA RAIZ Y PARTES AEREAS DE

CEBADA EN FUNCION DEL TIEMPO DE ABSORCION Y LA CONCEN-
TRACION DEL HERBICIDA.

——— 0,51 pg/ml de CMU
1,53 pg/ml de CMU

® Raiz
0 Tallo
3 o Hoja

PP S -0

g de CMU fijado/g materia fresca

U T T—
0] 20 40 60 80 100
Tiempo (horas)

FIG.20. — CANTIDAD DE CMU FIJADO POR LA RAIZ, TALLO Y HOJAS DE
JUDIA EN FUCION DEL TIEMPO DE ABSORCION Y LA CONCEN-
TRACION DEL HERBICIDA.
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cidn nutritiva con el monurén-2-140. El tratamiento fué ana-
logo al recibido por las plantas, completas y se efectuaron
extracciones a las 0,5, 1, 2, 4, 10 y 20 horas. Cada raiz ex-
traida se dividid en dos partes aproximadamente iguales; una
de ellas era lavada superficialmente, secada con papel de fil=-
tro, pesada y preparada para contaje en centelleo 1liguidos

la otra parte separada, se introducia en un vaso que contenia
agua destilada y se mantenia en agitacion durante una hora.
Durante este tiempo, la parte de herbicida absorbida pasiva=-
mente, salia por difusidn, quedando solamente el herbicida

que habia sido absorbido activamente y que estaba ocupando

el llamado cespacio interno. La semiraiz extraida del agua des-
tilada, sufria un tratamiento analogo al recibido por la otra
mitad determinandose la actividad correspondiente al herbici-

da fijado.

Los valores obtenidos para las raices que se contaron
inmediatamente después dc sacadas de la solucion radiactiva,
indican la absorcidn total de herbicida. Los valores obteni=-
dos por las raices que'estuvieron on agua destilada después
de ser sacadas de la solucidén radiactiva, expresan la canti-
dad de herbicida fijado activamente y que ocupa el llamado

"espacio interno".

El valor del "espacio libre" segin el concepto de
Epstein (39), o mejor dicho el valor del "espacio libre apa-
rente", segun la idea actual, podria ser obtenido, para la

primera hora de absorcidn, considerando que la concentracidn
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que se alcanza eon este ospacio es igual a la de la solucidn.
Es decir, si es ¢ el valor de la concentracidén del herbicida
en la solucidn, el valor del cspacio libre sera % siendo d

la difercncia cntre el valor obtenido para la absorcidén to-

tal menos el correspondiente a la absorciodn activae

Para el calculo del espacio libre aparente, deben te-
nerse en cuenta los valores de la absorcidn en la fase inicial
solamente, ya que a medida quc aumente la concentracion en el

. . . . 4 .
¢spacio interno, se pucde inducir alguna reaccion reversible
que haga salir moléculas de éste durantc ol tiempo de perma-—
nencia en agua destilada y como consecuencia nos falscaria

los resultados.

La preparacion dc muestras para contaje cn centelleo
1{quido sc realizd segun el procedimicnto descrito anterior-

mente en (2.1.4.2.).

A partir de los valores de la actividad del C-14 ob-~
tenidos por contaje, se dedujo la cantidad de¢ hoerbicida absor-

bido por gramo dc¢ materia fresca en las raicces aisladas.

En las tablas XXI y XXII sc cxprcsan los valores oo-
rrespondicntes a la absorcidn total y activa del herbicida,
on funcidn del ticmpo y se indica también, cl tanto por cien-
to que reprosenta la absorcidn activa frentc a la absorcidn
total. En las figuras nimero 21 y 22 sc representa grafica-
mente la variacidn del cspacio interno y oxtcrno para cada

planta en funcidén del tiempo. E1 calculo del espacio externo
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——— 0,51 pg/ml de CMU
1,53 pg/mi de CMU
o) Absorcion total

4 ® Absorcion activa

g de CMU/g materia fresca

Tiempo (horas)

FIG.21. —CINETICA DE LA ABSORCION ACTIVA Y TOTAL DE CMU,
POR RAICES AISLADAS DE CEBADA.

5._

’ 4_‘
—==— 0,51 ug/ml de CMU
3+ 1,53 g/ ml de CMU

@) Absorcion total

g de CMU/g materia fresca

[ ) Absorcidn octiva
=0
2’_ ——.———_———’—-’
1 ——-—c—""'_.-—._.
o~—"
O+ T 1 T T T T T
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FIG. 22 . — CINETICA DE LA ABSORCION ACTIVA Y TOTAL DE CMU,
POR RAICES AISLADAS DE JUDIA.
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para la 0,5 y 1 hora iniciales de absorcidn, segun la dosis y
planta considcrados, cxpresado en ml/g de raiz, se indioca en

la tabla XXIIZI.

El valor medio para cada planta, se ha determinado
considerando que el "espacio libre" es independiento de la

concentracién y del ticmpo dentro de ciertos limites.

TABLA XXIII, Estimacidén del valor del "espacio libre
aparcnte" para el CMU absorbido por plan-

tas de cebada y judia.

Planta Concentra~ } Tiempo de Espacio libre
cidn absorcidn aparentec para
ug/ml horas CMU
ml/g raiz
045 0,557
0,5
1 0,843
Ccbada
' 0,5 0,346
1,5
1 0,406
MEDTIA . 0,538
045 1,943
0y5
1 1,804
Judia
0,5 1,267
145
1 1,253
MEDTIA 1,567
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3.3.3. Analisis macroautorradiografico.

Para seguir la cindtica dc absorcion on forma grafi-
ca, se ofcctuaron autorradiografias de las plantas que iban
sicndo cxtraidas y contadas, pudicndose observar la distri-
bucidn del CMU entre los diferentcs Organos de la planta.

Las plantas sc deshidrataron por el procedimiento do congela-
cidn-dcsecacidn. Se utilizaron pelfculas Kodak Royal Blue
24 x 30. El tiempo dc exposicidon fué de 15 dfas, al cabo de

los cuales fucron reveladas.

En las figuras numero 23 y 24, sc representan las
autorradiografias correspondicntes a las plantas con diforen—

te tiempo de tratamicnto de monurén-2-14¢.

3¢3¢4. Analisis microautorradiografico.

Para la localizacidn dcl producto marcado a nivel
histoldgico se utilizd ol método microautorradiografico,
empleandose la técnica del "dipping" en secciones microtomi-
cas dc 5 u de los Organos fotosintéticos, con objeto de lo=
calizar la zona de concentracidn maxima del monurén—2-14C a
nivel histoldgico, Como ya se ha mencionado,el revelador

utilizado fué el Kodak D-19 y cl tiempo de exposicidn fué

de 15 dfas.

En las figuras numero 25, 26, 27 y 28 se representan
las microautorradiografias correspondientes a los difcrentes

organos de la planta,



0,5 Horas 1 Hora

4 Horas 24 Horas

Vv

48 Horas 72 Horas

Fig. 23, - Autorradiografias que muestran la distribucion del monuron-2 - en
plantas de judia, a las 0, 5;1;4;24;48 y 72 horas de absorcion radicular.
Dosis de herbicida 1,5 Kg/Ha. t~ 25 °C.



0,5 Horas 1 Hora

4 Horas 24 Horas

48 Horas 72 Horas

Fig, 24, - Autorradiografias que muestran la distribucion de monurodon-2-en
plantas de cebada, a las 0, 5;1;4;24;48 y 72 horas de absorcion radicular,
Dosis de herbicida 1,5 Kg/Ha, t* 25 °C,



Detail© de la localizacion del monurdn—2—
en raiz de judia, Microaxiiorradiografia de

seccidon transversal.

4
O



26,-

Microautorradiografia que muestra

la loca-

lizacion del monurﬁn-2-14C en hojas de ]u-

dia, Secciéon transversal.



Fig, 27,- Microautorradiografi a que inuesti’a la localiza-
ol6n del honurén-2-14v.' en eecci6bn transversal

de hojas de cebada.



Fig,

28,-

Microautorradiografia que muestra la localiza-

cion del monuron-2-en

del tallo de judia, Seccion

la zona epidérmica

longitudinal.



- 103 -

3.3.5. Dotcrminacion dc la viabilidad dc las plantas de ju—
dfa y cebada tratadas con CMU y calculo dec la concen-
tracidn de éste cn el jugo celular de los Organos fo-

tosintéticos.

Considcrando que la dosis dc aplicacidn del monurdn
on ol campo, varia desde 0,5 Kg/Hau, para aplicaciones muy
selectivas, hasta 20 y 30 Kg/Ha. en casos de esterilizacidn
dc sueloss sc ha calculado la concentracion que debe alcan-—
zar ¢l producto cn la solucidn nutritiva, para que exista
una cierta correlacidén cntre los datos obtenidos cen el labo-
ratorio y los datos de campo. La rclacidn Kg/Ha., con ug/ml,
se calculd del modo descrito antoriormente y se emplearon
también plantas de judfa y ccbada cultivadas en solucidn nu-
tritiva. Segin la dosis de monurdn cmpleada, las ceracteris-

ticas de la solucidn nutritiva se expresa cn la tabla XXIV

TABLA XXIV, Caractcristicas de las soluciones nutritivas cm-

plecadas scgun las dosis de cmu~2-14c,
Concentracion del CMU Concentracidn Actividad especifica
en la solucion nutritiva Radiactiva
(ug/m1) (M) {uCi/m1) Ci/mg)  (mCi/mM)
0,5 2,5 x 1077 1,06 x 1072 22,65 4,53
1,5 7,5 x 1077 3,18 x 1072 22,65 4,53
3 1,5 x 1078 3,18 x 1072 11,33 2,26
9 4,5 x 10~ 3,18 x 107 3,77 0,75
15 Ty5 x 1078 3,18 x 1072 2,26 0, 45
30 1,5 x 1071 3,18 x 1072 1,13 0,226
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Las plantas estuvieron en la solucion nutritiva con
. 3 . . s »
CMU durante una scmana en las condiciones de iluminacion, tem—

peratura y humcdad rclativa descritas anteriormente.

Al cabo de una scmana sc¢ anotaron los efectos obser—
vados ¢n las plantas somctidas a los diferentes tratamicntos

en cuanto a su viabilidad o daiio aparcnte.

Cada tratamiento comprendia 15 plantas. La actividad
del CMU contcnida en las hojas, se determiné mediante contaje
on centellco 1fquido y de cste dato, sc dedujo la concentra-
cion que existfa on el jugo celular de los Organos fotosinté-
ticos. También sc ofcctud radiocromatografia dc la solucidn
extractada de los difcrentes Organos de la planta con objeto
de determinar ¢l % de actividad que correspondia al monurdn-
-2—140 no dcgradado. lLa cromatografia se rcalizd en placas de
gel de sflice Camag DS—A, utilizando como cluyente la mezcla
Nitromctano-cloroformo, 1:1 (VsV), durante un ticmpo de desa-
rrollo de 2 horas. El revclade se cfcctud mediante autorra-

diografia.

El % dc actividad correspondicnte al CMU.TGSPOCtO a la
actividad total dotectada con el jugo colular se obtuvo por
contaje de los difcercntes puntos dc actividad de la placa, en
centellco liguido. E1 orden de magnitud para el CMU sin degra-

dar, fué de 90 & 5%.

La concentracién de CMU-2-14C en el jugo celular de

las hojas, sc¢ obtuvo considerandolo como cl cociente dc la
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cantidad dc CMU detcctada y cl contcnido acuoso de la muestra

medida.

La cantidad de CMU dctcctada sc obticnc segun la

formula:
_ d,.p.m. ) X C _ d._‘p.m. X 300 X O|9
by = 3 - g
2,72 x 10 x As 2,22 x 10 x As

1,2 x 1074 daneme
As

Siendos
My = cantidad dc CMU ecxprcsada en micromolcs.
depem., = dc-intcegracioncs por minuto obtcenidas al
dividir las cucntas por minuto corregidas, ontre
la cficacia dc contajce determinada por extandé—

rizacidn cxtorna.

V = 3005 factor dc¢ volumen que proccde de tomar
para cl contajec 10 lambdas dc los 3 ml gque se
utilizan para la cxtraccidn.

C = 0,93 cquivalc al % de CMU sin degradar, detecctado

por cromatografia.
As = Actividad ospccifica de cada solucion de CMU-2-
A 4C expresada cen ;uCi/AJ.M. Si As sc oxpresa on

pCi/mg, M, vendré oxpresado on mg.

En las tablas XXV y XXVI se cxpresa la concentraciodn
molar alcanzada por ¢l CMU con la fasc acuosa de la hoja, la
rclacion molar CMU/clorofila y ¢l estado general de la plan~-

ta dcspucs del periodo de absorcidn.
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3,4, ABSORCION FOLTAR.

Con objecto de cstudiar la absorcion foliar del monurdn
en plantas de judfa y cebada, sc dcpositaron cuidadosamentc con
microjcringa 0,2 ml d¢ una solucion acuosa dc monurén—2—140 de
30.ug/m1, distribuidos c¢n gotas sobre el haz dec una dc las hojas

de cada planta.

Sc estudid el cfecto de la teomperatura y la iluminacidn
sobre la traslocacidn dc cste horbicida después de la aplicacién
foliar. La experiencia sc rcalizé cn camaras de ambiente contro-
lado a tempcraturas de 5, 15 y 259C durantc periodos de¢ trata-
micnto de 24, 48 y 72 horas. Este ostudio se rcalizd con ilumi-

nacidn continua y constantc de 6500 lux y on obscuridad completa.

Después de cada perfodo de absorcidn, las plantas se fi-
jaron por congelacidn, sc dcseccaron al vacio y se cxpusieron on

una placa de autorradiografia,

Dospucs de revelado ol autorradiograma,se determind 1la
actividad dc estas plantas, midicendo on centelleo liquido una
muestra de las hojas no tratadasy, otra de tallo y otra de raiz

en cada planta.

En las tablas XXVII y XXVIII se expresan los rcsultados
medios obtcnidos para ambas plamtas, judia y ccbada, iluminadas
y sin iluminar cn los diforentes pcriodos deo ticmpo y a las dis-
tintas temperaturas. Los resultados sc cxprosan en % de traslo-
cacidn con respecto a la actividad original depositada en la ho-

ja tratada.
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Absorcidn foliar en hojas do cebada y judia

tratadas con 6 mg de CMU-2-14C. Actividad de<

positada 0,13 mCi. Plantas mantenidas en ilue

minacidén continua. Los valores cxpresan el %

de CMU traslocado con respecto al total depo-

sitado,
~___Temperatura (2C) 58 15¢ 25%
Tiempo de oxpo- —
sicion.
Especie (Hozggl\ 24 48 72 24 48 T2 24 48 T2
Hoja™ 1,98 |2,68 | 3,73 2,45 | 3,96 | 5,36 2,80 | 3,85 |11,43
i Tallo |2,46 |2,20 | 3,38 | 4,30 | 4,81 | 6,63| 5,06 | 4,95 | 6,38
Cebadax ;
Raiz - - | 0,21 - - | 0,28) 0,16 | 0,26 | 0,40
Actividad ‘
total tras— | 4,45 |4,88 | 7,32 | 6,75 | 8,78 12,11 | 8,03 | 9,06 |12,83
1pcada.
Hoja® | 0,86 |2,06 | 2,25 {1,36 | 7,50 10,80{ 9,16 { 9,84 [10,83
Tallo®™ - - | 1,61 | = [1,08]3,91] 0,51 | 1,31 | 4,40
Juifa!  Tallo™=® - - - - |0,18|0,35| 0,30 0,25 | 0,45
Raig - - - - - - - - -
Activida ~ - ; ;
total tras-| 0,86 {2,06 | 3,86 | 1,36 | 8,76 115,06 (10,97 11,38 15,68
locada : .
L [
= Hoja no tratada
= Mitad superior del téllo, 5 cme.
®¥#  Mjtad inferior del tallo, 5 cm.
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TABLA XXVIII. Absorcidn foliar cn hojas dec ccbada y judia
tratadas con 6 ug de CMUA2—14C. Actividad de-
positada 0,13 uCi. Plantas mantenidas en obs-
curidad completa a lo largo de la cxperiencia.
Los valores expresan el % de CMU trgslocado

con respecto al total depositado.

_ Tempcratura (9C) 59 159 25¢
Tiempo de oX-
posicion
Especie “(horas)| 24 48 72 24 48 72 24 48 T2
0 ‘ ;
Hoja® - - - - - - - - le,15
Tallo - 0,81 [0,71 |1,03| 1,3 | 1,16] 0,96 | 1,06 |1,43
Cebadal
' Raiz - - - - | 0,45 0,20 - |0,2 [0,22
Actividad . —
total tras~| - [0,81 | 0,71 [1,03] 1,45 1,36 0,96 | 1,26 |1,66
locada.

Hoja®™ | = | = |0,75| = | 0,90| 1,78 = |1,78 [1,58
Tallo™ - - - - | 0,65 1,61 - 11,38 [1,55

Tallo™er - - - - - - - - -
Judfa ¢
Raiz - - - - - - - - -
Actividad :
total tras— - - 10,75 ~ | 1461 3,40 - 13,05 | 3,13
L locada.
®

Hoja no tratada

¥  Mitad superior del tallo, 5 ome

#EE  Mjtad inferior del tallo, 5 om,



- 111 -

En las figuras numcros 29, 30 y 31 se representan los
autorradiogramas corrcspondicntcs a las plantas mantenidas en
iluminacidn continue para las temperaturas y periodos do tiempo

mencionados.

La figura numero 32 representa los autorradiogramas de
las plantas mantcnidas a 25%C sin iluminar después del trata—

miento.



24 Horas
%
y.1
48 Horas
72 Horas
Fig. 29. - Autorradiografias que muestran la distribucion del monuron-2- en

plantas de judia y cebada, a las 24, 48 y 72 horas del tratamiento foliar.
Actividad depositada 0, 13/iCi. Temperatura durante la experiencia 5°C.
Plantas iluminadas con 6. 500 lux.



24 Horas

78

48 Horas

"U

72 Horas

30, - Autorradiografias que muestran la distribucion del monuron-2- en

Fig,
a las 24, 48 y 72 horas del tratamiento foliar,

plantas de judia y cebada,
Actividad depositada 0, ISyuCi, Temperatura durante la experiencia 15 °C,

Plantas iluminadas con 6, 500 lux.



24 Horas

48 Horas
JLYI
72 Horas
Fig, 31, - Autorradiografias que muestran la distribucion del monuron- 2 - en

plantas de judia y cebada, a las 24, 48 y 72 horas del tratamiento foliar,
Actividad depositada 0, 13/iCi, Temperatura durante la experiencia 25 °C,

Plantas iluminadas con 6, 500 lux.



24 Horas

48 Horas

72 Horas

Fig, 32, - Autorradiografias que muestran la distribucion del monuron-2- C en
plantas de judia y cebada, a las 24, 48 y 72 horas del tratamiento foliar,
Actividad depositada 0, 13 juCi, Temperatura durante la experiencia 25 ®C,

Plantas mantenidas en la obscuridad.
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3.5. COMPORTAMIENTO DEL MONURON EN EL SUELO.

Se eligieron cuatro suelos cuyas caracteristicas se

expresan en la tabla XXIX.

El suelo I procede de Santa-Olalla (Toledo), es de tex—
tura "franco—arenosa"; su contenido en materia organica y ni-
trogeno total son normales. Es de destacar la baja proporcidn
de P,O. (expresado como fraccidn asimilable en Kg/Ha hasta 20

275

om de profundidad).

El suelo II es de la misma procedencia que el anterior,
siendo las caracteristicas y texturas similares. El contenido
en materia organica es muy alto debido a que este suelo habia

sido estercolado abundantemente en afios anteriores.

El suelo IIi es de textura "arena franca", procede de
la Ciudad Universitaria de Madrid, su contenido en materia or-
génica es muy bajo, por lo que en la tabla XXIX no se ha refle—
jado la relacidn C/N debido a la poca garantia que merecen los
valores de ambos elementos; la proporcidn de P205 es normal.

Este suelo es ligeramente basico.

El suelo IV es de textura "franco muy arcillosa", con
contenido en Ca, (fraccidm asimilable en Kg/Ha hasta 20 cm'de
profundidad), bastante elevada, por lo que podria ser tdxico
para algunas especies de plantas. Este suelo fué tomado en

Tierra de Barros (Badajoz).



TABLA XXIX.
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Andlisis de suelos

Tipo de andlisis Suelo I Suelo II Suelo III Suelo IV
Arena Gruesa (2-0,2 mm) | 31,5% 30,8% 55y95% 13,54%
Arena Fina (0,2-0,02 wm) 29,9% 39,2% 19,30% 30,46%
Limo (0,02-0,002 mm) 24,04% 19?04% 13,25% 30?00%
Arcilla (Inf. a 0,002 mm) 14,04% 11,04% 11,50% 26,00%
Textura: : Franco Franco Arena Franco muy

Arenosa Arenosa Franca Arcilloso
Quimico~Fisico é
pH (C1K) 6,60 6455 7540 7530
pH (H,0) 7,40 7435 8,10 1595
Quimico

Materia organica™ 1;14 2;24 0,24 1,07
NE® 0;054 0;085 0;029 0;062
cE% 0;66 1;30 0;14 0;62
C0,Ca™ <1 - <1 <1
ons**“ | 141 105 480 300
Kp0™ | 930 855 240 1.230
Ca ¥ | 10.800 6.950 12,900 18.600
Mg™* 1.200 450 1.493 2.415
c/N 12,2 15,2 - 10

clasificacién de Atterberg (115)

#  (ontenido total %

Se ha seguido el criterio, Internacional, basado en la

Fraccidn asimilable Kg/Ha. (hasta 20 cm de profundidad)
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3.5.1. Estudio del movimiento vertical del monurdén en funcidn

de las diferentes dosis de riego.

Suponiendo gque la zona de influencia de las raices de
las plantas de cebada y judfa, comprende los 20 primeros centi-
metros de profundidad aproximadamente, se ha pensado limitar
a ésta el estudio de la emigracidn vertical del monurdn. como

consecuencia de las fliferentes dosis de riego.

Con este objeto se construyd una bateria de columnas
de policloruro de vinilo de 6,6 cm de diametro interior y 30 cm
de altura. Estas columnas estaban seccionadas por la mitad en
forma de media cafia, unidas hermeticamente con masilla y cerra-—
das por un extremo con papel de filtro y malla plastica, con
objeto de sujetar el suelo y permitir el drenaje del agua. las
columnas se llenaron con suelo hasta una altura de 22 ecm con
un volumen de 752,44 cm3. Las dosis de riego empleadas fueron

de 15, 30 y 60 mm, realizando dos repeticiones por dosis.,

Las columnas se sometieron a vibracidn constante du-
rante una hora para homogenizar y apelmazar el suelo de mane-
ra uniforme en todas. A continuacidn se les did un riego de
500 ml de agua y se dejo percolar durante 24 horas, midiendo
el agua recogida para poder determinar la humedad correspon—
diente a la capacidad de campo. En la tabla XXX se indican los
valores medios obtenidos para los difercntes suelos, expreé%n—

dose la capacidad de campo en ml de agua por 100 gr. de tierra.
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TABLA XXX, Capacidad de campo para los diferentes

suelos.
Suelo Peso Densidad ml de agua Capacidad de
retenida campo.
I 1150 1,452 4817 42,34
1T 1010 1,34 M2 41,78
III 1950 1,26 306,85 32,30
v 1030 1,39 470 45,63

Después que los suelos alcanzaron su capacidad de
campo, se afiadieron 5 ml de una solucidén alcohdlica de monu=
rén-2-14C con actividad de 22 uCi/ml, distribuyendose homogé-

neamente por la superficie,

Para proporcionar las dosis de riego de 15, 30 y 60
mm, se afiadidé a las respectivas columnas 51,33 102,6 y 205,2
ml de agua. La adiccidn de ésta, se efectud lentamente, con
objeto de evitar una excesiva acumulacidn de agua sobre la

superficie del suelo.

Del agua de percolacion procedente de estos riegos,
se tom0 una muestra para determinar su actividad. Solamente
se detectd, en la muestra procedente del suelo franco-areno—
so para el riego de 60 mm, siendo esta actividad de 0,017
uCi/ml. Una vez percolada el agua de riego se dejaron secar
las columnas durante 72 horas, al cabo de las cuales se sec—

cionaron por la mitad introduciendo un hilo de nylon entre los
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bordes de union de las dos medias calias y recorriendolas lon-
gitudinalmente. Esta operacidn es importante reslizarla con
sumo cuidado con el fin de evitar el arrastre de part{culas
de tierra que alterarian la distribucidn de la actividad.
Estas semicolumnas que mostraban el perfil del suelo, se de-

jaron secar durante 3 dias en posicion horizontal. Transcu-

rrido este tiempo, del suelo contenido en las dos semico-
lumnas se tomaron muestras a diferentes profundidades (cada

2 cm), para determinar su actividad (116) y (117).

De cada muestra de suelo se tomaron 10 gr y se extra-
jo el CMU con etanol mediante elucidn en columna, recogiendo
los 50 primeros mililitros de los que se tomé una alicuota
para su medida en centelleo 1liquido. Con este método, la
eficiencia de extraccion de CMU en los 4 suelos empleados
fué de 75% para el suelo I, 68% para el suelo II, 85% para

el suelo III y 51% para el suelo IV.

Los valores del reparto en profundidad del CMU para
las diferentes dosis de riego y suelos, expresados en %, se
indican en las tablas XXXI, XXXII y XXXIII y se representan

en las figuras 33, 34, 35 y 36.

3.5.2. Degradacién del monurdn en el suelo.

El estudio de la degradecidn en el suelo de este
compuesto, se realizd controlando periddicamente la pérdida
de actividad del monurén-2-'4C que previamente habfa sido

afladido a los diferentes suelos. Se incorpord 1 mCi de
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TABLA XXXI. Distribucion de la actividad para un riego

de 15 mm ®,

Profundidad | Suelo I | Suelo IT | Suelo III | Suelo IV|
(cm)
2 85,72 89?35 38,30 89,36
4 8,90 6454 21,02 4,75
6 4750 1?74 17,64 4,02
8 0?69 1?62 9,72 1,76
10 0,17 0,41 7,50 -
12 - 0;28 4,03 -
14 - - 1,43 -
16 - - 0,34 -
18 - - - -
20 - - - -

® YValores expresados en %.
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TABLA XXXII. Distribucion de la actividad para un

riego de 30 mm .

Profun?idad Suelo 1 Suelo II Suelo III Suelo IV

cm
2 58,00 47,00 23,60 41,97
4 27,00 22?77 25?00 15?29
6 6,88 14433 23,00 19?77
8 3524 12,83 11,00 11,8
10 3,47 1,57 5?81 5,32
12 0,09 0,73 3,94 3,28
14 - 0,13 3,85 2,51
16 - 0,11 2,40 -
18 - 0;20 0;16 -
20 - 0;23 0;014 -

® YValores expresados en %.
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TABLA XXXIII.

Distribucidn de la actividad para un

riego de 60 mm * .
Profundidad | Suelo I | Suelo II | Suelo III | Suelo IV
(cm)
2 15,72 24,21 9,30 25?53
4 7;93 10793 9?25 14,64
6 1,76 8,12 8,65 17,16
8 13,70 20,14 9,10 21,48
10 14,66 20,64 9,67 6,90
12 4,46 4,18 12,20 5,87
14 0,62 3,54 11,80 6?01
16 0?78 3,14 10,40 0,37
18 0,22 2;50 10 -
20 0,12 1,61 9,63 -

¥ vValores expresados en %.
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FIG.33. — EMIGRACION VERTICAL DEL CMU EN EL SUELO I
PARA LLAS DIFERENTES DOSIS DE RIEGO.



1007
80 Riego: 60 mm

60~

Actividcd

40

%

20

j I ) o ™
O 2 4 6 & 10 12 14 1 18 20
Profundidad (cm)

100+

80 Riego: 30 mm

60

Actividad

40

%

O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Profundidad (cm)

1004

80 Riego: 15 mm

60+

Actividad

40-

%o

o) —-%‘T T Y Y T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Profundidad (cm)

FIG.34. — EMIGRACION VERTICAL DEL CMU EN EL SUELO II
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monurén-2-14C a 1 Kg de cada suelo, se homogenizaron perfec—
tamente y se mantuvieron en condiciones de humedad y tempera-

tura ambiente, protegidos de la lluvia.

Con objeto de estudiar la influencia de la humedad
en la degradacidn de ecste herbicida, se llevl paralelamente
el estudio con 1 Kg de suelo II, mantenido durante toda la
experiencia con una humedad correspondiente a su capaci&ad
de campo. Durante los 12 meses que durd esta experiencia, se
1llevd un registro de humedad relativa y temperatura del ambien-

te,

Mensualmente, se tomd una muestra de 5 gr. de cada
suelo, se extraia el monurén—2-14C comd se indicd en el apar—
tado antorior y se determindé su actividad en centelleo liqui-

do.

También se efectud un analisis radiocromatografico
de las extracciones alcoholicas de cada muestra. El objeto
de este analisis era la determinacion de la radiactividad que
correspondia al CMU-2-14¢, dontro de 1la actividad total detec-
tada., Las cromatografias se realizaron sobre placas de gel de
sflice con fluorescencia, con objeto de detectar conm luz ul-
travioleta la presencia del anillo aromatico y placas sin fluo-
rescencia que después de reveladas con autorradiografia y ana-
lizadas con el Registrador de cromatogramas descrito en el
apartado 2,3.2., cran raspadas en las puntos activos para de-

terminar el % de actividad quc correspondia al CMU. El hecho
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de no emplear las placas con fluorescencia para el contaje
en centelleo liquido, radica cn las interferoncias que se pro-—

ducen entre la sustancia fluorescente y el lumindforo.

La mezcla cluyente utilizada en cromatografia fués
nitrometano, cloroformo (1:¢1) por ser la que se encontrod con
mayor capacidad separadora para los compucstos de degradacion

del CMU,

En la tabla XXXIV se detalla la pérdida de la actividad
del monurdn-2-14C en funcién del tiempo en los suelos trata—
dos.durante el periodc de duracion de la experiencia y estan

representados en las figuras numero 37, 38, 39, 40 y 41.

El registro grafico de las mucstras corregspondicntes
a la Ultima extraccidén se rcpresenta en las figuras numero
42, 43, 44, 45, 46 y 47. En la figura nimero 48 se visualizan
las autorradiografias de los cromatogramas corrcspondientes

a los 30, 60, 210 y 330 dias.

Las cantidades de microorganismos totales en los sue=-
los, estimados a partir de las cxtraccioncs de 10 gramos de
muestra con 98 ml de solucidn de peptona al 0,1% en dilucidn
1074 y 1075 ¢ incubados durante 72 horas a 30°C, segin técni-
cas estandarizadas, en placa Petri en un medio "Platc Count
Agar" de la casa Difco, sc detallanen la tabla XXXV. Los con-
tajes sc efectuaron al comienzo, a los secis meses y al final

de la cxpcriencia.
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FIG. 37. — DEGRADACION DEL CMU-2- '4C EN EL SUELO I EN FUNCION
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FIG.38. — DEGRADACION DEL CMU-2- '#C EN EL SUELO I EN FUNCION
DEL TIEMPO.
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FIG. 41.— DEGRADACION DEL CMU-2-'4C EN EL SUELO I, MANTENIDO
EN CONDICIONES DE HUMEDAD CORRESPONDIENTE A'LA CAPA-
CIDAD DE CAMPO.
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FIG.42 .— REGISTRO GRAFICO DE LA RADIOCROMATOGRAFIA
CORRESPONDIENTE A UN PATRON DE CMU-2-'4C
DISUELTO EN ETANOL.
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FIG.43.— REGISTRO GRAFICO DE LA RADIOCROMATOGRAFIA
CORRESPONDIENTE AL EXTRACTO ALCOHOLICO DEL
SUELO I, A LOS 300 DIAS DE TRATAMIENTO CON
CMU -2 =14C.
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FIG.44.— REGISTRO GRAFICO DE LA RADIOCROMATOGRAFIA

CORRESPONDIENTE ‘AL EXTRACTO ALCOHOLICO DEL

~ SUELOII, A LOS 300 DIAS DE TRATAMIENTO CON
cCMU-2 -14C.
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FIG.45.— REGISTRO GRAFICO DE LA RADIOCROMATOGRAFIA
CORRESPONDIENTE AL EXTRACTO ALCOHOLICO DEL
SUELOIN, A LOS 300 DIAS DE TRATAMIENTO CON
cMu-2-14c.
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SUELOIV, A LOS 300 DIAS DE TRATAMIENTO CON
CMuU-2-14¢C,
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FIG.47.— REGISTRO GRAFICO DE LA RADIOCROMATOGRAFIA
CORRESPONDIENTE AL EXTRACTO ALCOHOLICO DEL
SUELO II, MANTENIDO EN CONDICIONES DE HUMEDAD,
A LOS 300 DIAS DE TRATAMIENTO.
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TABLA XXXV. Conteo de microorganismos totales.®

Tipo de Testigo CMU

tratamiento 0,5 mg por gramo de suelo
Tipo de
suelo Tiempo=0| Tiempo=6 meses [Tiempo=12 meses

I 6,10 6,10 6,30

II 6,18 6,20 6,35

III 6,09 6419 6,04

Iv " 6,01 6515 6,03

® Los valores expresados en la tabla representan el
logaritmo decimal del numero de microorgan{smos

viables por gramo dc suelo.




4. DISCUSION DE RESULTADOS
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3.5.3. Analisis estadistico.

" Teniendo en cuenta las distribuciones muestrales
que se representan en las figuras 37, 38, 39, 40 y 41,
puede suponerse que cumplen con la hipotesis de pertenéé

cer a funciones del tipo exponencial
u-M et (1)

Donde M es la cantidad de monuron remanente en el suelo
al cabo de un tiempo t de aplicacion de la cantidad ini-

cial M0 v K una constante caracteristica para cada suelo.

Tomando logaritmos neperianos en la ecuacion (1),
resultaras

LM=IM, - Kt  (2)

Ajustando por el metodo de minimos cuadrados los pares de
valores muestrales anteriormente citados, a curvas del ti-

po (2), tendremos como resultados finales:

Suelo T  IM= 4,62391-0,00193 t & bien M= 101 o0200193 ¥

Suelo II  IM= 4,546900-0,00136 t 6 bien M= 94,34 e—O?OO136 t
Suelo II  IM= 4,474750-0,00370 t & bien MN= 88,01 ¢~ 0200370 %
(humedo) -

Suelo IIT IM -0,00244 ¢

4,510013-0,00244 t 6 bien M= 91,00 e
101,00 000104

Suelo IV  IM= 4,615368-0,00104 t 6 bien M

~ 2
La bondad del ajuste mediante la . de Pearson

»

es superior al 95% para un nivel de significacidn del 5%,

para las cinco ecuaciones.
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DISCUSION DE RESULTADOS.

4.1. ESTUDIO DE LA INHIBICION DE LA FOTOSINTESIS POR EL MO-

NURON EN CLOROPLASTOS AISLADOS DE DIVERSAS PLANTAS.

Los resultados obtenidos para los cloroplastos ais—
lados de las cinco especies vegetales estudiadas, demuestran
que la velocidad de la reaccidn de Hill es diferente para ca-
da especie. E1 valor encontrado para los cloroplastos de ave-
na, es de unas cinco veces menor gque el obtenido para las de
judfa y alfalfa y aproximadamentc la tercera parte del valor

correspondientc a los cloroplastos de cebada.

Es de notar gue la velocidad de la reaccibn decrece
rapidamente a medida que transcurre el tiempo, llegando a
anularse, en nuestras condiciones.al cabo de una media hora.
El decrecimiento de la velocidad de reaccidn es distinto pa-—
ra las diversas especies estudiadas, motivo por el cual los
valores maximos de DPIP reducido al final del periodo de
reaccidn, para cada especie, no guardan la misma relacidn
con los valores iniciales. Este decrecimiento es menor en la
cebada y hace que atn tcniendo una velocidad inicial baja,
alcance el mayor valor de reduccidn del DPIP al final del pe-

- 3 . ’
riodo de iluminacidn.

El calculo tebrico de la velocidad de reaccidn en
cada instante, lo podriamos obtener a partir de la derivada

de la funcion obtenida para cada especie, sin embargo, la
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velocidad inicial ha sido calculada experimentalmente en los
tres primeros minutos de reaccion, ya que, en el origen, la
funcidén matematica ajustada, podria no coincidir con el pro-

ceso real.

Los resultados de la velocidad inicial obtenida para
los ensayos testigos, oscilaban entre 0,363 y 1,435 micromo-
les de DPIP reducidos por minuto y por micromol de clorofila
para la avena y judia respectivamente, siendo estos valores

concordantes con los encontrados en la bibliograffa (118).

En todos los resultados obtenidos se observa la pro-
piedad inhibidora de la reaccidn de Hill por el CMU. En tra—
bajos anteriores (3), (60), (74) y (75) se habia determinado
que en cloroplastos de cspinaca y células de Chlorella, se
conseguia un 50% de inhibicidn de la fotosintesis para con-—
centraciones de CMU del orden de 10™0 M; Cooke (2), sin em—
bargo, habia indicado anteriormente que para concentraciones
de CMU del orden de 10-6 M, la reaccién de Hill se inhibia
totalmente. E1 poder inhibidor del CMU depende de bastantes
factores, ademas de la concentracidn, destacando principal-
mente, la relacidn molecular entre CMU/clorofila y la espe-
cie vegeotal considerada. Por la razdn anterior, en lugar de
dar la concentracion de CMU correspondiente al PIgq, tratan—
dose de cloroplastos aislados, conviene dar la relacidn CMU/

/clorofila, gue produce el PI para cada especie.

50?
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Segin los resultados obtenidos, la relacidén CMU/clo-

rofila correspondiente al PI__ varia bastante para cada es-

50
pecie. Esto expresa que para producir el 50% de inhibiciodn

de la reaccidén de Hill en los cloroplastos aislados, la can-
tidad de moléculas de clorofila que son afectadas por una mo-

lécula de CMU es muy variable, dependiendo este valor de la

sensibilidad especifica de los cloroplastos.

Segun los datos que se han obtenido para cloroplas-—
tos aibslados de alfalfa y cebada (que resultaron las mas sen—
sibles), la relacién molecular CMU/clorofila es de 1/374,5
y 1/363,6 respectivamente, para la espinaca 1/81,4; para la
judia 1/9,5 y para la avena 1/0,7, siendo por tanto los clo-
roplastos de ésta los mas resistentes a la inhibicidn por el

CMU.

4,2, ABSORCION RADICULAR DEL MONURON POR PLANTAS DE JUDIA Y

CEBADA.

A la vista de los resultados obtenidos por los méto-
dos de contaje y autorradiografia, se observa una absorciodn
gradual del herbicida. En las primeras horas, la velocidad
de acumulacidén en las raices es muy superior a la del resto
de los Organos a medida que transcurre el tiempo. A partir
de las 10 horas, la acumulacidn del herbicida en la raiz va
perdiendo importancia y va aumentando la acumulacidn en los

Organos acreos.



= 120 =-

Para la concentracion de 1,5,ug/ml, la fase inicial
de la absorcidn es semejante a la de la dosis 0,5 ug/ml, pero
a medida que transcurre el tiempo en las plantas que absor-
ben CMU se observa un decrecimicnto de la acumulacion del her-
bicida en la raiz y una estabilizacion del contenido en her—
bicida en ¢l tallo y en las hojas. Este decrecimiento en la
raiz es mucho mas avusado para las plantas de judia que para

las de cebada.

Una explicacidn de este comportamiento debe residir
en el modo de actuacidn del herbicida en la fisiologia de las
plantas. E1 CMU que inhibe la reaccidén de Hill en la fotosin-
tesis como se ha comprobado anteriormente, inhibe, como con-
secuencia, la produccidn de hidratos de carbono, que es la
fuente energética para todos los procesos que requieren ener-
gia metabdlica. Como la absorcidn activa requiere un gasto
energético, es evidente que con la disminucidén de hidratos
de carbono, decrezca @ incluso se llegue a anular la absor-
cibn activa. Esta observacidn, esta de acuerdo con la idea de

Freed (87), Geohegan (119), g otros autores, (120) y (80).

El hecho de que la acumulacidn en la raiz decrezca
mas acusadamente cn la judia que en la cebada debe tener su
explicacion en la distinta sensibilidad de ambas plantas an—
te el herbicida, ya que la jud{a es mucho mas sensible que

la cebada.,
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Considerando solamente el proceso de absorcidn en la
raiz aislada y dentro de la primera hora, se observa que el
valor del "espacioc libre aparcnte" para la judia es, por lo
menos, doble que ¢l alcanzado en la cebada. Los valores en—
contrados demucstran una vez mas la arbitraricdad del concep~
to de "espacio cxterno", que segun se decia, es el volumen
de raiz en el cual los iones puedan entrar o salir libremen-
te. El velor de 1,567 ml por gramo de raiz, es absurdo si se
considera un cspacio externo fisico, por tanto, de acuerdo
con la concepcion moderna (121), conviene hablar de un "es~
pacio cxterno aparente" para absorcion de cada sustancia en

cada planta.

En las microautorradiograf{as se obscrva que el mo-
nurén se distribuye homogeneamente en las raices, mientras
que en los Organos acreos el monurdn se acumula principalmen—

te en la zona epidérmica y parenquima clorofilico.

Con respecto a la cantidad de CMU acumulado en las
hojas de planta de judfa y cebada que 1o absorbieron radicu-
larmente, no se observa una relacion lineal entre las concen-
traciones acumuladas en las hojas y la concentracion del mo-
nurdn en la solucidén nutritiva. Es evidente, la existencia
de un transporte activo que hace aumentar la concentracidn
dcl CMU en el interior del jugo celular hasta valores de

104 veces el existentc en la solucidn nutritiva.
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A partir de la dosis de 9 pg/ml dec CMU para las plan-
tas de cebada y de 3.pg/ml para las de judia, la concentra-
cién de CMU, on el jugo celular, no aumenta progresivamente
con la concontracidn, ¢ incluso las plantas que fueron some-
tidas a una dosis de 30 mg/ml, absorbieron menos que las de
15‘ug/m1, hecho explicable por la muerte prematura de las

primeras.

Parcce ser que concentraciones de CMU en el jugo cclu—
lar de la hoja supecriores a 10_5 M, pro&ocan alteraciones en
el mctabolismo de la planta ¢ incluso pueden llegar a causar
su muerte. Es de notar que segin ¢l analisis microautorradio-
grafico como acabamos dc decir, el CMU estaba mucho mas con-
contrado en la epidermis y parenquima clorofilico que en el
resto de la hoja, por tanto, la concentracidn real existente
en los clementos fotosintétices, sera mayor que la calculada
tedricamente, considerando la cantidad total de CMU y agua

presentes en la hoja complcta.

Sogun cstas consideraciones, se pueden correlafionar
en parte, los dafios observados en la planta total causades: por
el CMU, con el efecto inhibidor de la reaccidon de Hill, en
los cloroplastos aisladose. Sin embargo, hay una aparente ano-
malia entre el comportamiento dec la planta total y los cloro-

plastos aislados de cebada, pues mientras los cloroplastos
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aislados resultaron ser los mds sensibles al CMU, al nivel del
PISO’ en la planta completa no sufrieron efecto aparente aun
con concentraciones de CMU 10 veces superiores a la determina-

da para producir el PI__. Esta aparente anomalia debe tener

50
su explicacidén en el metabolismo del CMU por la célula comple-
ta de la cebada que tal vez haga disminuir la cantidad de CMU

activo en los cioroplastos. En la actualidad, este tema esta

siendo objeto de un estudio detallado,.

4.3+ ABSORCION FOLIAR

Como consecuencia de los resultados obtenidos en las
experiencias de absorcion foliar de monuron en plantas de ju-
dfa y cebada, se observa que este herbicida se trasloca muy
poco, 1o cual esta de acuerdo con los datos encontrados en la
bibliograf{a (48). Por esta razon, el producto se aplica en el
suelo, prinoipalmente en preemergencia, para que la absorcidn

se efectde por via radicular.

Tanto en cebada como en jud{a, se oObserva una absors
cion mucho mayor en las plantas mantenidas en iluminacidén con-
tinua que en las no iluminadas y dentro de cada una de las ex-
periencias, se observa mas absorcidén a medida que aumenta la -

temperatura, siendo a 59C la traslocacidn muy escasa.

La cantidad total traslocada no aumenta en proporcidn

directa al tiempo de absorcidn.
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En cebada, en un principio la mayor acumulacidn se ob=
scrva en el tallo ; pasando en las horas siguientes a las hojas.
En judfa, sin cmbargo, desde un principio se observa una mayoi
acumulacidén en las hojas. Para los diferentcs tiempos de absor—
cidn cn las tres temperaturas no se detecta actividad en las
raices de las dos plantas. Para las plantas de cebada mante-
nidas en iluminacion continua, el monuron apcnas llega a tras—
locarse el 13% del total depositado, en las condiciones Optimas

de experiencia, (t2. 259Cs 72 horas de absorcidn).

BEn plantas de judia cl porcentaje maximo de trasloca-
cién es ligeramcnte superior al de cebada y entre la tempera-
tura mas clevada y la mas baja, la diferencia del porcentajoe
total traslocado es mas acusada; siendo siempre la cantidad

traslocada a la hoja 10 tratada muy supcrior a la del tallo.

Con respecto a las plantas no iluminadas, es de¢ des-
tacar, ¢l pequchio porcentaje traslocado, pues no pasa del
3,13% en 1la judfa y del 1,66% on la cebada, cn las condicio—

nes de temperatura optima (259C).

En las autorradiografias correspondientes a estas plan—-
tas, figuras ntmero 29, 30, 31 y 32, sc visualiza de una ma-—

nera cualitativa los resultados descritos en las tablas.
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4.4. COMPORTAMIENTO DEL MONURON EN EL SUELO.

4.4.1. Emigracion vertical en funcion de la dosis de rie-

go.

Debido al corto periodo de duracidn de la experien—
cia, el monurdn no se degrado sensiblemente y no hubo ne-
cesidad de efectuar correcciones por este concepto en los
valores obtenidos, siendo, por esta razon, la actividad
del '4c detectada la correspondiente al monurdn-2-14c y
se puede tomar esta actividad para determinar el reparto
del monurdén en las columnas de suelo en funcidn de la do-

sis de riego.

Para la dosis de riego de 15 mm, se observa gue
el 95% del monurdn queda distribuido entre los 4 y 6 pri-
meros centimetros para todos los suelos, excepto para el
suelo III de textura "arcna franca" donde la profundidad
alcanzada por ¢l monurdn es aproximadamente el doble que

la que alcanza en los restantes suelos.

Para la dosis de riego maxima (60 mm), se obser—
va que el 95% del monurdn se reparte entre los 14 primeros
centimetros, aproximadamente, en los suelos I, II y v,
mientras que cn cl suelo IIT se distribuye casi homogénea-
mente entre los 20 primeros centimetros, ¢ incluso, un 5%

se perdio cn cl agua rccogida a la salida de la columna.

En el movimicnto vertical del herbicida eon el
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suclo jucgan trcs factores principalmente: la solubili-
dad dcl producto on cl agua, la dosis dc ricgo y el gra-
do dc absoreidn del producto por cl suclo. Este ultimo
factor depcnde a su vez del contenido en arcilla y mate-

ria organica

Si obscrvamos cn la tabla XXIX el analisis de
los suclos cstudiados, podemos apreciar que el suelo III
es el de mcnor contenido en arcilla y matcria orgénica,
por cste motivo el CMU es retenido con menor intensidad

¥ alcanza mayor profundidad.

En el suelo II, que cs el de mayor contenido en
matcria organica se observa un dcscenso del herbicida
anélogo al quc sce producc en los suelos I y IV, quo si
bicen ticnen menor contenido cn materia organica, contic-

nen mas proporcidn de arcilla que el suelo II.

El rcparto cn profundidad del CMU en los suclos

I, IT y IV no contradice los datos encontrados en la bi-

bliografia, (15), (16) y (17).

Tomando como base el riego de 60 mm y consideran—
do la profundidad media alcanzada‘por el monurdn como la
correspondiente a la linea.tedrica que delimita la acumu-
lacibén del 50% del horbicida, en la zona supcrier e in-
ferior, es dccir, la mediana de la distribucibén de la ac—

tividad en funcidn de la profundidad, sc obtienen los va-

lores que se detallan en la tabla XXXVI para dicha pro-



fundidad media y para la elucidn del herbicida en funcidn

de la dosis de riego expresada en mm de profundidad por
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mm altura de riego.

TABLA XXXVI. Valores de la relacidn entre la pro-
fundidad media alcanzada por el mo-
nurdén y la altura de riego en los

distintos suelos, calculados para el

riego de 60 mm.

Suelo Profundidad media ® Descenso relativo
I 52,6 0,87
II 66,7 1411
II1I 106,6 1577
IV 5145 0,85
=

&= expresado en mm de profundidad/mm de altura de riego.

expresado en mm,

4.4.2, Degradacion del monurdn en el suelo.

suelo, por la actividad remanente del monurén—2-140 incor-
porado en el momento del tratamiento, puede considerarse

representativa, debido a que la pérdida de actividad en

La evaluacidn de la degradacidén del monurdn en el

el tiempo, cquivale a una pérdida del 14C de 1a
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) . 14,4y

moléecula de monurén—2—14C, (unica fuente inicial de ' 'C),

bicn sea por intorcambio con el 002 atmosférico, (que

resulta insignificante cn cstc caso) o por cfeccto de res—
s e ® . [

piracion de los microorganismos que son capaces de uti-

lizar al monurdén como fucntc de carbono.

En la actividad detectada, puede corresponder,
una parte,a los productos de degradacion del monurdn que
conservan el 140, por cste motivo se cfectud el analisis
radiocromatografico, por medio del cual, se dotermind el
% dc actividad correspondicnte a estos productos y como
consecuencia se pudo conocer con precisiom la cantidad

de monurdn remancnte.

En los resultados obtenidos, sc observa a lo lar-
go de los 330 dfas quc durd la experiencia, una cscasa
degradacidn, que vicne a confirmar los datos bibliogra-~
ficos revisados (18), (19), (20) y (21). Estos datos,
contrastan con los encontrados para otros herbicidas por
cjomplo el 2, 4~D (117), que al mes de aplicacidn, se ha
dogradado aproximadamentc un 50% en suelos de tipo medio.
Por csta razdn, cl monurdn es un herbicida de aplicacion
en prcemergencia y es nccesario tcner en cuenta el efecto

residual para los cultivos sucecsivos.

A los 150 dias de comcnzada la cxperiencia, la
actividad detcctada on las extraccioncs alcohdlicas co—

rrespondicnte al monurén—2-14C de los suelos I, II, III
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y I¥ fuc del 72;25; 74,105 69,08 y 89,03 % con respecto

al total aplicado. Al final del perfodo, e¢s decir, a los
330 dfas, la actividad detectada fuc del 55,645 61,823
45,85 y 68,68 % dc la aplicada inicialmente para los suc-
los I, II, III y IV respcctivamcnte mantenidos en condicio-

nes normalcs dc humedad.

En las condiciones mas favorables de degradacidn,
cs deciry para cl suelo II que tiene alto contenido en
materia organica y cstuvo mantenido en condiciones cons—
tantes de humedad (capacidad dc campo), el % romanente

al cabo dc los 330 dfas fué del 29,78 %.

El camino dc degradacion del monurdn segin los
autorcs ya citados con anterioridad (23), (24), (25) y
(26), consiste inicialmente en la formacidn del compues-
to monomctiladoy, para pasar succsivamentc al compuesto
demetilado, a la fenilurca respectiva y a la p~cloroani-
lina. Como el '(3-(p-clorofon11)—1,1-dimetilurea) , (cMU),
se ha sintctizado marcado en ¢l carbono 2, de los com-
pucstos mencionados en la bibliografia, solo portarian
14C el compucsto monomctilado, el demetilado y la fenil—
ureas ya que la p~cloroanilina no contiene cl grup¢ mar—
cado. En ¢l andlisis radiccromatografico de los extrac—
tos alcohOlicos correcspondientes a los 330 dias dosde
que se aplicd el producto, se observa para el suclo 11,

mantcnido en condicioncs de humedad, 6 manchas que co—

rresponden a otros tantos productos que portan 14C. Los
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Rf dc ostas substancias fueron O3 0,153 0,335 0,465 0,763
y 0,88, sicndo 0,46 cl Rf corrcspondicnte al monurdn.
Estos productos no fueron idcntificados, pues no era pree
tensidn de este trabajo el cfcctuarlo, ya que ﬁnicamente
intercsaba el % de actividad quc corrcspondia al monurdn-

214,

BEs de destacar el hecho de¢ que ¢l monurdn no afec—
ta esencialmente al crecimiento de la flora microbiana
total existente en cl suclo como puede observarse en la
tabla XXXV y que ¢l nGmero de microorganismos totales era
semejante para los cuatro suclos al principio de la ex—
pericneia, 1o cual ha determinado que cl % de degrada-
cion para cstos suelos haya sido aproximadamente el mis—

mo.

En condicioncs Optimas para ¢l crecimiento de
microorganismoe como han sido las facilitadas al suelo
II, rico cn materia organica y mantenido en condiciones
dec humcdad constantc, cl monurdn se ha degradado en un
porcentaje mayors aungue aun cn cstas condiciones, la
degradacidén decl herbicida al cabo de los 330 dfias, no

paso del 75% de la cantidad aplicada inicialmente.

En cl apartado 1.2.4.3. se cxpone la ccuacidn
propuesta por Hill (22) y (23) para medir la degradacion
del herbicida en funcidn del tiempo, tenicndo en cuenta

los factores quc influyen en la degradacions
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donde x es la cantidad de herbicida presente en el suelo

en el ticmpo t.

Al intcgrar csta ccuacidn, queda de la formas

-Kt
X = X0

quc coincide con la obtenida experimentalmente en este

trabajo:

Siendo K una constante quc depende de la textura del
suclo, contenido e¢n matcria organica, microorganismos,

humcdad, ctc,
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5« APLICACION PRACTICA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS A LAS CON-

DICIONES DE CAMPO.

Con respecto a la actuacidén del monurdn en suelos y
plantas, podemos extrapolar 1los resultados experimentales ob-
tenidos, con las naturales reservas, a las condiciones de cam-
POe

Distinguiremos -en un principio segun se trate de una
aplicacion de este herbicida a cultivos de secano o de rega-
dfo.

En los cultivos de secano para la zona mediterranea y
central de nuestra peninsula, se puede considerar una pluvieme-
tr{a media anual de 400 mm, los cuales estan concentrados en—

tre los meses de Noviembre a Abril aproximadamente.

En los cultivos de regadio, se puede considerar que &l
afio se efectuan unos 14 riegos con dosis medias de 500 m3/Ha
equivalentes a 50 mm, lo cual, unido a la pluviemetria natural

nos da una altura anual de riego de unos 1100 nn.

Con respecto a las caracteristicas edafologicas, es
muy dificil dar unos datos medios generales, debido a la poca
uniformidad de los suelos de nuestra peninsula. En el caso de
querer realizar un estudio detallado de una zona, habria que
ofectuar los analisis necesarios para caracterizarla edafold-—

gicamente con precisidn.

Para concretar en este estudio tedorico, wamos a supo-
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ner que los suelos destinados a secanoy son de tipo medio y
pobres en materia organica, abundando las tierras francas, de
textura variable segun la proporcidén de arcilla. Los suelos
I y IV de nuestro trabajo, pucden tomarse como representativos
de los de textura franco-arenosa y franco-arcillosa del seoca~-

no peninsular,

La caracteristica comin que podemos atribuir a los sue-—
los dedicados a cultivos de regadio, es un mayor contenido en
materia organica, pudiendose homologar en términos generales

con el suelo IT de nuestro trabajoi

El suelo IIT no os representativo de las zonas culti-
vadas, ya qQue es muy arenoso y tiene un contenido muy bajo en
materia organica. Podria equipararse a un sueclo dc algunas zO=

nas aridas y scmidesérticas.

En los cultivos de secano, para una lluvia anual de
unos 400 mm, considerando un desplazamiento medio de la media~
na de la distribucidn del monurdén en funcidn de la profundidad
de 0,86 mm por mm de riego, vemos que el 50% queda distribuido
entre los 34,5 primeros centimetros aproximadamente y estiman-—
do que la degradacidn anual del monurdén en el suelo es de un
50% segin los resultados y considecraciones anteriores, podemos
inferir gque la actividad residual de un afio para otro en los
cultivos dec secano y dentro de la profundidad de la capa ara-
ble, se puede evaluar de un 20 a un 30% de la cantidad afiadi-

da inicialmente.
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En los cultivos de regadio, suponiendo una altura de
riegd total de 1100 mm al afio y un desplazamiento medio de la
mediana de la distribucidn del monurdn en profundidad de 1,11
mn por mm de riego, se puede inferir que al cabo de este perio-
do dicha mediana sc encontraria situada a 122 om de profundi-
dad. Considerando quc estos suelos frecuentemente son ricos en
materia organica y con abundante humedad, la degradacidn del
herbicida puede alcanzar valores del 70% segin vimos en nues—
tros resultados experimentales. De estos datos podemos afirmar
que la cantidad residual de herbicida de un ano para otro, en
la zona de actuacidn radicular, seria tan escasa que practica-
mente no tendria importancia cuando el herbicida se hubiera
aplicado en dosis selcctivas y habria que estudiar en cada ca~
so concreto, el residuo que quedaria si la aplicacidén del her—

bicida hubicra sido efectuada con dosis esterilizantcese.

Para una zona arida con una pluviemetria escasa (unos
200 mm) y un suclo arenoso y de bajo contenido en materia or—
ganica como el suelo III de nuestro estudio, la degradacidn
anual se puede calcular en un 50% aproximadamente y el descen~
so de la mediana de la distribucidén del monurdén en funcidn de
la profundidad, alcanza un valor medio de 1,77 mm por mm de
riego, sicendo el reparto muy homogeneo a lo largo de toda la
zona ocupada. Como la pluviemetria es tan escasa, el desplaza—-
miento total es pcqueiio (35,4 cm) a pesar de la gran movilidad
del herbicida en este tipo de suelos y sera nccesario tener on

cuenta la actividad residual cuando el producto se aplique a
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este tipo de suelos. No obstante, dada la aridez de las zonas
con esta pluviemetria, es dudosa la posibilidad de aplicacidn

decl producto en estas condiciones.

Como ¢l efecto principal del monurdn sobre las plantas
radica en la inhibicidn del proceso fotosintético, este herbi-
cida, puede repercutir directamcnte sobre la productividad de
los cultivos y por esta razdn, es necesario tener cn cuenta la
cantidad de herbicida prescnte cn el suelo en cada momento.
Esta cantidad, vicne determinada por los residuos procedentes
de los tratamientos anteriores y la cantidad ahadida al culti-

vo condiderado en el caso de que éste haya sido tratado.

El contenido en humedad y la cantidad de herbicida
existentes en el suclo, determinan la concentracidn del pro-
ducto en la solucidn acuosa y scgin el valor gue alcance ésta
en la zona de absorcidn radicular, se vera influenciada la ab-

sorcibén del herbicida por la planta.

Dada la constante variacidn del contenido en humedad
del suelo, es dificil dar datos generales sobre el valor de

absorcidn, ya que seran diferentes para cada estado.

Para efectuar un estudio concreto, se podrian utilizar
las técnicas que hemos aplicado cn nuestro trabajo, y a par—
tir del contcenido on humedad y de la cantidad de monurdn pre—
sente en el suelo, que podria estimarse teniendo en cuenta las

consideraciones anteriores, se podria determinar la cantidad
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de herbicida en la zona dc absorcibén radicular. Haciendo uso
dc las técnicas de trazadores radiactivos que se han descrito
en este trabajo para cecbada y judia, sc pucde calcular en un
cultivo determinado, el grado de absorcidn en funcidn de la
concentracidén de la solucidn del suelo y la acumulacidn del
producto en los Organos aereos. Con este dato, sc puede esti-
mar ¢l grado de inhibicidn del proceso fotosintético, teniendo
en cuenta los cocficicntes que se han determinado en el pre-—
sente trabajo para las cinco especiew de plantas estudiadas,

o determinando de manecra analoga, ¢l correspondiente a cual-

quier otro cultivo.
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6. CONCLUSIONES.

A la vista de los rcsultados obtenidos, se ha llegado

a las siguicntcs conclusicness

La velocidad de la reaccidn de Hill, tiene un valor dis-

tinto en los cloroplastos deo cada especiec vegetal.

De las cspcecies estudiadas, los cloroplastos de avena son
los que dieron el valor minimo de la velocidad de reac—

3 -~ . 3 q . 3 ”~ .
cion inicial y los de espinaca los que dicron el maximo.

La variacidén de la velocidad de reaceion con respecto al

tiempo, difiere para las distintas especies estudiadas.

Las velocidades de roaccion iniciales obtenidas para los
distintos cloroplastosy; oscilan entre 04363 y 1,435 micro-
moles de DPIP reducidos por minuto y por micromol de clow
rofila. —
La inhibicidn de la rcaccidn de Hill por el CMU, tienc un

valor difefente segun la relacidn CMU/clorofila y segun

la especie vegetal. En cloroplastos aislados, la relacidn

quec debe haber entre lm moléculas de clorofila y las do

CMU para que se produzca ¢l 50% de inhibicidn es la si-

guiente para las difercntes cespeciess

Judia 9,5 milimoles de clorofila por cada milimol de
CMU.

Alfalfa 374,5 n " n " n n n
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Avena 0,7 milimoles dc clorofila por cada milimol de
CMU.
Espinaca 81,4 " " " n n n n

Ccbada  363,6 " n n n " " n

En la absorcidn del CMU por las células vegetales, debe
haber algun mecanismo de transporte activo capaz de elc-
var la concentracién en el interior de las celulas hasta

104 veces la del exterior.

Los cloroplastos de cebada son mucho mas sensibles al

CMU cuando cstan aislados que cuando estan "in situ".
q

Durantc las cuatro primeras horas, la velocidad de absor-
cidén radicular de CMU, en plantas de cebada y judia, al-

rd
canza los valorcs mas elevados.

Las velocidades medias de absorcidn, en la fase inicial,
para conccntraciones de herbicida comprendidas entre 0,5
¥y 15 pg/ml, se pueden estimar en 1 ug de herbicida por
grame de¢ raiz y por hora. Comparando la velocidad de ab-
sorcién dec la judia y ccbada, se observa que el valor al-

canzado por la judia es superior al de cebada.

— Transcurrida la fase inicial de absorcidn, la velocidad
se atenua y el herbicida va pasando progresivamente al
tallo y a la hoja, tendiendo a la estabilizacidn a partir

de un periodo inicial que oscila entre las 24 y 48 horas.
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- E1 valor del “espacio libre aparente" en la judia,es apro-

ximadamcnte ¢l doblc que ¢n la ccbada para costc herbicida.

. . 3 3 2’ .
- Segun los analisis microautorradiograficos, la concentra-
cibn principal de CMU sc localiza con la epidermis y pa—

rénquimas clorofilicos dc las hojas y tallos.

- La absorcién foliar del monurdn ticnc un valor muy bajo
y csta influcnciada por la luz y la tempcratura. En las
condiciones Optimas dc traslocacidn (25°C ¢ iluminacidn
continua), a las 72 horas cl % traslocado de la cantidad
inicialmoentc depositada fué del 13% on la cebada y del

15% on judia.

- E1 dcscenso relativo dcl monurdn on funcidn dec la dosis
de¢ ricgo, cxpresada cn mm dp profundldad/mm de altura
do rlogo para los suclos I, II, IIT y IV cs de 0,873 1 119

1,77 y 0,85 rcspectivamente.

- La dcgradacidn dcl monurdn cn cl suclo es cscasa en compa—
racidén con la dc otros herbicidas y dopende principalmen—
te dcl contcnido en humedade. Los suclos empleados que cs—
tuvicron protcgidos dc la lluvia directa y mantcnidos
con la humcdad ambicnte, al cabo de 330 dias se dograda-
ron ¢n un 50 + 10%. En cl suelo con abundante contcnido
cn materia organica y que cstuvo mantcnido constantcmen—
te con la humcdad correspondicnte a su capacidad de cam—

po, se¢ observd una degradacién dcl monurdén del T70% apro-
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ximadamente.

Para cultivos de secano, la cantidad dc¢ monurdn remanente
dc un afio para otro cn ¢l suelo, puede estimarse en un

20 a un 30% cn la capa arable y para cultivos de regadio,
la pérdida por arrastrc y dogradacidn es tan considerable
que unicamcnte es digna dc tener en cucnta la actividad
remancnte, para cl caso de que las aplicaciones antcriores
del herbicida sc hubicran cfcctuado con dosis esterilizan—

tes.
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ANEXO I

Abreviaturas y simbolos



ADP
ATP
As

140

ec

Ci
om
CMU
CeDelle
X
2,4~D
DLSO
D.N.O.C.
D.0.
DPIP
de.peme
E

Eo

Ha
HOVO

Kcal

adenosin-S;difosfato.
adoenosin~5=trifosfato.
actividad cspecifica.
carbono=-14.

grado centigrado.
concentracione

curio.

centimetro.

monurénfé—(p—clorofcnil)1,1-dimotilureg

cuentas por minmto.

chi de Pearson.

dcido 2,4~diclorofenoxiacético.

dosis letal cincuenta.
2-metil-4-6 dinitrofenol.
densilad Optica.

2-6, diclorofenol indofenol.
deosintegraciones por minuto.
cficacia.

potecneial normal.

flavin mononucleotido.
gramo.

energia libre.

hectareca.

alto voltaje.

kilocalorias.

kilogramo.



M
mCi
ml
mm
mscg

uCi

pofo

pH

Pi

PI
PI5O
POPOP
PPNR
DPeDolle
PPO

Rf

(sp)
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lambda = 10~ c.c.

molar.

milicurio.

mililitro.

milimetros.

nilisegundos.

nicrocurio,

micromol.

normal.

nicotin-adenin-dinucledtido fosfato.
nanometro.

para.

punto de fusidn.

logaritmo decimal do la conccntracidn de
hidrogeniones cambiado de signo.

ortofosfato (inorganico).

poder inhibidorx,

poder inhibidor cincuenta.
2-p-fonilenbis—~(5-feniloxazol) .

piridin nucledtido reductasa (fotosintética).
parte por milldn.

2,5=difeniloxazol.

cociente entre el desplazamiento cromatografico
de un compucsto y el desplazamiento del frente
del disolvente.

especie.



Vr

(vsv)
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intervalo de tiempo que se tarda on alcanzar
el 50% de la reduccidn maxima del DPIP.
velocidad de reaccidn.

rclacién de volumenes.
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Indicc de tablas



II

III

VI

VII

VIII
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Compuestos derivados de la urea usados como

herbicidas. Propicdadcs fisico-—quimicas. » .
Solubilidad decl CMU en difcrentes disolventes

Proporcidn rclativa de metabolitos dotec—
tados en difcrentcs cspecies vegetales pro-

cedentes de la degradacidn del monurén- 4

Composicidén de las solucioncs centclleadoras.

Valoros experimentales y tedricos del ren~
dimiento de contaje R (expresado cn %), en
funcidn del "quenching" (expresado por me-

dio del cociente Qe o o ¢ o o o o o o o o o @

Componentes aficlidos a cada cubeta segun

tratamicnto o« o ¢ o o ¢ o o 2 o 6 o 0 o 0 o

Cindtica dc la reduccidn del DPIP por clo—
roplastos aislados de judfa on funcidn de

la concentracidn de CMU. (Los valcres cxpre-
san los uM dc DPIP que son rcducidos por uM
de clorofila. Contenido en clorofilas 1,28 ¢

3 10-2 }JM/m].. (3 L] L] L) [ ] . L [ ] e .‘. . [ [ ] L L )

Cinética de la reduccidén del DPIP por clo-
roplastos aislados de alfalfa en funcidn de
18 concentracidén de CMU. (Los valores expro-

san los uM de DPIP que son reducidos por uM

Pag

7

36

40

60

63
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Pag

de clorofila). Contenido en clorofilas

1,28 402 /Bl o + o o o v b e e a ... b4

Cinética de la reduccidn del DPIP por clo-
roplastos aislados de avena en funcidn de
la concentracién de CMU. (Los valores ox-
presan los uM de DPIP que son reducidos
por uM de clorofila). Contenido on clorofi-

la= 1’28 * 10-2 :uM/mlo e ¢ o o o & o o 2 e » 65

Cinética dc la roduccidn del DPIP por clo-
roplastos aislados de espinaca en funcidn

de la concentracidn de CMU. (Los valores cx-—
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