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ANIRODUCCION,

Ia lucha contra las plagas agricolas se desarrolla con cre-
clente vigor desde los albores migmos de la civilizacifnj en muchos
de sus aspectos ha sido el quimico quisn ha proporcionade las armas
mis exitosas y asi lo ha sido en la lucha contra las malezags. E1 usgo
de agentes quimicos en aste sector de la agricultura comienza con el
uso de téxicos inorgénicos en el siglo pasado y culmina en el afic
1942 con la introduccisn del deido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4=D),
primero y mis difundido de un amplio grupo de herbicidas selectivos,
que en astos pocos afios han pasado de drogas casi desconocidas a pro-
duotos de la industria pesada.

El comportemiento de estos herbioidas es muy parecido al de
glertas hormonas que ge hallan normalmente en todos los vegetalssp
cabe preguntar entonges, sl los microorganismos, cuyos mecaniszog blo=
1ldgicos son afines a los de las plantas supgriores son tambidn afece
tados en igual medida por egtos herbloidas) si -“1 fuesey habria que
esperar una alteracidn marcada de la microflora en los terrencs tra-
tados, ocon congecuennias difficiles de prever. Ln el presente trabajo
g6 realigaron ensayos con varios mioroorganismos a fin de determinar
su grado de suseptibilidad a la accién del £2,4~D que e¢s el mfs conooi-~
do de los herbicidas en uso. EI1 plan de dicho trabajo es el siguientet

I) Resefla general de herbleidas
1I) Mecanismo de acoidn del 2,4~D y sus andlogos
III1) Acaidn de los herbicidas selsctivog sobre mieroorgarismos
IV) Parte experimental
V) Conelusiones
VI ) Bibllografia
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1) HERBICIDAS 3 RESENA GERNCRAL

Usare:0s aguf{ la denominacién poco feliz de " herbieida ",
por ser la de uso generalizadoj en efecto, suale ocurrir que lo que
83 desea destrulr sea precigamente el material no herbéceo, tal como
arbustos lefiosos o afin érboles; en otros casos s¢ desea una eliminae
cién general de la vegetacidn exlstente. Seria mucho mfs correcto
referirnos a estas sustancias denominéndolas " fitocidas ", " fitoté-
xlcos " o destructoras de malezas, entendiendo por malezas, los vege=
talss indeseablses de cada caso particular. (32) Puede tratarse en
un caso da plantas que orescen Junto a especles cultivadas, resténdoles
vspacio, agua y elementos nutrientesj en otro podrédn ser arbustos que
interfieren non el tendido de redes de cabls, o podri {ratarse de
plantas acufticas gne dificulten el movimiento del agua en canales,
etc., an suma tendremos la m4s amplia gama de vegetales suseptibles
de ger considerados como malegas.

Entre los diversos métodos usados para controlar malezas, nos
referirsmos tan solo al quimico, el mAs importante en la actualidad.
Ias sustanclas quimicas usadas como herbicldas pueden ser clasifica=~
das en dos gruposi herblcidas selectivos y no selectivosi la separa-
¢lién entre ambos grupos no es sin embargo neta. Los selectivos son
sustancias orgénicas que ejercen su efecto en concentraciones muy pe=-
queiias,y son fécilmente abgorbidos y transportados a través de todo el
vegetal, cualquiera gsez el punto de su aplicacidn, suelen diferir mu~
ahfsimo en su grado de accién sobre diferentes especies vegetalss y
su toxicidad suele variar fundamentalmente con pequsfios camblos en
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su arquitectura molecularj adenés, a concentraclones subletales, sus
efectos son muy parecidos a los que producsn las {itohormonas natura-
les,

Los herbircidas no selectivos son generalmente salus o 4cidos
inorgénicos, y su aceién sec produce por hipertonicidad o por coagwla-
cién de protoplasmaj su toxicidad es por lo tanto compietamente gene-
ral y le finica manera de lograr una olerta selectividad os aplicindo-
los a plantas de tamafio 0 vigor muy diferente.

Haremos una breve reseiila de ambos tipos de lherbicidas.

! los herbleidas de este tipo se conoce de

antiguo; los mis importantes son:

Comrucatos del araéninge: se han usado desde mucho tiempe para la egw
terilizacidn de suelos, generalmente en forma de anhidrido arseaioso
Asn03y 0 mis generalmente de arsenito de sodio AsOpla en solucida a-
cuosaj algunos compuestos orgénicos, tales cowo arsenofenonas, tam=
bién se empleans en general los compuestos del arsénico son fuertee
mente f1jadoe por los aololdes del suelo y su efectividad varia por
lo tanto por la naturaleza de éstos (32,33).

Compugstos del borgs suele usarse ¢l borax 3407m2.1m20 Y la colema=~-
nita BgOyjCay.8Hp0, generalmenta junto con otras sustancias (32).

Clanamlda. Clanurog ¥y Iloclapatos. le clanamida de calcio CNgCa sus=
le aplicarse a suelos que deben ser cultivados posteriormente, ya que
ds herbilcida no selectivo en el momento de su aplicacidn pasa por hi-
drélisis a fertiligzante gegfn:

CRCa & oH,0 =="=CNpip (Cianamida) & Ca(CH),
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k1l tiocianato de amonic SCN.IH, se obtiens como un subprocuse
to de la destilacién ds la hulla, y a semejanga de la cianamlda de
calclo aporta nitrdgeno al suelo (32).

Clorgtog: fundamentalmente se usa el clorato de sodlo} es el (nico
herbicida no seleotive que afin encuentra ampliu aplicacidn. Es exoe=
lente para esteriligar el suelo en forma temporaria., Fntre sus ingone
venlentes esténi: considerable toxicidad frente a mamf{feros, cariater
explosivo,; el cual se puede disminuir pocr agregado d4s sales higroscé-
picasy y una répida desararicidn del sguelo, en razén de su alta solu-
bilidad (32,23).

Acido Sulfériags cualquisr &cido eg un herdicida en potencias el finie
co econémicamente faotible es sin embargo el sulfiirico, que adn se

usa en clerta escala, principalmente en Europaj sus efectos corrosivos
y el peligro de su mane jo lo hacen poco recomendable (32).

Inorcfénicoy varlogs en mayor o menor escala han encontrado empleo ec=

mo herbicidas los sigulentes compuestos: é&cido sulfémico, HzN.SOSH;
suliamato de avonlo, Hol.SOgNH4j cloruro do sodloy ClRaj cloruro de
calnlo, ClCaj sulfeto de cobre,50¢Cuj sulfato ferroso, 804Fe, atc.

(32 33 y 122).

Agalites nineraleas varias fraociones de 4stos se emplean como herbiei-
dasy siendo semigeleotivos; entre las especles cultivadas que los re~
sisten muy bien cabe citar acelgas y zanahorias (32, 33 y 110),
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Nitrofanolegt varios dinitrofenoles han encontrado amplio uso como
herbicidas selectivos y generales) los més ucados sont 4,6-dinitro=o=
eresol (I)y 2y4=dinitro-6e-gecebuiil-fenol (I1), 2,4=dinitrce6- iso=
aunile=fenol (III)

OaN 63% “‘5::? Quo,, Ce¥y Q‘\aoﬂ,
NQy X
()

(1) (@

GCe loc omplea coro soluaniones acuosas de sus salas de sodio o
de alcanolaminasy ¢ como solucliones emulsionables de los fenoles li-
bres en aceites o kerosens. En haja coneentracién son selectivos para
digotlledbneas, son de bajo costo y su flnico inconveniente eg el de

actuar como colorante (32, 33 y 83).

Gompuastog ¢loradog: los més importantes son: pentaclorofenol
CgClg.CH (IV) y éoido tricloroacético CClg.CO.0H} requieren cantidades
relativamente grandes pero son de bajo costoj se los emplea como sales
sédicas o como soluciones emulsionables on aceites (32, 63 y 122).

koupuestog dg wereurigs verlas seles de mercurio cea §eldos orgdnicos
han sido ensayadas exitosamente como herbicidas selectivos; la mds
usada es el acetato de fenilmercurio (V) (32).

Ureas suatitufdest varias ureas sustituidas, todas ellas asimétricas,
han demostrado poseer notable actividad herbleida de carécter selsctie-
vo para granineas, al revés de la mayor parte de los otros herbicidas
selectivos; son ademés los primeros compusstos orginicos de retencién
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en el suelo, pudiendo emplearse como esterilizantes temporarios; el
mfs importante entre los compuestos de este tipo es la 3=(p-clorofe-
nil)=1l', l'=dimetilurea ( CMU ) (VI) (32, 65, 122).

oM

a (73 .0.0C-CH wu.coNchy)y

1Jr OO
)

) \vi)

Arllaarbamatogs son astrueturaluente anflogos a les anteriorus. Los
mds importantes son el fenilsarbanato de ieopropilo (VII) 7 <l p-cloro-
fenilecarbamato de isopropilo (VIII), el priiero de sllos selectivo pa-
ra monocotiladéneas. Tienen el iaconvenienta de ser muy poco solubles,

dificultando asf su dispersidén ( 32, 33 y 122 )

‘:::)\ltcnuacukwah,, ::::]Lu4suax:4a4p+hmlt:::l:ﬂtlo

\) (Vi) )

Yarieg: la literatura, en especlal la de patentes describe numerosos
conpuagtos de los cuales se dice que poseen accié:n herbliclda. Citare~
mos: cumarina (IX) (3), varios 4cidos y sales de &cidos monoearboxi-
licos aromitlicos 6 hidroarondticos ( X a XIII ) ( 50, 71, 125, 127 ),
ageloacetato de decilo (48), Tiofenoles ( XIV ) (101), ditiocarbama=-

tos y xantatos (XV, XVI) (106), 4cidos Nearilftaldmicos (XVII) (44),

compla jos del FaB con alcanolaminas (XVIII) (99), o mezclas comple jas

como sor residuos de la Gestlilscidn de alcoholes obtenldos por el mé-
todo "Oxo" (66)
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Pasaremos ehora a considerar a los mAs importantes de los here

hicidas técnicos, los derivados ariloxiacéticos y entre ellos fundamene

talmente al icido 244=diclorofenoxiacético (244-D) (XIX).
Varios faoctores har contribufdo a su preeminencis en el cam=
) po de los herbicidaes, principalmerte su elavade toxicidad 7 su dajo
cost0, condicionado por una sintesis nuy sencilla a partir de dicloro=
fonol y 4cido eloroacético. Fl fcido Ubre (XIX), ¢s un c6lido blane
co, muy poco goluhle en azuaj casl nunca cc lo cmplea porque su bala
solubilidad ohldzarfs a ussr wvolfinonas prohibitivos de asua para dise

persarles los derivados funcionales mfs importantes desde el nuato de

- CHy-CO.OH Chy -COOWH CM, LOOH
i L cL CHsg,
O Q) O
o 2 (o8 A
\x¥) Lew) o)

vista préctico son: a) la sal sédica, bastanto usadaj3 es munho mis
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soluble que el &cido libre, pero no lo suficiente para los pulverisa-
dores de bajo volumenj b) las sales de aminas ( mono-, di~ y trietila-
mna) y de alcanolaminas ( mono-, di- y tristanolamina)j son liquidas
y misoibles con agua en cualquier propercién. Se las prafiere para
usar con pulverizadores de bajo volumen, éon los cuales se usan unos
10 a 15 1litros de litros de lfquido por hectérea; las sales de aminas,
siendo liquidas, no obstruyen los picos de pulverizaeién. ¢) Esteres,
en general de metilo, etilo, isopropilo y dbutiloj son liquidos como
las sales de amina, pero insolubles en aguaj se los emplea, ya sea
susltos en lmrosens, emulsionados an agua, o impregnando sélidos ade=
cuados, tales como tisrra de infusorios. los ésteres, siendo liposo-
lubles, penstran muy bien en plantas poseedoras de outiculas cerosas;
un inconvenisnte que presentan es su velatilidad, y en dias de calor
sus vapores pueden ser arrastrados hasta campos adyacentes y dafiar cul-
tivos de egpecies sensibles, como el algodén ( 7, 12, 21,23,24,32,39,
83,61,63,72,78,93,122) .

Mty egtrechamente relacionados al 2,4-D en sus estructuras y
en sus propiadades fitotéxicas, estén el £cido 2,4,5-trisclorofenoxi-
acético (2,4,5-T) (XX) y el écido 2-metil,4~clorofenoxiscético (XXI)
(7,12,32,83).

Todos los compuestos de ests grupo son altamente téxicos para
las dicotiledénsas, y relativamente inertes frente a las monocotiledé-
neas} su aplicacién obvia y més general se halla por lo tanto en los
eultivos de cersales para liberarlos de malsezas; 6s de hacer notar,
sin embargo, que ya a concentraciones moderadas, la toxicidad as gens-
ral para toda clase de vegetales (38).



A muy bajas concentraciones los efectos de este grupo de her-
bicidas son muy. gsemsjantes a los de las hormonas naturaless, tales co-
mo @l 0ido indolescétice (XXII). Pasaremos revista a continuacién a
las aplicaciones précticas de los #cidos ariloxiacéticos cuando se los
emplea en congsentraciones sublstalss:

a)- Formacidn de rafoes: la aplicacién de estos compusstos a cualquier
parte del tallo wegetal hace aparecer raices en dicho puntoj la apli-
cacién obvia es en los viveros, para reproducir plantas a partir de
gajos (94, 32,42,49,79,81,83,127,188)) en la préatica astos compuestos
casi no se emplean dino otros relacionados pero carentes de poder her-
bicida tales como al &cide indoleacétiso (XXII) o al naftalene acéti-
co (XXIII) Cig.coom

O™ OO
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b)- Formeaidn de florea® algunas especies responden a un tratamiento
hormonal con aparieién de floresj en la prédctica se ha usado principal-
mentes para el ananf, generalmente empleando &cido naftalensacético y
logrando de esta mansra distribuir la produccidn de fruta a lo largo
de todo el afio ( 38, 82, 83 ).

o)~ Partanogénasis de frutas: la aplicacién de astos compusstos a

clertas especies de plantas an florasidn, llsva a la obtencidén de fru-
tos partenogenéticoss estos frutos carecen de gemillas y en condiscio-
nes favorablesg son de pulpa masiza, colocéndolos en condigiones de me~
jor aceptasién en el mercado. El eomportamiento de las diversas espe~



cles y variedades ds una migma especie, es, sin ambargo, bastante
errftico y las condiciones deben ger muy bien estudiadas para cada
caso particular,

8¢ aplica comercialmente a tomates ¢ higos, y se ha ansayado
gon resultados mis o menos dAudosos para paltas, cuourbitéceas y fru-
tillas (}4,15,84,32,76,81,90,103,106,100,126,128) .

d)- Madurez ¥ anidas de frutog: estos compuestos, actuando sodre
cliortas especies vegetales son capases de agslsrar el proceso de madu-

reg y de retardar la caida de los frutos, antes de madurar, y una ves
maduros} la especie que me jor responde as ¢l mansano, pero con mucha
diferencia de una variadad a otraj otras especies que responden son
el peral y el naranio (8,9,10,294,28,29,30,32,40,41,62,109).

e)- JInhibiaidn de brotes: los &cides ariloxiacéticos han sido usados
osasionalments para este fin, si bien el compuesto mds goneralizado
es sl 4cido naftalencaséticoj el almmcenaje de papas y otros tubéreu-
los es la aplicacién préotica més importante do este efecto (24,32,83,
85).

£)= Aplicagionas variast entre otras cosas se han usado los £cidos
ariloxiacéticos para inhibir la formacién de frutas en especies orna~
mentales (19), para conservar frutos almscenados ( 54,73,104) y para
conservar el follaje de ramas cortadas (69).



Podemos distinguir aguf dos procesos diferentes e independien-
tes, a saber! eon primer lugar la penstracidn del agente quimico en
el teJido vegetal y en segundo su accidn especffica en 4ste (7,72).

a)= Panatxanifin: para la mayor parte de los herbicidas actuales, el
método de aplicacién es la pulverizaeién sobre el follaje, y su pens-
trecidn se realizard a través de éstes en general las hojas estén re-
vestidas por una cuticula y la estruotura y composicién quimica de
ella determinan su efiscacia como barrera opussta a la penetracién.

La outicula estf{ compuesta por celulosa, pectinas, cera, y cutinas.
La celulosa y las peotinas son del tipo de los polisacéridos, netamen-
te hidrofilicas, y permsables por lo tanto al agua, sales y compuss~
tos polares. lLas cutinas son polimsros de fcidos y aleoholes de alto
peso molecular; las eeras de eutinas son éstares de 4cidos grasos son
alooholss de peso molecular mfs bien bajoj tanto las cutinas como las
geras de cutinas, son lipofflicas, y permeables a log compuestos no
polares en gensral. Ia proporeién y la distribucién de estos cuatro
gomponentes, la cual depende dc la especie y de la edad, es la qus
condigiona ¢l asceso del herbicida al tejido y el tipo méds sonvenien=
te de herbicida a emplear (282,23,73,117,116). En gensral la superfi-
aie de las hojas es predominantemente hidréfoba y los compuestos no
polares son los qus penstrarén ocon més facilidad.

Asl, los dinitrefencles libres, poco polares, son mucho més
téxicos que sus gales de sodio, fuertemsnte polares (23), y los éste~
res aliffticos del 2,4-D son de 2 a 4 veces mis téxices que sus sales
de sodioj ahora bien, una ves atravesada la cuticula, la situacidn es
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la inversa, ya que el medio de los tejldos es netamente hidréfilo y
en efecto, se comprusbe que los ésteres del 2,4~D, una vez en los te-
jidosy son transpertados mucho m4s lentamente que las salesj los és-
teres glicoles 2,4~D, en cambio por ger lipo~e hidrosolubles, refnsn
ambag condicionss, de fécil penetracién y fécil transporte. ‘

b)= Jodo de acgldnt ocomo ya se ha visto, los primeros agentes usados
para el contrel y destruccién de malezas, fueron compuestos orgénicos

e inorgénicos sencillos, en general sales, usadas en solucionec con-
centradas. Una clasificacidn de estos agentes por su modo de aceidn,
permite distinguir compuestos plasmolftices, tales como ClNa, SOg(MHg)g,
NOog. .My & CJ‘Ca, citoliticos como S04Cu y precipitantes proteicos
como SO.Fe. La hipertonicidad es condicién impreseindidls para los a-
gentes plasmolfiticos, en tanto que la efectividad de los citoliticos

y de los precipitantes proteicos depende de¢ la movilidad y fuersas
iénicas.

La efectividad de todos astos eompueatos depende an alto gra=-
do de fastores tales como 6l clima, ( en gcuanto a temperatura y hume-
dad ) y de la naturalesa del suslo ( 32, 33).

Pasando ahora a los compuestos mis o menos selsotivos, dare-
mos una somera resefia de su modo de assidéns

Clorato de sodio Cl0sNa: cs uno de los pocos aompuestos inorgénicos
adn en uso y sus efectos no son los de¢ hipertonieidad comunes a otras
sales de este tipo, sino més bien los de una verdadera fitotixicidad.
Su efectividad, una ves insorporado al suelo eés inversamsnte propore
cional a la humedad de éste; la cual tiende a arrastrarlo y es direc=-
tamente proporciomal al contenido en materia orgénioca y nitratos.
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Cuando ge lo aplica al follaje, es répldamente absorbido y transporta-
do a las rafces, y este transporte se realiza a través del xdleman al
revés de los compuestos orginicos que son transrortados a través del
floena.

El efecto inmediato del clorato de sodio, cualqulera sea sn
forma de aplinacién, es una répida olorosis. El mecanismo primeramen-
te propuesto era la formacién de Cl0p~ 6 C10 -, pero 6llo parece
muy pocO probablej al mecanismo astualmente admitido es el de una exal-
tasidn del metabolismo de los hidratos de earbeno, y una inhibicién
de la catalasa (32,33).

Araénicg: 1la efeectividad de los compuestos del arsénico, depsnde de
su estado de valencia, siendo muy téxico el As trivalente y muy poco
el pentavalentej a) As * IXX pareee poderse combinar con los grupos

« SH de algunas dehidrogenasas, inhihiendo la respiracidn celular} es
relativamente especifice en el sentido de que las plantas ricas en 8
(leguminogsas, cruciferas) son muscho mfs suseptibles a su accién que
aquellas pobres en 8, como las gramimeas. Es interesante hacer no=-
tar qus el As es capas de¢ sustituir, en pequefla proporeién al P en al-
gunos ciclos de degradacidn de azfoares (32,33).

Rinitrefencleg: en altas conoentreciones actéan como precipitantes

de proteinas, pero en las usadas para control de maleszas, la accién pa-
rece ser fundamentalmente un aumento notable en la respiracién, la
ocual llega a 2 6 3 veces el valor normalj se observa ademfs una inhi-
bicién de varias enzimas de fosforilagidn y de varias enzimas flavo-
proteicas (33).
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Acclliegt su forna de accidn es cormpleterierte desconocidaj f@nicamente
ecabe observar que las fracclones arondticas son mfs tSxicas que las
aliféticas (33, 110).

Ireag: las semillas plantadas en suelos tratados eon ureas fitotéxi-
cas, nacen normalmente pero al poco tiempo la plantita ofrece un cua-
dro de clorosis progresiva que finaliza con la musrtej esta misma clo=
rosis aparece en las plantas adultas asf tratadas. Il mecanismo de
esta accién est{ relacionado con ¢l metabolismo de N, afectando espe-
clalmente su absoreidn a partir del sualo (33,65).

Axiloarbamataog: son notables entre los compuestos usados actualmente
por actuar como narcétices o téxicos mitéticos} su accoidén detiens la
divigién celular en metafase, y da por resultado aberraciones nuolsa-
res y cromosomiticas. Las plantas asf tratadas presentan hiperplasia
¥y reduceién en sl erecimiento, y su color susle ser ademis mucho més
verde quia en el vegetal normal, debido a un aumento en el esontenido

de clorofila, el cual oscila entre 18 y 28 $3 se observa ademfs un me-
yor porcentaje de nitrégeno, pero esto pusde deberss al menor creeci-
nisnto; la respiracién se ve disminufda, por la inhibicién de varias
dehidrogenagas. Es de hacer notar que el inesitol es capaz deé contra~
rrestar casl totalmente los efectos antes citados, incluyendo las abe~
rraciones mitétlicas, y esto parece ser un fendmeno general para varios
narcéticos de plantas (33).
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II) _IECANIS'™O DEL 2,4-D Y SUS ANALOGOS

Dareiios a continuacién una exposicidn detallada de los conoe
cimientos aoctuales ascerca del mecanismo de accidén de los compuestos
ariloxiacéticos.

El detalle mis sugerente en cuanto a la aceién del 2,4-D,
es su manifiesta analogia con varias hormonas que se hallan gomo Gom~
ponentes normales de las plantas, y d¢ las cuales la miés conocida es
el fcido 3~-indoleacétioo (XXII) (10,16,94,32,34,43,56,63,77,83,84,118,
120,127,128) . Los efectos que presentan analogias son: elongasién
celular qus da por resultado las polaridedes en el crecimiento y los
tropismos; iniciacifn de rafees, activacidn del cambium, estimulacién
del callo , inhibioién de dbrotes laterales, estimulacién del desarro-
1lo y madurez de frutos, etc. (8,9910,14,15,24,28,29,30,32,40,41,75,
76480481,82,83,84,86400,103,106,100,125,126,127,128) . Ahora bien,
los efectos que estamos considerando, no pueden deberse, al menos ex-
clusivamente, a la accién hormonal, ya que el 2,4=D es un potente
haerbicida, en tanto que el &cido 3~indoleacético es casi ilnerte en
ese aspectoj; hay quienss han tratado de basar el mecanismo herbicida
en una accidn puramente hormonal (88), pero en forma poco eonvinaen-
te.

Dejando ya a un lado esta accién hormonal y las hipétesis
basadas en ella, #2¢ han gegulido dos caminos principales en el estu-
dio del mecanismo de aseién: a)= estudiar los fendmenos que presentan
las plantas tratadas, y en base a ellos tratar de retroceder a las
causas que los originaron y b)= tratar de dessubrir directamente los
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efectos iniclales del herbleida, hacidndolo actuar en sistemas o con=
diclones simplificadas.

La introduccidn del 244~D en un vegetal, da por resultado
una serie de alteraciones quimicas, fisioldgicas y estructurales nuy
manifiestas, pero es muy problemitico asignar algunas de ellas como
causa de la muertej en nmuchos casos al menos, parece que la muerte
es un efecto secundario debido a invasienes bacterianas favorecidas
por las eondiciones andmalas de los tejidos (118)j entre estas se
cuentan: dificultad para el transporte de metabolitos por alteracién
del tejido vascular (27,77,108)3 disminucidn en la fotosintesis (83,
96) y aumento en la respiracién (16,46,83,1238).

Otros procesos fisiolégicos que se ven afectados en menor
proporoién sont absoreidn de agua, de nitratos, de potasio y pérdida
de agua por traspiracién (16,85,80,118). En cuanto a la composicién
quimica, se observan alteraciones que pueden llegar & ser muy narcae
das tanto en contonido eomo en eomposicidn de proteinss, azlcares,
1fpidos, vitaminas y pigmentos (11,16,31,65,50,73,74,80,91,92,114),
No so tienen datos realmente sistemftisos y comparativos de estas als
teraciones, y parecen variar mucho con la espeeie y las condiclones
de aplicacién.

Susele notarse también un aumento de olertos compusstos re-
lacionados oon la cumarina (IX), todos ellos dotados de considerable
toxicided generalj se han identificado la escopoletina (XXIV) y la

@ -metilumbeliferona (Xxv) ( 3,85).

\xxv) s Lev)
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Ninguno de estos compuestos, sin embargo, produce efectos
seme Jantes al 2,4=D.

Io mds criticable en casl todos los datos referentes a alte-
raciones producidas por herbicidas, s el de haber sido obtenidos so-
bre vegetales que ya habian sufrido lesiones muy serias o que ostaban
moribundos} en esas condiciones estamos muy lejos de los efectos pri-
marios del herbicida.

Una me jJoy conaordancia se observa en los efectos del 2,4-D
sobre enzimas; sl el estudio ha sido hecho sobre la planta total, los
resultados son eontradiatorios pero si se emplean sistemas simplifica-
dos usando engimas puras, los datos son consordantes y reproducibles
(37,70,118). As{, el 2,4=D en concentraciones de 10~% a 10~2 ¥ tiene
muy escasos efectos sobre la amilasa, &cido ascérbico, oxidasa, cata-
lasa, citocromo oxidasa, &cido glicSlice oxidasa, Of-hidroxifcido
oxidasa, invertasa, peroxidasa, fenolasa y amilofosforilasa. Respec-
to de la lipasa, se obeerva que la del trigo, planta no sensible, es
apenas afectada en tanto que la del ricino, muy sensible, es fuerte-
mente inhibida; la écido indolsacético oxidasa es activada. Es de ha-
cer notar que estas enzimas son solamente una pequsiia frascién de las
muchas que existen en el vegetal ( 70,88,118),

la actividad de los ariloxicompuestos, depende en alto gra-
do de su estrustura, y pasaremos ahora a considerar la influencia de
ésta. lLa evaluacidn cuantitativa de la actividad de estos compuestos
no se basan en la determinacidén de dosis téxicas o letales, como ase
acostumbre en toxicologia, ya que la musrte de un vegetal ea un proce-
80 bastante indefinido y diffcil de apreciar} se hace uso en cambio

de los efectos formativos que e jereen estos compusstos en concentra=-
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ciones subletales, y para los cuales existen métodos standard que a=-
rrojan resultados comparables (24,32,34,48,43,,56,118,126).

Para estudiar el efecto de cambios en la estruotura, con-
viens considerar a la molécula del ariloxisompussto (XXVI)dividida en
cuatro partess

Ar.O .CH,;-C0.0H
i 2 > 4
\xxvi)

1)= Anillo aromftico, 2)- Oxigeno etéreo, 3)- Metilsno y
4)=- Carboxilo.

La introducocién de halégenocs en posiciones adecuadas econfie-
ren toxicidad} los sustituyentes de otra naturalsszsa tienen poco o
ningn efeatoj el F y el Cl son casi squivalsntes} el Br es bastante

menos activo, y ¢l I mucho menos:
F = Cl >5Br >1

Las posiciones del haldgens que comunican toxicidad, sons
4 (XXVII)} 2,4~ (XXVIII)} 2,3,4= (XXIX) y 244,5~ (XXX)

Oy~ SSHy~ Sy - >l
S F O §
X Lxxwn) (xxvin) xx1x) (< xx)

La sustitusidn del O etéreo por N reduse la actividad a un
1%, y ¢1 S la anula del todo !

«e0="> M- > -8
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La sustitucién del carboxilo por derivados funcionales, no
altera mayormente la actividad, y afn la puede exaltar}j entre los gru-
pos estudiados estén: éster-CO.(R, amida-CO.Ni,, anilida-CO.NHPh,
ure{da-CO.NH.CO,.Nip, hidrasgida - CO.NH.Nin, nitrilo-CN, cloruro de
4c1d0-C0.C1l} posiblemente todos ellos pasan por hidrélisis a carboxi-
1o. Cuando 61 carboxilo se reemplaza por un grupo que requiere oxida-
aidn para pasar a éste ( aloohol-CHy.0H, um-cn,.mg). la actividad
figiolégica se mantiens, pero bastante atenuada; esto lleva a suponer
de que es indispensable la presencia de un aarboxilo libre, o de un
grupo capaz de darlo eon fasilidad. En su apoyo hay un trabajo re-
ciante relativo a los enantiomorfos de los N= (8,4-diclorofenoxiacetil)-
aminofcidos (XXXI)$ en ellos los isémeros L son tan activos como el

]
0.CH, .CONW .CH

Q u CO-Ow
fxxxi)

2y4=D libre, en tanto que los isdmeros D son casi inactivosj ésto pue-
de interpretarse admitiendo que la forma L que es la de los péptidos
naturales es fécilmente hidroligada por las enzimas celulares para
dar 2,4=-D libre.

La sustitucidn de un H del metileno por un CHy no afecta la
actividad; si sl sustituyente es un etile, 0 un grupo mayor la redu-
ce notablementej 61 reemplaso de ambos H por CHg la anula del todoj
ésto, que podrfa indicar la necesidad de un H lidbre, podria ser debi-
do también a un efecto estereoquimice.

Entre las hipétesis estruoturalss hay una (57) que llega a
la conolusidn de que los compuestos activos requieren dos posiciones



en para libres de sustituyentes, sugiriendo que estos compuestos pa=-
san en el vegetal a haldgeno~quinonas (XXXII) téxicas o a £cidos ha-
18geno-maleicos ( XXXIII ), los cuales bloqusarfan log ciglos de fci-
dos dicarboxilicos.
vy COOK \‘%“\z‘w
[d o (d % “EC. coomw
6 — =~ ™ ad.coom

1
@ \gexn) \xxm\

En contra de este supuesto, estd{ el hecho de que hay muchos
compuestos (4oidos £,34=tricloro=§ 3,4,8~tricloro} 4-Cl, 3,5,~dini~
tro~fenoxiacétioos) altameute activos que no poseen posiciones libres
en para-j ademds se conocen varias quinonas del tipo (XXXII) y la hie
drazida del £oide (XXXIII) que no son téxisas, si bien los compusstos
(XXXII y XXXIII) no han sido ensayados.

Otra hipétesis postula la necesidad de por lo menos una po-
sicién libre en orto respecto de la cadena lateral, fundéndose en la
escasa actividad de los compuestos que tiensn ambas posicionss orto
ocupadas} de acuerdo con ésto, el 2,4-D se unirfa a una proteins, en
primera instancia a través del carboxilo, formando una sal o una ami-
da, y completaria luego el snlage gon otro grupo proteico, por ejem-
plo un sulfhidrilo a través de la posicifn orto lidre (XXXIV, XXXV),

c\-\,-c.o NH % = Nﬂa
Q

\xxxw\ xxxv)



S1 blen los compusstos o, 0' = dihalégeno sustitufdos son
casl inortes, cabe hacer notar que existen derivados funcionales o,
o'=disustituidos con alta actividad, lo cual invalidaria esta hipbte=
sis.

Ya hemos visto la necesidad de tener un H libre en el meti-
leno} si al otro se lo sustituye por un Clg, el C del metileno se ha-
ce asimétrico y el compussto podrf resolverse on sus anti{podas, y se
ha hallado que la actividad de éstas es muy distinta ( 1,98); ello su-
glere que la unidn aon el sustrato es del tipo s:l%u:lentea

@ R CL W
aQo.g"-?o clO-o-é‘!qo
e Sk
SUSTRATO SUSTRATO
\Xxxvi) \xxywvi\

(XXXV1) representaria la configuracién sstiva y (XXXVII) la inactiva.

El uso de derivados mareados aon c“ ha permitido por pri-
mera vep seguir el desplasamiento y degradacién de los ariloxiaséti-
o8 " in vivo ", lLa degradacién que puede sufrir el 2,4-D parece ser
nuy extensa aunqus las cantidades que un vegetal puede metabollizar
gson pequefias. A los pocos minutos de la aplicacidén, ya es posibls ha=
llar productos de degradacidn, y al cabo de unos dias se encuentra
c14 ¢n casi todo el material vegatal, inoluyendo #clidos, asfcares,
dextrinas, almidén, peetinas y proteinas. lLa naturaleza de los pro-
ductos ds degradacién os desconocidaj Holley (45) separé una fraescién
dialisable qus supone formada por un derivado del 2,4-D hidroxilado
en 6l nfisloo.
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Muy interesante es asimigmo la relacién entre 2,4«D y las
auxinas naturales$ en efecto, se encontré que en presencia de 2,4-D
@l contenido &cido indoleacético baja a valores muy pequefios y se su~
pone que @llo es debido a la activacién de una indoleacético oxidasa,
efeato que ya fuera citado (37). M&s recientemente se ha llegado a
demostrar un verdadero antagonismo entre ambas hormonas en forma tal
que la incorporacidn artifisial de &oido indoleasético a un vegetal
tratado con 2y4=D es capaz de inhibir completamente los efectos de és-
te ( 84,85,118); ademfis cabe hager notar que los efectos morfolégicos
en ol wvegetal, son al menos en parte, los que se pusden esperar para
1a ausencia de un mecanismo orientador de la mnltiplicacién celular,
tal como lo es la presencia de hormonas naturales.

Resumiendos si se integran todos los Gatos presentados, pus=
de llegarse a lag sigulentes conclusiones (118): E1 desarrollo del
vegetal, en sus puntos de crecimientos, es la consecuencia de una d4i-
visién celular orilentada, y €ésta depende de la presencia de hormonas
endfgenas, presentes posiblemente como coensimas unidas al material
celular a través de uno o més puntos de la molécula.

La introduceién de compuestos emparentados estructuralmsnte
con las hormonas naturales, los hase competir con éstas en la fijacién
sobre el material celular, produciendo en éste un déficit de auxina.
51 este déficit es pequefio, se manifestarf en deformacionss foliares,
pero al hacerse mayor aparecerdn alteraciones y deformaciones en todo
el vegetal y éstas dardn como resultado secundario la musrte. lLa ma-
yor o menor efectividad de los herbieidas estard dada por su analogia
estructural con las hormonas naturales.



Frente a los tan notorios efectos ejereidos por los herbici-
. das selectivos sobre los vegetalss superiores, eabe ahora preguntar-
nos si las formas inferiores de vegetacisn son afectadas en medida
aniloga. El interés que ello supone no es tan sélo de orden académi-
co$ en efecto, si la ascidn fitotéxica se manifestase con magnitudes
de orden similar sobre vegstales superiores e inferiores, y si en as-
tos dltimog hubierse fanSmenos de toxicidad selectiva, habria que espe=
rar una alteracién bien marcada en la microflora del suslo, econ conse-
cuencias diffciles de preverj podrfan esperarse ademfs afectos sobre
las enfermedades fungales y microbianas de los vegotales y soure los
fenémenos de simbiosis tales como la nodulacién de las leguminosas.

Por otro lado, siendo tan grande la capacidad de adaptacién
de los misroorganismns y tan diversas las sustanocias que son capaces
de degradar, es razonable suponer, que en un suelo tratedo con herbi-
cides, existan y se adapten especies capaces de degradarlos, contribu=~
yendo de esta manera a su desaparicién més o menos ripida.

Ia bibliograffa referente a la accidn de herbloidas sobre
microorganismos, y afin sobre vegetales no fanerdgamos, es muy escasa
y contradictoria, lo cual de por s{ congtituye el mejor indiclo de que
no se pusde esperar nada espectacular en este campoj; pasaremos ahora
revista a esta bibliograffa, en el orden siguiente: a)= degradasidn
del herbicida, b)= fitotixiocidad,
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a) = 81 se incorpora al suelo un herbieida cualquiera, se observa que
su concentraeidn en éste disminuye gradualmente hasta desapare-

cer} podria suponerse que ésto as debido exslusivamente al arrastre
por el agua de lluvia, pero las sigulentes experiencias indiean que
existe acoi’n microbianat si se pone en un frasco cerrado tierra que
contenga herbicida, la concentracién de éste disminuye hasta desapare-
cer y la desaparieién es nés répida en suslos ricos en materias orgé-
nicas., S1 el recipiente con tierra es esterilizado al somiengo de la
experlencia, la concentracidn del herbicida se mantiene constante,.

Ademds se observa, que sl se vuelve a agregar 6l mismo her-
bicida a la tierrs del primer caso su desaparicién serd mucho mfs ré-
plda, lo cual puede ser atribufdo a un snriquecimiento en organismo
degradadory, 0 a la seleccién natural de mutantes mAs activos para es-
te proceso (2,4,6,6,17,40)., Este fendmenos parece ser general para
los herdbicidad selectivos, sunjue los trabajos citados se refieren a
2y4=D y a ICPA ( 4cido 2=metile4eclorofenoxiacético ). Por otro lado
estos fendmenos no nos deben extrafiary ya que existen numerosas espe-
cles capaces de proliferar sobre sustratos aparentemente mucho més
inertes, tales como hidrocarburos aromiticos y paraffnicos.

Zobell (129) presenta una extensa lista de organismos de di-
versos génoros aislados principalmente de suslos y capaces de vivir a
expensasgs de petrdleo y parafinas en estas condiciones.Bn cuanto a los
metabolizadores de hormones, se han aislado especies puras, pero sin
llegar a su identificacién (5,49).

b)= Toxieidad para microorganismos: El1 2,4=D pareac ser considera=
blemente téxisce para el génere Rhisobium, afectando a la formae
0idn de nédules sobre rafces de leguminosas a conscentracionss que es-
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tén por debajo de las fitotéxicas} el fondmeno se manifiesta por una
disminucién en el nfdmero de nédulos, marcadas alteraciones en su es=-
tructura, y en la morfologfa y aaracteres tintorlales de los organis-
mos (35, 86)3 otros autores contradicen ésto, y atribuyen los fenéme-
nos obgservados a una intoxieaoidn del huesped (18).

Todo el resto de la bibliograffa es de un carécter musho
més pobre y discordante$ el 2,4«D parece ser téxieco para Mycobascterium
tuﬁercu]osio, Streptococcus hemolyticus, Strp. salivarius, Shigella
paradisenterfaa, Staphyloeoccus aureus, Bacillus brevis, B. subtills,
¥y Aerobacter cloacae ( 25,26,68,102), pero en general a concentracio-
nes muy altas.

Los organismos Gram positivos parecen ser mds suscertibles
(113)3 lo mismo ecurre con los formadores de nitritos (97) y aon los
organismos que requieren oxfgeno libre (123). En algunos casos se al-
toera el motabolismo; asf{ E. coll parece no producir gas a partir de
caldo lactosado conteniendo 2,4«D (113).

Los hongos, en general parecen ser alin menos susceptidles
qus los Eubacteriales. BEl género Actinomyces parece ser poco afectado,
oomo se desprende de su predominamsia en suelos tratados con 2,4=D
(118), y de los estudieg efectusdos sobre un pardsito de papas, Actie
nomyces scebies (47)s este mismo organismo parece sor sin embargo bas-
tante sensidle in vitro (36,68). Otros hongos patdgenos de los géne-
ros Pythium, Gibberella, Helminthosporium y Fusarium, parecsen ser in-
hibidos en su dssarrollo, aunque es muy diffoil diferenciar si los
efectos observados son debidos a una intexicacidn del parésito o del
huesped (13,58,124). lLos hongos sapréfitos de los géneros Aspergillus
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Penicillium, Khizopus y Alteraaria sufren efactos visibles tan sblo a
goncentraciones muy elevadas (20,58,60,102), si bien parece que sus
egporas son fuertemente inhibidas por fumigacién con los vapores de
loc 4stores (38). Las levaduras sufren una ligera inhibieidn pero
presentan desarrollo afin ocon soncantraciones de un grano de 244D por
litro (121),



a)= MNadio de Czapak (111)

“m..‘................... lmou
n%m 0000000000000 0000080 3 g.

w escecesesssscscsces 1 g
SOQUETHGO evvecvcenscesas 045 go

cm 0008000000000 00000808000 0’5 80
80"..%0 I XN ENRY Y NN NXN ] 0’01 80
8&&1‘08& ®9 0000000000080 30 8. (')

“a.r ®0es00cecccsnsccscone 2080

(') 180 g. para Aspergillus repens (grupe Glausus)
b)- Extragto de malta
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e)- MNedio de Wiakerham (87)
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CloLasflpgd secerrcccccnse

Oligoelementos
B como Boaﬂa sesssscscccss
Cu como 804Cu.7Hg0 eecceee
Icomo IK coeevcocececcnes

Fe como CJ.sFo,GBzo escsace

Zn como 8042“.7520 svccase

Yitaninsa
Blotina cececccecccccccsoe
Pantotanato de¢ Ca sceccess
InoBitol covncecccnvocccss
Niaoinga sececesccccecccsece
Ao .p~aminobenzoisd eecoees
Clorhidrato de Tiamina ...
Rivoflaving sceceecececcecs

0,876 g.
0,125 g.
0,60 g.
0,10 g.
0,10 g.

0,01 p.pe.m.
0,01 p.pem.
0,1 p.p.nm.
0,06 p.po.m.
0,07 p.pem,

2 M.
400 Mg,
2000 Mg.
400 Mg,
200 Mg,
400 JAg,
200 Mg.



CEPAS EMPIEADAS

Todas ellas fueron obtenidas del Instituto de Microbiologia
Agricola del Minigterio de Agricultura.

Levaduras?
Saccharomyees cerevisiae L=1=3
Saccharomyces carlsbergensis I-1-4
Torula utilis I=10-1
Torulopsis utilis L=16=1

Hongos: se emplearon las especies tipo de los 14 grupos de Aspergillus
dados por Thom y Reper (111).

A,
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A,
A.
A,
A.

clavatus
repens
fumigatus
nidulans
ustus
flavipes
versicoler
terreus
candidus
niger
Wentii
tamarii
flavus
ochraceus

N-3-135

#-1=-136
¥=1-137
}-1~138
M=1~139
U=1-140
i=1~143
¥=1=-166
¥=1~145
M=1-148
M=1-147
M=1-148
¥=1=187
=1-1581

MRRL 2
NRL 17

MRL 163
MRRL 187
NRL 278
MRL 286
MRRL ‘238
MRL 1960
MRL 312
MRL 334
MRL 378
MRL 429
MRL 484
NRL 398



~HERBICIDAS .

2:4-D, aal 86digat obtenida de Laboratorios Dr. Zappl. Para obtener
1la sal pura y el écido libre, se procedid de la sigulente maneraj el
produoto comerolial fué dilsuslto en agua y filtrado para separar mate-
rial insoluble. Le solucién limpida se caleanté a ebullicidén y se aci-
difricé con focido eclorhidrico para precipitar el fcido librej esta so-
lucién se deja enfriar y se filtréd por embudo Bfichner. El 4cido asf
obtenido se digolvié en un volumen considerable de agua destilada a
ebulliciénj se de jé enfriar separéndose as{ el fcidc libre puro en for-
ma de agujas oristalinas, las cuales se¢ filtraron por embudo Buchner
y 8e secaron en desecador eon ocloruro de calcio. La sal de sodio del
2y4~D se obtuvo a partir del &oido por disolucién en la cantidad cal~-
culada de COjNap seguida de evaporacién a baiio marfa de la solucién
resultante.

2:4=R, aal de aloanolamina: se emple un producto comercial, " Este-
ron 40 " de DOW, Este se presenta como un liquido viscoso, de color

caramelo, y contiene 66 £ de las sales de etanol - e isopropanolamina
del 2,4-D,

2:49-D, dater isopronilico: se empled un producto comercial, " Este-
ron 44 * de DOW, Este sa presenta en forma de un uduido mévil, de

color ambarino, que contiens 44 £ del éster isgopropflico del 2,4-D y
ademfs, emulgionantes que lo permitan ser dispersado en agua en forma
de una emulsién muy estable, que resiste la esteriligacidn.



ENSAYQS PREVIOSs No teniendo afln conocimientos relativos al grado de
susaeptibilidad de hongos y levaduras a la accién del 2,4-D, se deci-
d1d usar algfin método eapaz de dar un gradiente de consentracidén del
herbiscida en un medio sélido. Se emplearon dos técnicas, basadas en
las que se usan para investigacién y dosaje de antibiéticos (87). En
ambos casos 88 obtuvieron cajas de Petri sembradas uniformemente con
la especie a ensayar, en el medio adecuado, agar de Czapek para hone=
g08 y agar de malta para levaduras; para €llo se hicieron suspensiones
de esporas o de un cultivo en el agar Sundido, agitando éste, y vol-
cando en caja de Petri.

En un caso se colocaron sobre la superficle del agar, discos
de papel de filtro de 8 mm. de difmetro, embebidos en una solucidn sa-
turada de 2,4-D, y eaterilizados lusgo, y en el otro, cilindros ( 8 x
6 mm, ), cortados con sacabooados de una caja de Petrl en la cusl se
habfa volcado un agar que contenfa 5:1000 de 2,4-D, sal sdédica.

Estos ensayos comprendieron Aspergillus niger, Rhigopus 8Spp.,
Penicillium gpp., Saccharomyces cerevislae, Torulopsis utilis y Schi-
gogsaccharomyces octogporus; en ningfn caso pudo apreciarse inhibiciénj
més afn, se pudo apreciar formaaidn de colonias a lo largo del mismo
cilindrito de agar oon 2,4=D} y afin en la misma caja d¢ Petri con agar
Y 2¢4=D; exsnto de todo otro nutrioente, aparecieron solonias de hongos
ocomo contaminantes.

De estos ensayos pudo deducirse que la susceptibilidad de
los mioroorganismos a este herbicida es muy baja, y la necesidad de
emplaar cantidedes apreciables de éste en los ensayos a realizar.
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~IONGOS

los efectos qus pusden esperarse de un herbicida al aplicar-
lo a un vegetal superior o inferior son de tres tipos: a)= alterasién
en la velooidad del desarrolle, b)- alteraciones metabélicas, y )=
variaciones en la morfologia. Cunalqulera de estos efectos se preste-
ré para seguir la aceidén del herbilcida, y serd{ nscesario discernir
cual serd el més sencillo de evaluar en forma cuantitativa o semi-
cuantitativa. Para nuestro caso, g) la variacién de morfologfa fué
dascartada por presuponer una gran familiaridad ocon cada especie en
su forma normal y por no prestarse ademis a una evaluaeisn cuantitati-
vaj b), las alteraciones del metaboligmo, presuponsn la toma de mues-
tra a partir de un medio lfquido a intervalos y el dosaje de algfn
compuesto que se degrade o que se forme durante el desarrollo del or-
ganismo} es el método mis logico para el caso de las levaduras, pero
para los hongos, que crecen en forma de una capa superficial, impli-
caria la rotura y humidimiento de ésta durante lag tomas de muestra.
El tercer método o sea la medicién de la velocidad de aerecimiento,pa~-
recid el métode més légico para el caso de los hongos} en efecto, cul~
tivéndolos en forma de colonia gigante en caja de Petri, en medios a
los cuales se ha agregado herbicida en cantidades variables, es posi-
ble obtener una medida grosera, pero sencilla de la velocidad de ore-
cimiento, midiendo el 4rea o el difnetro de las colonias formadas.
Pueden adenfs seguirse las alteraciones morfolégicas ya sea a simple
vista, o0 mediante la observacidn de la caja con el objetivo de bajo
aumento.

La téonica que se empled fué en definitiva la sigulente! se
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preparé agar de Csapeck, y se lo dividid en 5 fracclones, a 4 de las
ouscles se incorporaron cantidades variables de 2,4=-D, sal sédica, re-
servando la 58 gomo testigoj estos medios se entubaron a razén de 16
ml, por tubo y se esterilizaron a 110¢® durante 30 min.; se tuvo asi
la sigulente serie de medlos?

~JUERO S QCLIIRACION
0 (testigo)
1: 100 000
1:s 10 000
1: 1000

i3 250

LR I - B

Para la siembra de colonias gigantes se empleé la técnica re-
comendada por Thom (1ll), que consiste en hacer una suspensién en agar
fundido a 45¢% de esporas de la especie a sembrar, dejando solidificar}
en esas ocondiciones basta tocar la suspensién de esporas con el ansa,
y con éata el centro del agar contenido en la caja de Petri. La sus-
pensién en agar de las esporas permite semhrar con precisién en un
punto determinado de la caja, evitando la aparicidén de colonias en
otras partes de la superficie, lo cual sucede easi indefectidblemente
por arrastre del polvillo de esporas, cuando se intenta sembrar éstas
directamente.

Se sembraron de esta manera 2 cajas para eada coneentracidén
y especie; ademéds para cada congcentracién ge sembré una tercera caja
con tres colonias dispusstas en tridngulo, segin indica Thom (11l), a
f£in de tener me jores ocondiciones de observacién al microscopio en las



gonas marginales.

Se emplearon las especies tipos de los 14 grupos en que Thom
y Raper (111) dividen el género Aspergillusj o) medio bdsico fué en
todos los casos el de Czapeck, enriquecido con 150 g, de glucosa para
A. repens (grupo glamus), cuyo desarrollo en medios de azfoar al 3%
es muy leanta.

Al cabo de un tiempo apropiado, (3«12 dlas), se realizé la
observacién de las colonlas resultantes; con los didmetros de ellas
se confecciond la tabla I. los valores de la tabla estin afectados
de erroraes que varian considerablemente de una especlie a otraj en
efecto, algunas de ellas como A. flavipes y A. versicolor, son de fore
ma regular y de bordes mwy netos, en tanto que otrosy como A. clava=
tus o A. fumigatus, son flocosas y de bordes muy poco definidos, en
el caso de A. repens, la falta de definicidn es muy notable, razén
por la cual no se consignan mediciones para esta especie.

Los datos numiricos de la tabla I pueden ser llevados a un
gréficoy como el I, en el cual se han oonsignado tres especies de com=
portamiento tfpico.
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2,8 2,7 3,1 3,0 2,9
A. candidus N.ﬂ Nom N-Q N.m Noﬂ
6,0 543 4,9 4,6 4,2
A. niger 5,8 5y4 5§40 4,6 4,2
Dad Sad LdeZ e
mou- o..?mnp m'?.ﬁmﬂw *Oo ‘”
A, Wontii 540 546 540 3,9 3,6
m.o Q.g“ mOH‘MON m.m .o
OOO mnm QOO mOH. .m
A. tamarii 643 847 6,0 5,4 5,6
mOm QQN Q.o mwm 0‘
. 646 6,8 640 5yl 8
A. flavus ’ 647 ’ 6,8 ’ 642 ’ 5,3 ’ 6,9
'7 6,8 6,8 6,5 ,0
3=sy? 44,6=4.,7 444=1,8 447=4,2 1-4,2
A. ochraceus T *as | T ae |V T as | = 4,2 W. " 4,2
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En ordenadas se han llevado los difmetros de las colonias,
como indice dcl:elocidad de desarrollo, y en abcisas los nimeros ardi-
trarios asignados a cada medio, en concentracién creciente, desds O
para el que carece de herbicida hasta 4 para el que contiene 4.10";
se observard que estas abcisas desde luego no guardan escala, pero ello
no afecta la interpretacién del gréfico que es sélo aproximadoj si en
las abcisas se emplean las concentraciones ( O- 4.10"’). resultarie
desproporcionsdo, y los logaritmos de ellas tampoco se pueden emplear
( log 0 g-a0),

Del gréfico pueden concluirse dos cosass a)- existen los
tres tipos posibles de comportamiento frente al herbicidaj inhibieidn,
( A, niger )j insensibilidad, ( A. ochraceus ) y estimulo, ( A. te-
rreus) b)- el 2,4-D no es fitotéxico para el género Aspergillus. (Di-
versas experiencias aisladas realisadas permaiten afirmer que los otros
géneros comunes d¢ hongos tampoco son destrufdos). Aspergillus niger,
que es la especie mfs sensible se desarrolla atin perfectamente en un
medio que contiene 2,5.10°3 de 2,4-D 0 sea una concentracién que no se
encuentra nunca en un suelo tratado con herbicida con fines agricolas.

Las colonias de las especies que figuran en la tabla I, fue-
ron ademis observadas al micrescopio eon el ebjetive de pequefio awmen-
to, para poder apreciar las variaciones morfolégicas; éstas fueren en
gensral muy poco marcadas y varias especies ni las presentaron; se ob-

servaron alteraciones en las especies siguientes:
4ds Ridilansgt: colonias mfs flocosas, con menos exudado.

4. candidug: aumento en la proporcién de conidiéforos pequefios, y as-
pecto manifiestamente penicilado de ellos.
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As pigar:s es la finica especie afectada muy visiblementej al aumentar
la concentracién de 2,4-D, la colonia pasa de flocosa, con bordes es-
fumedos ( en el sentido de que la cantidad de conidiéforos dismimmye
gradualmente hacia la perifer{a ), a flocosa, pero bastante mfs compac-
ta, con la gona oscura de los conidiéfores terminando abruptamente ha-
cla los bordes.

El color de la zona fructifera pasa de negro en las cajas T
Yy 1, & un negro pardusco en 2, 3 y 4, El borde del micelio vegetativo
que es amarillo limén y difusoc en el medio normal, se hace blanquecine
con bordes netos en 1, 8 y 3 y pasa a un color amarillo intenso en 4,
El reverso de la colonia pasa de amarillo pélido con el centro pardug-
co en N, a pardo amerillento con bordes amarillo vive y ceantro casi ne-
gro en 4. Al microseopio se aprecia una dismimucién en el tamafio de
los conidiéfores al pasar de 1 a 4, como asimismo la aparicién de un
exudedo de coler pirpura oscuro, en gotitas a partir de 1. En A, ni-
ger se pudo apreciar ademés dos veces un fenémeno que no se repitié en
ninguna de las otras especies estudiadas, y que consistia en qno“o‘l ne~
dio 4, en vez de aparecer la colenia ligeramente alterada ya descripta,
aparecia otra, de micelio escasc y blanco, con un didmetro que no lle-
gaba a exceder de 0,5 cm., ¥ que presentaba a 1o sumo 40-80 conidié-

foros pequefios y deformes.
As ¥Wantils dismimuciéan del borde blanco de la colonia.

4._tamariis aspecto deshilachado de los conidiéfores en los medios 3 ¥y
4,

As Llavug: aumento en el tamafio de los conidiéferos y coler més oscuro
de la colonia.
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~ABYADVRAS

Cuando se comengd a estudiar la accién de los herbicidas so-
bre les levaduras, se consideraron factibles dos tipos diferentes de
métodos para la evaluacién cuantitativa de su acciln; ambos se ensaya-
ron, y uno de ellos se empled con éxito.

El método que parece mfs inmediato es ¢l de determinar la ve-
locidad de desarrollo de la levadura en medios a los cuales se ha adi-
cionado herbicidag en efecto si se siembran medios de cultivo que con-
tienen diferentes concentraciones de inhibidor, com iguales inéculos
de la levadura a ensayar, el nfimero de células que se encontrardn al
cabo de un tiempo dependerd de la accién herbicida y nos darf una me-
dida de su capacidad.

S8e ensay$é este método en la forma siguiente: se prepard un
medio de mosto de malta con concentraciones de 2,4-D entre 102 y
108 M., y con 2,4-D, sel de alcanolamina entre 10°1 y 105 M. Este
medio se pas$ en tubos anchos a razén de 25 ml. por tubo, y se los es-
terilizd a 110¢ durente 30 mimutos. En cada tubo se sembraron 2 ml.
de un cultivo de 48 horas de Saccharoumyces cerevisiae en mosto de mal-
ta, dejando incuber luego durante 48 heras. En el liquido resultante
se intenté el recuento de células sacando muestra con una pipeta cuen-
taglébulos y pasando sin diluir a una cémara de recuento. El tamafio
de las células de levadura s muy préximo al de los hematfes, y su
recuento no ofreceris mayores incoavenientes, a no ser per la tenden-
cia de las levaduras a presentarse en forma de racimos de células, con
20 0 a veces mis individuos, dispuesto en varios planos, lo cual hace
completamente inseguro el recuenteo de estos grupos; en vista de ello
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¥y a las dificultades para disponer de cémara cuentaglébulos, se deci-
dié no seguir ensayando el método., Cabe hacer notar que en el medio
10" M en herbicida las levaduras se presentan en nfimero muy escaso,

son pequefiag y de tamafio irregular., Una variante de este método fué
expleada por West y Henderson (121)3 estos autores cultivaron levaduras
en un medio liquido con cantidades variasbles de B44-D, y determinaron
el nfinero de células en forma indirecta midiendo la transmitancia del
medio fermentado con un Cenco Fhotelometer., Los resultados de estos
autores son los de la tabla que figura a contimaeién:

—2ABLA XL

~Congentracidn
2,44); PePele

testige
0,001
0,01
0,1
1,0

10

100
1000

BSBRBSBB‘E

Puede apreciarse que el efecte del 2,4-D se hace visible re-
cién a una concentracién de 100 partes por millén. En nuestro caso es-
te método no pudo ensayarse por carecer de aparato adecusdoj es induda-
ble que esta técnica turbidimétrica es la més cémoda y répida come for-
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ma de segulr el desarrollo, sacando muestras a intervales reguleres Yy
es inaplicadble ten sélo en el caso de medios que contengan ésteres del
2,4-D emulsionados, yr que éstos confieren turbides al medio aén en au-
sencips de células,

Otre técnica que se ensay$§ pars reemplagar el recuento direc-
to fué la siguientes se preparé mosto de malta con cantidades variae
bles de 2,4<D y su sal de alcanolamina, como en &l otro ensayo, y los
medios resultantes se pasaron a tubos anchos a resén de 25 ml. por tue
bo, esterilizando a 1109 durante 30 min., En cada tubo se sembraron
2 ml, de un cultive de 48 horas de Saccharomyces cerevisiae en mosto
de malta, y se dejS desarrollar durante 48 horas., Se agité para sus-
pender las células y se pasaron muestras a albuminfmetros de Nigslj
(estos son tubos de centrifuga de 2 ml. de capacidad que terminan en
su parte inferior en un tubo estrecho graduado de 0,1 ml. de capacidad
Y se los emplea para el dosaje de proteinss en liquido eéfalorraqufdeo);
se procedié a ceatrifugar, y se leyd el volumen resultante de levadurs
en la porcién estrechada del tubo. Se pudo comprobar ques a)- el volue
men de levadura era demasiado pequeflo para lograr una buena lectura,
¥ b)= no era posible apreciar diferencias de un medio a otro, salvo
para las mayores concentraciones del herbicida que daban un volumen
despreciable de depésito.

El segundo método a que se hizo referencia y fué en definiti-
va el que se aplicé, es un método indirecto, y consiste en medir algu-
na actividad metabblica como fndice del desarrollo.

Todas las especles de levaduras se caracterizan por degradar
sustratos carbohidratados ya sea fermentativa - u oxidativamente (87),

de manera que si en el medio se dosan agfcares a intervalos regulares,



se podrén construlr curvus que expresen la concentrascién de azfcar co-
mo funcién del tiempo, y es perfectamente razonable esperar que una le=
vadura que se desarrollé en un medio que contenga inhibidor, metaboli-
ce al sustrato mis lentamente que aquella que creszca en un medio nore
mal y esto es 1o que pudo comprobarse en todos los casos.

E1l medio que s¢ mmpled fué el Wickerham(87), empleando glu-
cosa como carbohidrato y S04(MH)p ecomo fuente de Nj siendo un medio
sintético es perfectamente reproducible en sus propledades, lo cusl es
muy deseable para fines comparativos. Se prepararon medios de Wicker-
ham con las concentraciones siguientes de herbicida:

MEDIOs N 1 2 3
CORC, pepelst 0 10 100 1000

S5e prepararon 260 ml. de cada conecentracién, y se los pasé a
Erlemmeyer de 1000 ml. donde se los esterilizd a 1109 durante 30 min.
Dichos frascos fueron sembrados con 1 ml. de¢ un cultivo en medio de
Wickerham de la levadura a estudiar.

A intervalos regulares se sacaron muestras de cada frasco
con pipeta estéril, procediendo con ellas de acuerdo con el método pa-
ra dosaje de agiceres de Stiles, Peterson y Fred (107). lLos valores do
estas determinaciones se han consignado en las tablas IIlI-IX, y con
ellos se han construfdo los gréficos 1-7. El método es de fécil reali-
gacidn y sus resultados son concordantesj la Gnica dificultad aparece
en la toma de muestra de los frascos que estén en la fase més activa
de la fermentacién, ya que en la pipeta aparecen burbujas de COg que

son una causa de error no evitable.



El significado de los encabezamientos de las tablas es el si-

guiente:
RiAx
HORA:

ERAD: horas a partir de la inoculacién con 1 ml, de cultivo de lava-
dura.
TESTIGO: valores de la titulacién con el reactivo sélo.
LEIDO: valores para la titulacién de la muestraj los dos valores son

a partir de alfcuotas de un mismo clarificado.
PROM.: de los valores anteriores.

diferencia entre la titulacidn del blanco y la muestraj corres=-
ponde al asficar reductor presente.
YoL, CIARIF.: volumen del clarificado que ha sido tomado para la deter-
minacién.
GLUCOSA mg.X ml/t valores del contenido en glucosa obtenidos a partir

de la tabla del método.

GLUCOSA $ RESIDUAL: valores obtenidos tomando la concentracién de glu=-
cosa al momento dc¢ la ineculascién como valor 100j
se observard que el contenido inicial de glucosa no
63 exactamente el mismo para las distintas concentra-
ciones de una misma serie de medios, lo cual se de=-
be al volumen pequeflo pero variable de agua usada
para disolver el 244«D,
En los gréficos se han representado porcentajes de agicar re-
manente en funcidén del tiempo en horas.

Se realigaron ensayos de tres tipos diferentes, a saber:
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Se ensay6 la eccién de un mismo inhibidor, la sal sbdica del
294D, sobre las levaduras Saccharomyces cercvisiae ( tabla III, gréfie
co 1), Saccharomyces carlsbergensis ( tabla VII, grifico 5), Torulepe
sis utilis ( tabla VIII, gréfico 6), y Torula utilis ( table IX, gré-
fico 7)e En todos los casos puede constatarse: a)- hay desarrollo de
levadura a cualquier concentracién del inhibidor empleada, si bien a
1000 pepem. el desarrollo es aprecleblemente menor. b)= la desaparicién
del agzlcar es progresivamente més lenta al aumentar la concentracién
del herbicida desde O a 100 p.pe.m., pero en todos los casos el azficar
desaparece en su totalidad y la diferencia de velocidad respecto del
medio normal es muy poco marcadaj la tabla que figura a continuacién
expresa en que porcentaje de tiempo excede la fermentacién del medio
que contiene 100 p.p.m. a la del testigo, temando el tiempo de este G1-
timo como valor 1001

—2ABLA X
Saccharomyces cerivisiae 18
Saccharemyces carlsbergensis 22
Torulopsis utilis 20
Terula utilis 18

¢)= en el medio que contiene 1000 p.p.m. la fermentacién es lenta al
principio, ¥y finalmente se detiene del todo, llegando a un valor resi-
dual de agicar que ya no varfa con el tiempo, y que para las especies
y condiciones usadas fuf el siguiente:



~IABLA XI
Saccharomyces cerevisise 66
Saccharomyees carbsbergensis 60
Torulopsis utilis e7
Torula utilis 88

II) - JGUAL ESPECIE CON DIFERENTE HERBIC IDAs

Se ensey8 la sccién de dos formas distintas del 2,4<D, 2 sa=
ber: le sal sédica y el éster isopropflico sobre Saccharomyces cerevie
siae. La diferencia realmente notable es de que en presencia de éster,
Y salvo la presencia de un perfodo inicial de induccién, para la con-
centracidn de 1000 p.pel., 8¢ llega en todos los casos & una degrada-
eién total del azficer del medio, FPosiblemente se deba &sto a una beja
capacidad de penetracién del éster s través de la membrana celular de
la levadura, 10 cual sumado a la poca sensibilidad inherente a los mi-
croorganismos hace que el éster afin a esta alta concentracién resulte

tan poco activo,

III)- }

Se ensay$ si era factible lograr una adaptacién de Sacchare=-
myces cerevisiae al 2,4-D ( tablas III, IV, V; gréficos 1,2,3 ). Para
lograrlo se hicieron repiques sucesivos sobre un medio de agar de mose
to de malta, que contenfa 1000 p.p.m, de sal sbdica de 2,4-D , Al cae
bo de § ¥y de 10 repiques se construyeron las curvas de¢ fermentacién co-
rrespondientes, de las cuales se deduce: &)= por repiques sucesivos

en medio con inhibider, la levedura pierde algo de su poder fermentati-
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vo, en el sentido de que medlos con iguales cantidades de imhibidor
tardan mayor tiempo en ser degradados. En la tabla siguiente se dan
los tiempos para la degradacién total de medios con 0 a 100 p.pem, de
sal s8dica del 2,4<Dj el valor 100 eorresponde al medio testigo con le=-

vadura normal:

=ZABIA XIL
CO.LuNTRACION 0 10 100
RuPI;UES
o 100 109 117
6 137 148 164
10 160 166 224

b)= a la concentraeién de 1000 p.peB., la fermentacién se hace también
més lenta, y se llega también a un estado estacionario, pero la cantie
dad de azficar que la levadura llega a fermentar es bastante meyor; el
cuadro sigulente registra los porcentajes finales para los casos estu-

diados, expresados como porcentajes de agécar inicial:

|
REPIQUES S RRANEIDE. £ FERMENTADO
66 A
3 56 94
10 33 Y4

De las experiencias precedentes puede comprobarse ¢l muy es-

caso efecto de eate tipo de herbicidas sobre hongos y levaduras. 81



recordanos la explicacidn que se dié sobre el mecanismo mfs probable
de la accién herdicide de los ariloxiacéticos (118) veremos que este re-
'sultado es el m{s 16gico y razonable; en efecto, los orgenismos estu=
dladosy unicelulsres en el caso de las levaduras, o en forma de asocia=-
clones celulares dastante gencillas para el caso de los mohos, carecen
de puntos definldos de crecimiento como las yemas y £pices de rafces
de los vegetales superiores y en los cuales se locallza la mayor parte
de la sceidn herbicidaj asimigmo ninguno de estos organismos posee un
sistema vagcular especialigado que puede sufrir lesiones., Como la muere
te @3 un efecto secundario debido a las alteraciones primarias que el
herbicida produce en el vegetal, no existiendo éstas, no habrd muerte.
Por otra parte hemos visto que los arilexiacéticos son capa-
ces de afectar positiva « 0 negativamente algunos de los sistemas hor-
monales que existen en el vegetalj la inhibicién del poder fermentati-

vo a altas concentraciones de herbicida puede deberse a ello.



. LEVADURAs SACCHARQMYCES CEREVISIAE
YOL. JINOCUIQ: 1 ml
DIA | HORA | EDAD| TESTIGO | CONCENTRACIONs O p.p.m. (medio normal) | ..,
HO N ] §8
T ———
horas| lef-|prom.| lef- [prem vol. |glucosa [glucosa -
do |[gen. | do ) A ¢lar, . resid. i:‘
3/11 [ 8,3 |0 {:;g 4:o","' 6,11 pz,98|1 1,768 | 100 ::g
y. 18,90 (10 (193 7053 [7062 P71 |18 | vs,8 | 68
lam 8,0 |a {:'?E 2'5: 9,29 [9,9001 |1,397 7,1 g;g
l " 14,00 [29,30[39%87 _{3:;11 5,7 D3,30|2 |0,986 54,1 ::i
)
» 19,00 [34,30(33°5% | § _Jgg 8,15 [0,94| 2 |o0,008 Byt ig:g
19,20 19,0
» hs0 s [5300
em (8,30 |72 |17
@ 2 —
71 |8, |96 (3507
10/1 | 8,3 (168 |30000 |




_MEDIO; WICKERHAM

SpAD: €0 horas

ACIO N3 10 p.peme t;gm;mmcmm 100 popeie
roms 'vo1. |gtue. |giue. | 1ef- prom, 1 ]'ﬂ'i- glus, | gluod

clar. |mg/ml. res.| 4o clar.|mg/mld $ req 1
28 (12,81 [1,M4 |200 | Sed2| 6,00 [ 13,0 | 1 1,770 |100 B
612,63 1 (1,m8 98,6 | $83) 600 12,00 | 1 [1,78 97,8 B
)19 | 9,90 1 1,997 | 80,0 :;g P,19 | 9,90 | 1 |1,997 ?a.a—
,9 14,0 2 [1,008 |o7,6 [333 (8 | 8,78 | 2 [1,907 |70,8 |
20| 8,802 |0,626 |35,8 Z;:: 797 (13,12 | 2 |o,7e0 |43,8|
98| o1 2 , - |i8'e(wne {0082 | - | -

oe ot Lot it | ptps [yt s |




- 2 £ GLUCGEA
LI 311 ~HOBAL 8,30
DIA | Hem
ggﬁwrmc ION: 1000 pepem.
' glucosa lucosa
efdo prom, A vol. clarif, mg/ml, ﬂgros:ld.
3/11 8.22.{2 6,11 12,98 1 1,767 100
‘ bl |
" [18y%,3e 6,18 12,94 1 1,768 98,8
5,98
1 4/11 | 8,37,55 7454 11,58 1 1,588 89,7
“7,88
oo e | we | 3 | um | e
" [19,08,77 8,77 10,38 1 1,448 82,0
8,77
8/11 a,ag:g 10,17 8,98 1 1,268 7,6
" m,gg:z 10,47 8,62 1 1,206 60,4
6/11 a,ag.g: 10,88 8,27 1 1,182 68,9
et 4
0
711 8.8013 10,88 8,24 1 1,178 66,8
o
10/11 a.vi: o: 11,07 8,08 1 1,148 65,0




LEVADUBAL SACCHAROMYCES CEREVISIAE (')
JEOCULOs Cantidadt 1 ml

DIA HORA EDAD| TESTIGO gonml:‘Emmcrom 0 (medio normal) col
ne
horas| lef- |prom.| lefe| prom. vel. | gluc. [glue, |lef-
do gen. | do A clar. | gn/gl res. |de
18,86 5,97 6,01
0 ] L 00 ]
irr/n ) 18°95 | s580 5,93 [13,07| 1 1,780 | 1 Ho
" 19,00 6,03 6,21
18,30 | 9,30 10°06 0%07 6,08 (12,98| 1 1,763 | 99,1 He
. 19,04 6,6
J18/11 | 8,30 23,30 |59 g:gg 6,85 |12,45| 1 1,694 | 95,2 5:“‘
19,21 749 '
|+ | 14,00 |29,00 (3353 a1 7,98 [11,04{ 1 [1,60 | 88,5 | $%
" 10,02 7,8¢C
ls.w 33'00 19’03 9'27 9.30 9.70 1l l.m 76,8 7’7‘
19/11 | 8,30 |47,30 |19+20 18445),0 38 | 0,62 2 | 0,088 | 3,6 | B’
’ ’ 19,13 | [ 18,31 [~ ’ ’ ’ 8y 9¢
" 19,15 18,92 17,6
" 18,96 19,07
20/11 | 9,00 |72,00 |18+98
] IBJ”
21/11 | 9,00 |96,00 ;mg':g .
24711 | 9,00 |168 |18,96
’ 118,08 |

(') & generaciones en 2,4~ D



_MEDIO;  WICKERHAM
ERAD: €0 horas
ACIONs 10 pepem. CONCENTRACIONs 100 popem.
Ne 2 _
om vol, | gluc. uce | lef- prbn. vol. | gluc. uC.e .
* A clar, ng/ml.|S res.| de A clar, | mg/nl.|® Pes.| 16
o2 {12,88] 1 [1,768 | 100 g:!,g .5,85/13,15| 1 |1,793 |100 g:§
8,80 | 5 60(13,40] 1 7 [102,0 | S
23 112,77 1 1,737 | 98,2 | glgo | 598013, 1,887 ’ 6,
6,
56 |12445( 1 |1,093 | 98,7 g;g ¢,3¢[18,66| 1 |1,722 | 96,1 | 6,
07 |11,03] 1 6436 o
» l'm 92.1 6.34 6.3‘ 12’“ 1 I’M 98,0 714
6,75 7y
78 |11,22/ ) 1,540 | 87,6 6;§_9 §,72{12,28| 1 1,672 | 93,3 G,
. —“’g |
P8 110,02/ 2 0,707 | 40,0 | 3057 | 6,04/12,06| 2 |0,882 | 49,3 | 9,
0 16,71 !
60 | 1,40 2 0,130 | 7,4 16763 [1667| 2433| 2 0,193 | 10,8 | 9,
10,
03 | 0,03| 2 - - i'g::g 18,92| 0,08| 2 - - 8,
10,
10::
11,
1,
1e,
124




. 2 4 GLWOSA
DIis 17 HORA: 9
DL . CONCENTRACIONS 1000 p.pem.
N9 3
ldo proa, A vol, clarif, -%?“ %122:?;.
17711 ‘ig 6918 |12,88 1 1,7%0 100
& " 19?1 6,31 (12,00 1 1,727 98,7
|1em} & 6,38  |12,63 1 1,7 98,1
1: " 14: 7,51  [11,83 1 1,616 92,3
" u;% 6,804 [12,08 1 1,644 94,0
wmu | & 9,57 | 9,43 1 1,330 78,1
" 1{8 9,63 | 9,37 1 1,328 75,6
" |48 9,98 | 9,02 1 1,278 7340
£0/11 % 10,87 8,13 1 1,163 66,8
21/11 ng 11,64 7,36 1 1,086 60,3
MM | 80 1zes e 1 0,97 85,7
)




. _LEVADURA: SACCHAROMYCES CEREVISIAE
-AHXGULOs Cantidad: 1 ml
DIA| HORA| EDAD | TBSTIGO cgrgm;mm;cxom 0 (medio normel) Y,
— !
lef- prom.| lef-| prom. ol. | gluc. luc.
horas | 4o en. | do A\ lar. | mg/ml. | # res. %:1
18,90 6,43 0 e,
16/12| 8,30 | © 18,83 e37| S0fi2e0| 1 1,700 | 100 g
* n 14030 | @ {g;g g:g 6,43[1247| 1 [1,608 |e9,7 | &
(
18,990 6,60
" 118,30 | 10 ’ ’ 6,64112,36 | 1 |1,684 | 99,1 6,
: 18,98 6,
17/12 | 8,30 |24 [1878 S27| ewssh2,35| 1 | 1,683 |99,0 | €
3 3! 2 6,
* 18,30 | 3a |12 0’35 | .26/ 9,64| 1 [1,060 |w0,0 | &
? ? 8
18/12 | 8,30 | a8 |1888 2 18605 | 14,97| 3493 | 1 | 0,600 | 35,3 ﬁ:
" 18,86 | X [16,78 14
14430 | 54 |7g%y jiej76 | 16076[ 2,04 | 2 | 0,181 10,6 | 30
" 0 18,88 18,76 - - 18
hs 18,30 | 58 298 o735 | 18,09 022 | 2 18"
18/12 | 8,30 | 72 iﬁ’%’#
14
" 18,82 T
14430 | 78 18'65
= 118,30 | 82 18,84
I 18,03
22/12 (15,50 | 140 [1g°90




_MEDJOs WICKERHAM

<AD: 60 horas
'RACIONS 10 p.p.m. jg.--scmrmcmm 100 pepem.
i N AL o o e R S T
6458 112,35/ 1 |1,680 (100 | $*23 | ©,85012,36| 1 14680 |10
6948 112,45 1 1,693 |100,8
6457 |12,33| 1 1,678 | 99,0 2;?3 Gy32(12,58| 1 1,710 |101,8
6971 |12,19] 1 1,661 | 98,8 3:23 o1 112,20 | 1 11,673 | 99,7
8,7 [10,06| 1 [1,430 | 86,1 | 7°03 | 7,08[11,85 | 1 |1,618 [98,3
4400 | a,81|1  |0,m5 | 42,6 g;?,?, 8,90 10,00 | 1 (1,411 |84,0
4,28 | 4,62| 2 | 0,344 | 20,5 }3;",: 10,76| 8,15 | 1 |1,166 |€9,4
8,m | 0,11 2 - | - '3 [u.e7] 763 | 1 |1,008 [65,2
{g:ﬁ 16,84| 2,96 | 1 |0,390 | 23,4
i‘g:gi 18,02| 0,08 | 8 -

L 1)



. 2 £ GLICOSA
DIAd 1612  HOGAS 8,30
DIA| H COICHNTRACIO 5 1000 p.pems
lefdo prom. A vol. clarif,| 8lucosa | glucosa
e rC-"Zid.
16/12| 8, 3% 6,80 | 12,1 1 1,649 100
"
" 114,
| » |1s, g:g.} 6,90 12,00 1 1,636 99,3
1712 | 8, il 7500 | 11,00 1 1,624 08,3
» |18, ;:82 7,06 11,84 1 1,617 08,1
1812 | e, 3'72 8,85 | 10,06 1 1,418 86,0
" |14, ::x‘ 9,73 9,12 1 1,290 78,8
2 ;
. » |18, 1g:gg 16,00 8,90 1 1,262 7646
19/12 | 8, }_g:gg 18,30 6,60 1 0,988 67,8
12
n |14, 12’2 12,52 6,38 1 0,923 55,9
} J
= |18, :*Z';: 13,10 5,80 1 0,862 51,7
— 2
22/12 15,}2;; 15,38 3,82 1 0,548 a3,




~IEYADURAE
ANOCULOs

SACCHAROIMYCES CEREVISIAE
Cantidads 1 ml.

DIA

HORA

EDAD

TESTIGO

CONCENTRACION: 0 (medio normal)

18,03

cC
N® K _N
horas | lef~- [prom. | lef- |prom. A vol. |[glus. luc, 1ed
do gen. do clar. |mg/ml. res., | do
@c/12 | 8,30 | o g;gg g:g 6,09(12,89| 1 {1,785 | 100 g:g
19,14 6,08 6,
" 14,30 | 6 ’ ’ 6,07|12,01| 1 |1,758 | 100,2
-t 00 6,08 | ? ’ 2 | 6,8
n | 18,30 | 10 ‘13132 g_;g 6,21/12,77] 1 1,738 | 9,1 | g’
' 19,16 13,19 <
Wiz | 8,30 [ 24 |39°0) 12'97 |13:08] 5,80/ 1 |o,868 49,6 .ﬁ:ﬁ
" 14,30 | 80 113188 § Eﬁg 168,76| 2,22 2 0,186 10,6 IIO.u
" 18,30 | 3¢ [38+88 19,00 1,3 95| 0,03| 2 - o [18s€
’ 19,02 18,00 |~ ’ 18,8
¥z | 8,30 |48 |38 10%
b, 14,30 | 54 gvgg
9
" 18,30 | 58 }gog
U
6712 | 8,30 | 72 [18+08




_MEDIO: WICKERHAM
60 horas

~LRAD ¢

FRACIONS 10 p.pem.(?)

CONCENTRACIONs 100 p.p.m. (")

: g
promJ 2\ |vol. | glus. | glus. les~ {prom.| A ngm. lue.
clar. mg/ml4d % res.| do ng/ml res
6,27 12,72 1 {1,730] 100 g:’z‘{ 6,29 12 1,740 1200
6,04 12,700 1 |1,728| 99,0 2’2‘3 6, 13,94 1 |1,760 :m,ﬂ
2
6,40 12,680 1 |1,710| 98,8 | 6,31 5,24 ls,‘li 1 |1,732| 09,8
6,19
11,300 7,68 1 |1,100| 63,6 1°i ’: 9,94 9,04 1 | 1,282 73,%
0
10,5ﬁ 8’4* a2 O,GQ “’8 9.’?' 9’1 Q,BJ a 0,“2 39,#
B’G{ oaaﬂ 2 0.0(1 2.4 m’“ 17’00 1 2 0’171 ’.*

(') Ester isopropilico del 2,4=D, (Esteron 44, Dow) equivalente



V]

2 4 GLUCOSA
~RIAL 2/12 ~HORAL 8,30
DIA | Hi cl:‘c.):gmm.\clom 1000 p.pem. (')
le{do prom, 43 vol. clarif,. 5:;:;?‘ §1§::::
/12 | g3 6,33| 12,66 1 1,720 100
o |y 9% 6446 12,53 1 1,706 99,1
y 6,21
" LT 6,18 12,80 1 1,742 101,4
3/12 { g:gg 6.38 12’60 1 1’713 ”’7
o |2 o5 6440| 12,68 1 1,712 99,5
. N g:ﬂ- 6,48| 12,50 1 1,700 88,8
9,82
12 | o0 9,88 9,10 1 1,288 74,9
. L .1‘3:% 18,11| 0,87 1 0,169 9,8
18,87

sn cada caso & la cantidad indicada de sal sédica de 2,4-D




LEVADURA; SACCHAROMYCES CARLSBERGENSIS

LJCULQ: Cantidsds 1 ml.
DIA HORA EDAD TESTIGO CONCENTRACIONs O (medio normal) CON
4 Ne N N Ne .
horas IJ prom} lef=| prom. A vol. glucosa uc.| 1o
do| gen.| ao elarif, | mg/ml res| do
12/11| 8,30 6 5481 5 49| 13,58 1 1,854 | 100 | 298
’ 5,50 ’ ’ 5,46
5,6
» | 14,30 6 | g"’é 5467 | 13,40| 1 1,827 | e8 |0
647
» | 18,30 10 5770 | 5074 13,33] 1 1,818 | 97,8 506
647
13/11| 8,30 24 6491 | .83 |12,24| 1 1,667 | 89,4 33
» | 24,30] 30 783 | 7. 83(11,24| 1 1,650 | 0,153
» |18,30| 34 & 10407 110,07 | 9,00| 1 1,276 | 68,4| 92
> 4
»
14/11| 8,30| 48 A | 18,8 11887 | 0,20] 2 - - [18y2
19,1
» |14,30] &4
" 68
17/11| 8,30] 120
18/11 | 8,30]| 144




JEDIQs WICKERHAM
_EDAD: 60 horas

RACION: 10 DePolle CONCENTRACIONs 100 PeDelle
N 2

[ L. fiuc, | gluwd
o | A Bl o, it e | A5 0. [P5

5462 13,45 | 1 1,835 | 100 g:gal 5,77 13,30 | 1 |1,813 |00

5,22 P3,85 [ 1 13,82 |103,2g%0g | 6,02 |13,08 1 1,777 | 98,

5067 3,40 | 1 1,827 | 99,7 g:gg 5487 m,zol 1| 1,800 | 99,3
6

Gy74 f12,33 | 21 1,678 | 91,5 G;ig 6,17 :a,u{ 1| 1,756 96.4

8435 [10,72 | 1 1,403 | 81,3 7;32 744 | 11,93 1| 1,628 | 80,8

9,26 | 9,81 | 1 1,384 | 78,4 |33 | 8,37 10,7;| 1| 1,491 | 82,

18,32 | 0,76 2 0,076 394 ;;97; 9,83 9’4 2| 0,683 x’{_

19'03 0.“ 2 - - | 15.67 314{2 0,281 14 .
2 - - I

g;g ]9’18 0,11

ey =y




Ve

o % GLUCOSA
LI 1l2/11 JHoRAs 8,30
e e———
leido prom. vol. clarif, g:'/mm;“ glmo::
® p res
6420
12/11| 6,18 6,19 1 1,754 100
" 1
8,20
.e » lgl1e 6,23 1 14747 99,6
6,60
13/11 | g g0 6,70 1 1,633 96,9
[« |33 7517 1 1,624 02,6
7430
" 7,’24 787 1 1,613 91,8
14/11 2151 9,2 1 1,301 79,3
154 o
. 9364 995 1 1,336 76,2 |.
. [RE 9y77 1 1,313 7448
»88 11,87
17/11 1’;“6 L 1 1.036 le
i 11,80
18/11 11,80 ’ 1 1,045 5946 |




IEVADURA! TORULOPSIS UTILIS
_INCULO:  Cantideds 1 ml.
DIA | HORA EDAIj TESTIGO  CONCENTRACION: O (medioc normal) c(
(] R Nt
, N
horaql lel~| prom} lei=|prom. A voi, glucosa lucosa | le!
do |gen.| do elarif.| mg/ml resid, | 4o
27/10 | 8,30] o gf So78 | 6y73{12.48| 1 | 1.e80 100 g;gg
) 19 6,90 742
: € {3g, | e's0| 6.85lp,301 1 | t.674 | 90,0 |7ix
» |1s,30] 10 [22» g_:g 6,80|12,26| 1 | 1.670 98,0 |92
28410 | 8,30| 24 |13:2 319 | 893|10,32 1 | 1,u8 | 857 g:z
n |14,30| 30 E’ 1-3.21 10,17] 8,98 1 | L.27 75,3 gﬁ
i
« |18,30| 34 ]13:1 %;gg 10,85| 8,30| 1 | 1,138 20,2 }3:{
Y e Y ;
20710 | 8,30] 48 m;}i g 13752 | 13048] 5,67 2 | 0,416 24,6 113:5
19 19
u 14,30| 54 19; 19;;6' 19,0681 0,09| 2 - - %:”i:
n |18,30] s8 | 1999 9!
30/1d 8,30 | 72 |13
n 15,30 70 |12
81410 | 8,30] 96 |19
n |18,30| 106 | 199
3/11 | s,30) 168 Jl-g.




MEDIQs WICKERHAM
EDADs 60 horas

RACIONS 10 p.p.m. cg.mgmaclom 100 p.p.n.
'om, viol.. glucosa | glucosa | lef- | prom. Av!bl. glus.
¢lar. | mg/ml resid.| do olar. mg/ml
05 |12,10] 1 | 1,680 100 g:gg 6,08 | 12,10{1 | 1,680
)30 [11,86] 1 |1,618 98,1 ﬁ 7,12 | 12,08| 1| 1,640
23 |11,02| 1 | 1.627 98,7 ;’;3 7,59 [11,66| 1| 1,587
78 |10,40| 1 | 1,457 88,3 g:};} 8,09 (11,06| 1 |1,830
92 | 9,23| 1 | 1,304 78,0 | 9,27 | 9,27 | 9,88| 11,394
),60| 8,65| 1 | 1,218 73,8 g:gg 9,62 | 9,63| 11,344
2,23| 6,02| 2 | 0,600 | 30,3 | g'g5 | 6,65 |12,60| 2 | 0,256
80| 1,38| 2 | 0,127 77 13700 |11,07 | 8,08| 2 | 0,578
3,31] 0,18| 2 - - }g;gg 14,97 | 4,18| 2 | 0,316

54’33 18,04 | 0,21 2| -




2 % GLUCOSA
RIA: 27/10 HOBA: 8,30
DIA | I CONCENTRACIONt 1000 p.pem,
A glucosa lucosa
leddo proa. vol. elarif, ng/ml resid.

27/10 ¢ 7,86 7426 11,80 1 1,624 100
n 5'& 7'10 12’05 ) 3 1"‘3 101’1
" | 71'33 7oAl | 11,74 | 14606 98,8
28410 | £7,61 7,60 | 11,66 1 1,586 87,6

7467

" 114 8,28 8,25 | 10,00 1 1,818 93,2
" e g;gg 8,41 | 10,74 1 1,496 92,0
28/10 0,07 9,99 9,16 b § 1,288 70,7
] lf.i'l_g 026 10,21 8,94| 1 1,267 78,0
n 1510,24 10,28 8,87 1 1,”8 T7,4
30/1 »19 11,20 | 7,98 1 1,138 70,1
" | 15,62 1,62 7,83 1 1,078 66,3
81410 aﬁagg 11,28 7,90 1 1,130 60,6
"o | 181,36 11,36 | 7,7 1 1,134 68,5
3/11 | 311,56 11,40 7,66 1 1,007 67,8




6

LEVADURA; TORULA UTILIS

YOL INOCUIQ: 1 ml.
[ o[ moma[ Epap] zestIcO COMCEWTRACION: O p.p.n. Redio normal co
horas| 1le{-| prom{ 1lef-|prem. d lol. gluc. luc. -1—0.
do gen.| deo lar. ng/ml/ res. | ae
o/12| 8,30 | o ig:g g;;g 6,88(12,08| 1 | 1,642 | 1200 6
" 14,30 | 5520 | 13087 S22 | eol1z,08 1 | 20600 | 90,8 |
10/12| 8,30 | 24 {g:;i | i% 7,90(11,33| 1 | 1,827 | 93,0 | 7
" | 14,30 [e9,30 | 35008 . 937 | o026 9,77/ 1 | 1,978 | 840 | 3
» |18,30 | 34 ig;gg g g;g 8,8| 9412{ 2 | 1,200 | 78,6 | 9
Wie| 8, |48 | 39088] 5| 18135 [25027) 3,88| 1 | 0,863 | 33,7 12
" [15.00 (54430 TS 18:7 |18,56| 0,37 8 | 0,00 | 245 38
L/12 118,30 | 88 | 1500 1509 |29413| oy} 2 | - R
12/12 | 8,30 | 78 19,00
n |18,30 | 82 ig:gg . B
15712 | 8,30 | 144 ig;gg "_



_MEDIQ; WICKERHAM

EPAD: 84 horas

(ACION: 10 pePele %%BBEMRACIOIN 100 p.pelie
wom| 4 | god ger| g, | 1t foren | J|uut | gy ged o,
6,91|12,02{ 1 |1,638 | 200 g;g 6o22| 12,71 | 1 | 1,720 | 200 ;;
€y76/12,17{ 1 |1,658 | 101,1 - - - 1 - - -
7,7711,26| 1 |1,502 | 02,0 | $171) 6,60 {22038 | 1 | 1,678 |07,0 3:
8,06/20,27 1 |1,4¢3 | 88,1 | D13 | 7,80 | 11,34 | 1 |1,588]00,3| g
5‘,‘67 9,26 1 1,308 | 78,8 g:;’g 8y48 | 10,45 :l. 1,463 | 84,6 ! g;
13,90 5,03| 1 |0,760 | 45,8 | 1294 115 95| 6,68 | 1 | 0,982 | 55,0 ::
15,68 3,25| 2 0,257 | 15,7 | o' | 12| 9,8 | 2 [o,e02 {400 T°
18,85| 0,08| 2 - - ﬁ:gg 11,96 | 6,97 | 2 0,508 | 29,1 ::
12083 l18,80 | 013 {2 | - - 4
9,
9
o




| X

2 4 GLUCOSA
RIA: 9/12 -H0RA: 8,30

CONCENTRACION: 1000 p.
Ne 3 PepoRe
A glucosa ucose
{do prom, voel.clarif, . resid.
| oAz 7,07 | 11,86 1 1,620 100
" - - 1 - -
39
.| 10023 7,46 | 11,48 1 1,578 97,5
P—'-:—:g 8'19 10’7‘ p 4 1’4’5 92’3
| " 8,41 | 10,82 1 1,472 90,8
20
n/s2 53 %12 | s, 1 1,383 85,4
)
L " oo 9,06 | 9,87 1 1,393 86,0
/218 9,16 | 9,77 1 1,378 85,0
| 1212 §8 9,32 | 9,a 1 1,386 83,7
" 23 9,20 9,73 1
| 17 ’ ’ 1,372 84,8
18/12 33 912 | 9a& 1 1,383 85,4
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ey

I) -

II) -

III) -

V) =

V) =

Vl) -

VII) -

Se estudié la bibliograffa referente a haerbicidas selectivos, ¥y

se higo una resefla del conocimiento actualy con especlal referene
cia a los del tipo ariloxiacético, y su mecanismo de sccidn, como
aslmismo todo lo referente a la accién de los herbicidas sobre mie

croorganismos.

Se desarrollaron dos métodos para la evaluacién cuantitativa del

efecto de herbicidas sobre microorganismos.

Se aplicaron dichos métodos a hongos del género Aspergillus y a

cuatro especles de levaduras de importancia econémicae.

Se confirmé en general lo que indica la escass bibliograffa que
hay sobre este tema, 0 sea un efecto muy moderado de los ariloxie
acéticos sobre hongos y levaduras, no observéndose una fitotixici-

dad manifiesta atin a las mayores concentracicnes usadas,

A altas concentraciones del inhibider se afecta el poder fermenta-
tivo de las levaduras, las cuales no son ya capaces de consumir
la totalidad del azdcar del sustrato.

El repique del organismo en un medio con herbicidas, parece llever
a una adaptacién a &ste, si dien la levadura pierde cepacidad fer-

mentativa.

De las experiencias efectuadas, y de la bibliograffa existente,
se deduce que las concentraciones de herbicida usadas con fines
agricolas dificilmente pueden modificar la microflora del suelo.



LE )

VIII) « Por fltimo, como ya se vi8, los resultados hallados estén de
acuerdo con las ideas actuales sobre el mecanismo de accién

de los ariloxiac8ticos.



»

(1)
(2)
(3)
(4)
(8)
(e)
(7
(8)

(9)
(10)

(1)
(12)
(13)
(14)
(18)
(16)
(17)

(18)
(19)

(20)
(21)
(22)
(23)

-49-
VI -__BIBLIOGRAFIA

ABERG, B, - Arkiv Kemi 3, 649 (1851)

ALDRICH, R.J. = Ag. Food Chem, ), 257 (1953)

AUDUS, L.J, y QUASTEL, J.H., Nature 188, 320 (1947)

AUDUS, L.J. = Plant and Soil 2, 31 (1949)

AUDUS, L.J., = Plant and Soil 3, 170 (1951)

AUDUS, L.J.= J, Sei. Food Agr. _3, 268 (1952)

BARRORSy K.C.~ Agr. Food Chem, )_, 45 (1953)

BATJER, L.,P. = y THOMPSON, A.H., Proc. Am, Soe, Hort.Sci. ghag

BATJER, L.P. y THOGMPSON,A,H,, Proc. Am, Soc. Hort.Sei. 1§34;§

BATJERy L.P., THOMPSON,A.H, y GERHARDT, F, = Proc, Am. Soc, Hort.
8ci. g1, 71 (1948)

BAUSOR, S.C., Botan. Gasz. 104, 115 (1942)

BEATTY, R.H., Agr. Food Chem. _1, 178 (1953)

BEVER W.M. y SLIFE, F.W,., Phytopathology 38, 1038 (1948)

BLONDEAU, R. y CRANE, J.C., Science JQB, 719 (1948)

ERETZ, T.W., Plant Disease Reptr. 28, 208 (1944)

BROWN, J.W., Botan. Gaz. J07, 332 (1948)

BROWN, J.W., y MITCHELL, J.W., Botan. Gas. JOR, 814 (1948)

CARYLE, R.E, y THORPE, J.D.y J., Am, S8oc. Agron. 30, 920 (1947)

CHADWICK, L.C., MILLER, R.R., y ERSKINE, D.,Proc., Am.Soc. Hort.
8010. B’ 308 (1951)

CHOWDHURY, H,P. y KAMAL, M., Current S8ci. (India) 18, 247 (1950)
CIFERRI, R., KNotiz. Malattie Plante 9, 44 (1980)

CRAFTS, A.S. y HARVEY, W.A,, Agr. Chemicals §, N2 3, 38 (1960)
CRAFIS, A.S., Agr. Food Cheam. J, 51 (1983)



>

(24)
(28)

(26)
(27)
(28)

(29)
(30)
(31)

(32)
(33)
(34)
(35)
(36)

(37)
(38)
(39)
(40)

(41)
(42)
(43)

(44)
(45)
(48)

?-é#§~@° TR

CROCKER, W.,, Growth of Plants, (Reinhold 1948)
CULLER, D,, WEISER, H. y WITMAN, E.D., Food Research ],?! 4a§

DUBO8, R.J., Rockefeller Inst. Exptl. Biol. Med. €3, 317 (1946)
BAMES, A.J., Am, J. Botany, 37, 840 (1850)
EDGERTON. L.Jo Yy HOF!'HAN, HoBo’ Proe. Am, Soc. Hort scizlﬁ’s"

EDGERTON, Lo:o’ Proc. Am. Soe. Hort, Sei. “’ 42 (1947)
ERICKSON, L.C. Proe. Am, S8oc, Hort. Sci. S8, 83 (1961)

ERICKSON, L.C.’ SEELI’ C.I. Yy mGES, K.H. ? Jo Am, Soc, Amo
40, 689 (1948)

FREAR,D.E.H., Agricultural Chemistry, 2 vol. Van Nostrand (1950)
FREED, V.H., Agr. Food Chem., 1, 47 (1983)

FULTS, J.L. y PAYNE, M.G., J. Am, 80c. Agron. 238, 667 (1947)
FULTS, J.L. y PAYNB, M,G., Am. J, Botany, 34, 246 (1947)

GARBER R.H., SCHAAL,L.A, y FULTS, J.L., Phytepathology, ﬁ&sgl

GOLDACRE, P,.L., Australian J, Sei. Research (B) 2, 154 (1649)
GUISCAFRE-ARRILLAGA, J., Plant Disease Rptr. 32, 248 (1948)
HAHNER, COL. y Tm. H.Bo’ Botlno G.zo 1“’ 332 (19“)

HARIEY,C.P., MOON, H.H., REGEIMRAL, 0,L., y GREEN, E.L., Proc.
TR TTTTY TSRV im, Soc. Hort. Bei.,47, 39 (1946)

EA.RLE!,C opo. HOOI, HH. 'Y 4 REGEIHB&L, O.Iu, Proc. Am.Soc.Hort.
Scl., S0, 38 (1947)

HITCHCOCK, AE. Y ZW,P.U.. Contrib, Boyce Thﬂplon Inst.
14, 21 (1845).

HITCHCOCK, A.E. y ZIMMERMAN,P.W,, Proc, Am. 8ec. Hort. Sci. 45,
187 (1944)

HOFFMANN,0.L, y SMITH, A.E., Science 109, 588 (1949)
HOLLEY, R,W, Arch. Biocheam. Biophys. 38, 171 (1952)
HSUEH, Y.L. y LOU, C.H,, Science 108, 283 (1947)



g

(47)
(48)
(49)
(50)
(61)

(82)

(83)
(64)
(85)
(58)

(87)
(88)

(59)

(60)
(61)
(e2)
(63)

(64)
(e5)
(e8)

(67)
(68}

(69)

w8l R el s

IBRAHIM, I.A., Phytopathology 41, 951 (1951)
JASION, L.Z., y EBY, L,T., U.8. 2833015 Dic. 6, 1980
JENSEN,H.L., y PETERSEN, H,I., Nature 170, 39 (1962)
JONES, F,D., U.S. 2,394,916 Febr. 12, 1946

JONES, RoLo’ chLFE’T.Po b 4 SMON, U.A., B:I.ochcll.({h’ ’ p T -]

JONES, R.L.y METCALFE, T.P. y SEXTON,W,A., Biochu.(-{a 55, 4g2

KELL!, Jo‘o’ Agr. Foed Chem. _1’ 254 (1953)

KRSSIRR, K.L. y ALLISON,J.R., Calif, Citrograph 24, 24 (1948)
KLINGMAN, G.C. y AHLGREN, G.H., Botan. Gas. 113, 119 (1981)
KDIP!I‘,J.B., THDMNH, K.Ve ¥ Wm, Po“o’ J.Biol, cn“(ig& 163

IEAPER, J M.F, y BISHOP, J.R., Botan. GCasz. 118, 250 (1051)

WIB, Re We b 4 HAHNER, c.L" %?oligrzlmgc 3“.. ert. Bull,

HECIE, R.wt' HAHRER’ C.L. y SELL ’Hou.’ Plant m‘iolo(i“’x’i“‘

MANIL, P, y STRAZEWSKA, Z., Comp. rend. soc. biol. 144, 313 (1950)
MARTH, P.C. y DAVIES, F.F,, Botan. G as. 106, 463 (1548)

MARTH, P.C., HARLEY,C,P. y HAVIS, A.L., Science _111, 331 (1950)
Mc.MEW, G.L., y HOFFMANN, O,L. , Jowa State Coll. J'.Bcit 1&6)1”

MARTIN,J,P,, Calif, Citrograph, 31, 248,264 (1946)
Mc. Cm’ G.L.’ Agr. Chemicals _z Ne 5. ‘0’ 127 (1952)

Mc.KAY, J.F., YOWELL, H.L. y JASION, L.Z., U.3. 2,686,681 Febr.
19, 1982

MEHROTRA yB.S., Univ. Allhabad. Current Sci. (Indie) 20, 131 (1961)

MICHAELSON,M.E,, SCHAAL, L.A. y FULTS, J.S., Soil Sel. 500.Am.
Proc.. n’ 267 (1943)

HILBRATH, Jeho y HAMMN’ H.’ Proc. or.‘m State Hort. 8ec. n



ty

(70)
(71)

(72)
(73)
(74)
(75)

(76)

(77)
(78)
(79)
(80)

(a1)
(&2)
(83)
(84)

(85)

$: 1))
(87)

(88)
(89)
(90)

(91)

MILLER IH, y BURRIS, R.H., Am. J. Bot. 38, 647 (1951)

MINARICK,C.E., READY, D., NORMAN, A.G,, THOMPSON, H.E, ¥
OWINGS, J.F,., Botan. G as. 113, 135 (1951)

MINARICK,C E, y NORMAN,A G,y Agr. Food Chem., ), 42 (1953)
MITCHELL, J.W. ¥ MARTH, P.C,, Botan. Gas. 106, 199 (1944)
MITCHELL, J W, y BROWN, J.W., Botan. Gas. 107, 120 (19845)

MOON, K,E., REGEMBAL, L.0., y HARLEX,C.P., Proe.Am,Soc.Hort.Sci.
a1y 78 (1948)

MURMEEK, A.E., WITTWER,S.H, y HEMPHILL,D.D., Proc. Am.Soc.Hert,
Sei. 48, 871 (1944)

MURRAY, K.A, y WHITING, G., Botan. Gas. JOR, 13 (1947)
NORMAN,A,G.y Jo Am. Soc. Agronn. 4@, 111 (1948)
NUTMAN, P.S., THORTON, H.G. ¥ QUASTEL,J,H., Nature )3fi. 498 (194S§)

OKNENKO, A.S. y TABENTSKI, D.A., Doklad y Akad, Hauk. S.5.8.R.
£8, 541 (1948)

OSBORNE D .J . WAIN,R,L, y WALKER,R.,D,, J. Hort, Seci. 27, 44 (19562)
OVERBERK, J. van., Botan. Gaz. 108, 64 (1948)

OVERBEEK, J, van., Ann. Rev, Biochem. _]3, 631 (1944)

OVLRBEEK, J. van., BLONDEAU,R, y HORNE, V., Am. J. Bot.(ﬁht)m

OVERBEEK, J.van., BLONDEAU,R, y HORNE, V., Plant m-%g.(ﬁ&)

PAYNE, M.G, y FULIS, J.L., J.Am, Soc. Agron. 39, &2 (1947)

FRESCOTT, S.C. y DUNN,C.G.y "Industrial Microbiology" 2% Ed.,
Me Graw-Hill (1849)

RAVAZZOKNI, C., Farm. soi. ¢ tec. (Pavia)_g, 588 (1981)
RICE, k.L., Botan. Gas. 108, 301 (1948)

ROBE‘RTS.RQH. b 4 STRIBKMEYER, B.B.’ Proc. Am, Soc. Hort. 301’ “’
417 (1944)

Sm, Hono’ mm. Bo"o’ TA!I:DR, Bo“o’ y EAHNER, C.Lo Pmt m-
siol. 2?5



L

(92)
(93)
(94)
(95)
(96)

(97)

(98)

(99)
(100)

(101).

(102)
(203)
(104)

(105)
(106)

(107)
(108)
108 )

(110)

(111)

(112)

(113)
(114)

SIBBITT, L.D., y HARRIS, R,H, Cereal Chem. 28§, 286 (1948)
SIVORI, EM,, Ciencis ¢ Invest. (B.Aires) _§, 189 (1949)
SK0OG, F, , Ann, Rev. Biochem. 16, 520 (1947)

SKVORTSOV, 8.S. , Doklady Akad. Rauke S.5.8.R. 67, 1155 (1949)

SMITH, G.H.,"An Introduction to Industrial Mycology", 2° ed.,
London, E. Arnold (1942)

SMIICH, N.R., DAWSON, V.T. y VENZL, K.B., Soil sﬁ. Sgc. Am.
FOCey ') 1048

SMITH, HQS. y WAIN, R.L.’ Pf”o Roy. Soce Lomon (B) (]1%1)118

SOWA, J.F,y UesS. 2680,474 Jan. 1, 1982

STAHLER, LM., Agr. Food Chem., _1, 183 (1953)

STANDEN, R, y BAUMGARTNER, L.L., U.8, 2,868,031, Sept.18,(1961)
STLVENSON, E.C, y MITCHELL, J.W,, Science 101, 642 (1948)
STEWART, W.S. y CONDIT, I.J.y Am, J. Bot. 28, 332 (1949)

STEWARI, WeSey Citrus Leaves m. Ne 11, 6.24; Calif, Citrograph
-34,68,80 (1948)

STEHA.RT, W.:’«., U. s. 2'&5.87” D“. “’ 1950
STEHART, W3, Yy IIELD, H.Z., Proe, Am, Soc. Hort, Sc%iga. 83-8

STILES, H.R,, PETERSON, W.H, y FRED,E.L., J, Bactey 18, 427 (1926)
SWANSON, C.P., Botan., Gaz. 197, 6522 (1948)

SHARBRICK, I.’ Ann, Rept. Agr. Hort. Research Stat., Long Ashton,
Bristol 1943, 31

SWEET, R.D., RALEIGH, J,G. y KUNKKL, R., Food Packer, 28, N® 12,
43 (1044)

THOM,C, y BAPER, K.B.y " A Manmual of the Aspergilli ", Williams
y Wilkins, 1848

TRIGG, C. y STAHLY, G.L., Ohio J, Sci. 48, 49 (1948)
TUKEY, H.B., HAMNER,C.L, y IMHOFE, B,, Botan. Gas. 1Q7, 62 (1945)



fy

‘9

(115)
(116)

(117)
(118)
(119)

(120)
(121)
(122)
(123)
(124)

(128)
(126)

(127)
(128)

(129)

WARREN, J.R., GRAHAM, F, y GALE, G,., Phytopathelogy, &55:387
WASICKY, R,y y HOEHNE, W.,, Anais Facultade Farm. e Odontel.

Univ, Sao Poulo, 2, 417 (1949)
WEAVER, R.J. y ROSE, K.R,, Botan, Gaz. 107, 509 (19846)
WEINTRAUB, R.L., Agr. Food Chem., 1, 280 (1963)

WEINTRAUB, R.L.y BROWN,J W,, FIELDS M, y RCHAN,J,, Plant Physiol.
’ ’ 1We¥ey oM .22: 295 (196%)

WERT, F.,W,, Arch, Biochem. 20, 131 (1949)

WE3T, F.i. y HENDERSON, J,H,M., Science 1Q7, 604 (19848)
WOLF, D.E., Agr. Food Chem, J, 181 (1983)

WORTHy WeAs y Mc CABEyA.M., 3cience 108, 168 (1943)

ZIMMERMANN, P.W. y BITCHCOCK, A.E. hCogtril(:.Bayc):o Thoypson Inst.
s 321 (1942

ZDMERMANN, P.W, y HITCHCOCK,A, B., Proc, Am, Boc, Hort. Sei.
45, 353 (1944)

ZIMERMANN 4 PWey Ind. Eng. Chem. 36, 596 (1843)

ZIMMSRMANN, P.W. y HITCHCOCK,A.E., Ann. Rev. Biocheu, d.zg&ggl

ZOBELL, C.E., Becteriological Reviews 10, 1 (1948),

,
/

T

c gt
-— /7’/ ) /
J.

D a———




	Portada
	Agradecimientos
	Introducción
	I. Herbicidas: reseña general
	II. Mecanismo del 2, 4-D y sus análogos
	Parte experimental
	Conclusiones
	Bibliografía

