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1.  RESUMEN

El control de maleza en los cultivos requiere que los agricultores empleen herbicidas, los cuales,
debido a su composicion quimica, actian como disruptores endocrinos causantes de toxicidad en
las plantas. Existen herbicidas que imitan el efecto de las auxinas naturales, como es el caso del
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) considerado como un herbicida clorofenoxi. Debido a los
efectos inducidos a nivel molecular se han buscado mecanismos que permitan comprender la
reactividad de este tipo de compuestos. Asi, los descriptores de reactividad globales y locales
calculados en este trabajo mediante la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT por sus siglas
en inglés) permitieron comprender la relacion entre estructura, estabilidad y reactividad de 2,4-D
y de la auxina natural acido indol-3-acético (IAA) en diferentes sistemas (cristalino y proteico
TIR1-ASK1) demostrando que el 2,4-D presenta una mayor reactividad global en el sistema
proteico mismas que pudieron relacionarse con los efectos de este herbicida sobre la morfologia
y produccién de clorofila en el cultivo in vitro de Arabidopsis thaliana mismos que se analizaron
estadisticamente demostrando que el aumento de la concentracion del 2,4-D presenta un efecto

negativo tanto en la produccion de clorofila, asi como en la alteracién morfoldgica.
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1. INTRODUCCION

La problematica actual sobre el uso constante del herbicida 2,4-D se debe a su alta efectividad para
el control de la maleza en los diferentes tipos de cultivos como trigo, maiz y arroz a un bajo costo,
por lo que el uso constante de dicho herbicida hormonal ha estado ocasionando un gran impacto
ecotoxicologico afectando principalmente a los ecosistemas acuaticos, terrestres y aéreos, asi como
los organismos que lo conforman. El presente trabajo tiene el objetivo determinar y analizar las
estructuras del herbicida 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) y la auxina natural acido indol-3-acético

(IAA), asi como sus efectos in vitro en Arabidopsis thaliana.

Los objetivos de esta investigacion son, comparar la estructura del 2,4-D y la auxina natural IAA
cuando se encuentran en forma cristalina'y en el complejo proteico TIR1-ASK1, calcular y analizar
la estructura electrénica del acido 2,4-diclorofenoxiacético y el acido indol-3-acético mediante el
uso de la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT), del mismo modo determinar la reactividad
del 2,4-D y el 1AA a partir de descriptores locales y globales, la evaluacion de la capacidad
inhibitoria del herbicida 2,4-D sobre parametros fisiologicos en la planta modelo Arabidopsis
thaliana, asi como el analisis estadistico de los efectos herbicidas del 2,4-D sobre el desarrollo

fisiolégico en Arabidopsis thaliana.

Se empled la Teoria de Funcionales de la Densidad DFT (Density Functional Theory) para el
calculo de los descriptores de reactividad global y local del 2,4-D y del IAA. A partir de los
orbitales frontera HOMO (Higgest Occupied Molecular Orbital) y LUMO (Lowest Unoccupied
Molecular Orbital) se determinaron los indices de reactividad global: dureza v, blandura s,
potencial quimico electronico p y los indices de reactividad local: funciones de Fukui f* f -y f 0.
Estas Gltimas nos permiten determinar los sitios locales susceptibles a un ataque nucleofilico,

electrofilico y por radicales libres respectivamente.

También, se llevo a cabo un estudio in vitro, de los efectos inhibitorios del herbicida 2,4-D en un
lapso de 21 dias en la planta modelo Arabidopsis thaliana, sobre los parametros fisiol6gicos:
longitud de raiz, longitud del tallo, largo y ancho de la hoja y la determinacion de la cantidad de
clorofila en la plantula. Con los datos obtenidos se realiz6 un andlisis estadistico de los efectos del

herbicida 2,4-D producidos en Arabidopsis thaliana.
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2. ANTECEDENTES

En este trabajo se hizo un andlisis bibliomeétrico en Scopus sobre la determinacion de la reactividad
mediante DFT del 2,4-D y sus efectos in vitro en un modelo bioldgico Arabidopsis thaliana, del
cual no se encontraron resultados y por ello se realizaron dos andlisis bibliométricos, el primero
sobre estudios tedricos mediante la Teoria de los Funcionales de la Densidad (DFT) sobre la
estructura del &cido 2,4-diclorofenoxiacético y el segundo sobre el 2,4-D en el complejo proteico
TIR1-ASK1 en Arabidopsis thaliana. EI primer andlisis bibliométrico mostr6 24 articulos
cientificos que abarcan del afio 2007 al 2023, siendo China el pais con 14 articulos relacionados
con estudios tedricos mediante DFT en 2,4-D, en México se registrd un articulo publicado en 2022.
El contenido de estos articulos se refiere a la sintesis de compuestos inorgénicos para la
degradacion y/o adsorcion del 2,4-D, y un articulo menciona el empleo del analisis conformacional
en el modelado molecular sobre agroquimicos, mediante QSAR del 2,4-D publicado en Brasil en
el afio 2013.

Mientras que en el segundo andlisis bibliométrico arrojé seis articulos cientificos que abarca del
afio 2006 al 2023, los paises con el mayor niumero de articulos registrados son Bélgica, Japon,
Suecia y Estados Unidos con estudios del 2,4-D en TIR1-ASK1 en el modelo bioldgico
Arabidopsis thaliana. No se registré ningln articulo publicado por grupos de investigacion
mexicanos, por lo que la investigacion interdisciplinaria sobre la estructura del 2,4-D mediante
DFT vy sus efectos fisiologicos en Arabidopsis thaliana es necesaria, e importante ya que se

encuentra poco estudiado.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético.

El herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético con férmula empirica CgHesO3Cl2, conocido como
“2,4-D” (figura 1), es un derivado de los acidos fenoxialcanoicos clasificados como reguladores
del crecimiento vegetal que funcionan como auxinas sintéticas o herbicidas hormonales creado en
1940 (Juan et al., 2021; Song, 2014; Zafra-Lemos et al., 2021). Es un herbicida anidnico
ampliamente utilizado en cultivos como trigo, maiz y arroz para controlar malezas de hoja ancha
debido a su buena selectividad y bajo costo (Salcedo et al., 2021). Debido a los bajos coeficientes
de adsorcion y la alta solubilidad en agua de las sales del 2,4-D, este puede migrar facilmente a
través del entorno agricola y provocar la contaminacion de las aguas subterraneas, lo que afecta la
calidad del agua potable y también la salud humana (Gaultier et al., 2008). Las formulaciones de
sal y éster de 2,4-D se derivan de la molécula de acido original por lo que la sal de dimetilamina
(DMA) vy el éster de 2-etilhexilo (EHE) son las mas utilizadas en aproximadamente del 90 al 95%

del uso total en todo el mundo (Islam et al., 2018).

Figural

Estructura quimica del &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)

Nota. Elaboracion propia.
El herbicida 2,4-D puede reducir las tasas de crecimiento, inducir problemas reproductivos y

producir cambios en la apariencia o el comportamiento, o podria causar la muerte de especies no

objetivo, incluidas plantas, animales y microorganismos. También se le conoce como disruptor
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endocrino y afecta los procesos de desarrollo incluso en bajas concentraciones (Pattanasupong et
al., 2004). De acuerdo con Duke en 1996 los herbicidas alteran la fisiologia de la planta,
provocando un desarrollo anormal y finalmente la muerte de la planta (O., 1996). Y de acuerdo
con la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos, el 2,4-D causa la muerte de las plantas
de tres maneras: alterando la plasticidad de las paredes celulares, influyendo en la produccion de

proteinas y aumentando la produccion de etileno (Sandalio et al., 2016).

3.1.1 Propiedades quimicas y fisicas del herbicida 2,4-D

El &cido 2,4-diclorofenoxiacético esta conformado por un grupo fenélico con un éter unido a un
acido carboxilico y 2 haldgenos que se encuentran en posicién orto y para con respecto al oxigeno
del éter. La estructura presenta una region hidrofébica que esta ubicada en la parte fendlica y en
los dos hal6genos mientras que la region hidrofilica esté presente en el acido carboxilico y el grupo
éter, dichas regiones son importantes ya que, al interaccionar con los aminoacidos del complejo

proteico, el 2,4-D se acomoda de acuerdo su naturaleza hidrofilica e hidrofébica (figura 1).

El 2,4-D se presenta en forma cristalina como polvo blanco e inodoro. Su peso molecular es de
221.01 g/mol, su solubilidad en agua es baja con 569 mg/L y es altamente hidrofébico con un valor
de 2.81 en logP (coeficiente de reparto octanol-agua). El pH del 2,4-D presenta un valor de 1.4
(tabla 1).

Tabla 1

Propiedades fisicas y quimicas del 2,4-D

Propiedades fisicas y quimicas

Descripcidn fisica Es un sélido inodoro de color blanco
Peso molecular 221.01 g/mol
Punto de fusion 140.5 °C
Punto de ebullicion 160 °C
Solubilidad 569 mg L en agua
pH 1.4
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pka 2.8

LogP 2.81

El 2,4-D en forma de sal con la dimetilamina favorece su solubilidad, generando un medio de
transporte para llevar el 2,4-D a los tejidos de las plantas. La forma de entrar a las células es
atravesando la membrana plasmatica y llegando al sitio de interés que es el TIR1-ASK1, donde
estard ligado de una manera especifica, ya que el TIR1-ASK1 presenta una region hidrofdbica e
hidrofilica. Este complejo proteico acepta de manera semejante tanto a la auxina natural (I1AA)

como el 2,4-D (auxina sintética).

El 2,4-D tiene una estructura cristalina triclinica con un grupo espacial P-1, cuya estructura se
obtuvo del Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) con codigo de referencia 695525
(Sier6 et al., 2011).

3.2 Acido indol-3-acético

Las auxinas como el acido indol-3-acético, con férmula empirica C1o0H9O2N, conocido como IAA
(figura 2), regula mdaltiples procesos de adaptacion al estrés, procesos de crecimiento y el
desarrollo a lo largo del ciclo de vida de las plantas (Adamowski & Friml, 2015; Salehin et al.,
2015), por lo que es vital la disposicién adecuada y equilibrada de la sintesis, el almacenamiento,
la degradacién y el transporte de auxinas. Existen mecanismos de transito especificos y no
especificos a través de la membrana plasmatica (PM), y en particular, la auxina es transportada
activamente por portadores de entrada y salida para controlar el suministro espacial y temporal y

asegurar un crecimiento 6ptimo de la planta (Adamowski & Friml, 2015).
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Figura 2

Estructura quimica del &cido indol-3-acetico (1AA)

OH

T

H

Nota. Elaboracion propia.

Las auxinas naturales como el 1AA se caracterizan por ser &cidos débiles (pKa = 4.7) y, como
consecuencia, una proporcion significativa se protona a valores de pH de apoplasto regulares de
entre 4,5y 5,5 (Kasprzewska et al., 2015). Esto puede permitir que la molécula se difunda a través
de la membrana plasmatica, y este flujo de difusion es ampliamente reconocido, aunque la
captacion celular a través de las proteinas transportadoras de auxina también es necesaria y de vital
importancia. El citoplasma tiene un pH cercano a la neutralidad y, a este pH, el IAA se desprotona
y se vuelve anionico, quedando atrapado en la célula por la conocida trampa de aniones,
provocando que el IAA requiera de proteinas transportadoras para pasar al espacio extracelular
(Sheldrake, 1974).

3.2.1 Propiedades fisicas y quimicas del acido indol-3-acético

El &cido indol-3-acético esta conformado por un indol que es un compuesto organico heterociclico,
dicha estructura biciclica consiste en un benceno unido a un pirrol (anillo de 5 miembros con el
atomo de nitrégeno como heterodtomo) y un acido carboxilico en la posicion 3 del pirrol (figura
2). La estructura tiene una region hidrofébica que esta ubicada en la parte biciclica y una region

hidrofilica en el acido carboxilico. Dichas regiones son importantes ya que al interaccionar el IAA
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con los aminodacidos del complejo proteico este se acomoda de acuerdo a su naturaleza hidrofilica
e hidrofobica (Tan et al., 2007).

En la tabla 2 se presentan las propiedades fisicas del 1AA, este es un solido en forma de polvo
escamoso de color canela claro a rosa claro, no presenta olor, su peso molecular es 175.18 g/mol,
su solubilidad en agua es de 1.38 g/L por lo que tiene caracter hidrofébico presentando un valor
de logP de 1.41 siendo menos hidrofébico que el 2,4-D. El pH del IAA es de 1.4.

Tabla 2

Propiedades fisicas y quimicas del I1AA

Propiedades fisicas y quimicas

Descripcion fisica Solido inodoro en forma de polvo
escamoso de color canela

Peso molecular (g/mol) 175.18 g/mol
Punto de fusion (°C) 168.5 °C
Punto de ebullicién (°C) 415 °C
Solubilidad en agua 1.38g L
pH 1.4
pka 4.7
LogP 141

El IAA tiene una estructura cristalina monociclica con un grupo espacial P21/c y cuya estructura
se obtuvo del Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) con codigo de referencia 141657
(Nigovi¢ et al., 2000).

3.3 Efecto del 2,4-D en las plantas

El herbicida 2,4-D comercial se aplica al cultivo en forma de rocio (figura 3) en un tiempo
prolongado y en ciertas épocas del afio dependiendo el tipo de cultivo. Cuando es aplicado en altas
concentraciones el 2,4-D se absorbe a través de las raices, tallos y hojas donde se transloca a los
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meristemas de la planta (Munro et al., 1992). Las raices se engrosan y se atrofian, el floemay el
xilema en el tallo se desintegran o se bloquean y cesa el crecimiento de las hojas. Se produce un
crecimiento descontrolado e insostenible, que provoca el enrollamiento del tallo, el
marchitamiento de las hojas, disminucién del tamafio de la raiz y, finalmente la muerte de la planta
(Song, 2014).

Figura 3

Formas de aplicacion del herbicida 2,4-D y su absorcion en la planta.

U 2) Absorcion por brotes,
l&\ hojas y raices superficiales.
/

3) Blanquearniento de j6venes
tejidos conduciendo a la
muerte de la planta.

Nota: obtenido de (Mula, 2022).

3.4 Mecanismo de entrada del 2,4-D y el IAA a la célula vegetal

En primera instancia las auxinas naturales como el IAA y las sintéticas como el 2,4-D son 4cidos
débiles y, como consecuencia, una proporcion significativa es protonada en el apoplasto regular
con valores de pH entre 4,5y 5,5 (Kasprzewska et al., 2015). Las auxinas protonadas estan
dominadas por sistemas de anillos aromaticos hidréfobos, haciendo posible que atraviesen o se
difundan dentro y a través de las membranas plasmaticas, aungue la captacion celular a través de
las proteinas transportadoras de auxinas también es necesaria y de vital importancia (Figura 4)
(Parry et al., 2001; Sheldrake, 1974). El citoplasma tiene un pH cercano a la neutralidad y, a este
pH, el IAAy el 2,4-D se desprotona y se vuelve anidnico, quedando atrapado en la célula por la
conocida trampa de aniones y dependiendo de las proteinas de transporte para salir (Sheldrake,
1974).
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Figura 4

Vias de transporte de auxinas en una célula vegetal
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Nota: obtenido de (Singh et al., 2018).

El co-transporte de dos protones con cada anion IAA™ y el gradiente de pH que respalda el co-
transporte de dos protones es necesario y suficiente, aunque la hiperpolarizacion de la membrana
plasmatica puede estimular ain mas la acumulacién de auxina (Hertel et al., 1983). Ademas, el
calcio extracelular proporciona una fuerte estimulacion de la acumulacién de IAA en los
protoplastos (Benning, 1986). Dado que el aumento del calcio intracelular parece ser una respuesta
rapida a la auxina en los pelos radiculares (Dindas et al., 2018). También es interesante notar la
retroalimentacion de la captacion de auxina en el pH apoplastico (espacio extracelular periférico a
la plasmalema de las células vegetales por el que fluye agua y otras sustancias) y viceversa (Barbez
etal., 2017; Inoue et al., 2016). La captacion puede elevar el pH apoplastico a través del simporte
de protones con IAA a través de AUX1 (Figura 4) y, en las raices, la captacion de auxina también
regula la actividad de la membrana plasmatica H* ATPasa en bajas concentraciones (Fendrych et

al., 2018), bombeando los protones hacia el exterior.

3.5 Interaccion de la auxinay el 2,4-D en el complejo proteico TIR1-ASK1

A pesar de tener diferentes estructuras de anillo, el analogo de auxina sintética “2,4-D” se une a
TIR1 de manera similar a IAA. A través de un grupo carboxilo comdn, el analogo de la auxina

estd atado al piso del bolsillo TIR1. El anillo de dicloro fenilo del 2,4-D encaja en la base de la
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bolsa con su dimension méas ancha (definida por los dos cloros grandes) alineada con la de la bolsa,
imitando asi los anillos dobles de los otros dos compuestos de auxina (Fig.5). En ambos casos, la
estructura de anillo del compuesto se adapta a la forma general y, en general, a las propiedades
hidrofobicas de la cavidad TIR1. Por lo tanto, el sitio de unién de auxina de TIR1 esta definido
por dos residuos polares altamente selectivos (Arg 403 y Ser 438) acoplados espacialmente a una
cavidad hidrofobica menos selectiva y de forma fija. Este sitio de union a hormonas parcialmente
promiscuo en TIR1 explica cdmo el receptor de auxina puede potencialmente unirse a una variedad

de compuestos de auxina (Tan et al., 2007).

Figura 5

Cavidad hidrofébica del TIR1 con I1AAy el 2,4-D

%‘!‘

q\t 5

Nota: obtenido de (Tan et al., 2007).

* ¥\

3.6 Arabidopsis thaliana como planta modelo

La Arabidopsis thaliana (fig. 6) también conocida como berro de oreja de raton, es una planta
vascular dicotiledénea de la familia de Brassicaceas. A pesar de su pequefio tamafio dicha planta
ha tenido un impacto notable en la ciencia vegetal (Cruz Ldpez, 2022). El uso de Arabidopsis
thaliana como modelo se debe a una combinacion de varias caracteristicas: en primer lugar, su
pequefio tamafio, produce muchas semillas autopolinizacién y ciclo de vida corto de
aproximadamente seis semanas lo que hace muy conveniente para cultivar (Cruz Lopez, 2022).
Ademas de que se conoce su secuencia gendémica por lo cual se convierte en un excelente modelo
de estudio para la investigacion genética molecular. Existen aproximadamente 125 millones de
bases del genoma de Arabidopsis thaliana dentro del cual se encuentran 33518 genes, de los cuales

codifican proteinas 27379 pertenecientes a mas de 11000 familias (Carmen, 2015).
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Las condiciones ambientales adecuadas para un crecimiento ideal de las plantas de Arabidopsis
thaliana es de 22-23 °C de temperatura 6ptima, aunque el rango de temperatura que puede soportar
es de 16-25°C. Con respecto a los requerimientos de luz, la intensidad de luz necesaria se encuentra
ente 120 y 150 umol/m?s (De et al., 2019).

Figura 6

lustracion de la planta modelo Arabidopsis thaliana

3.7 Clorofila e inhibicién de la fotosintesis en presencia del herbicida 2,4-D

Las plantas verdes, algas y algunas bacterias requieren clorofila (Chl), una molécula esencial para
la fotosintesis. En la naturaleza existen al menos 5 moléculas de Chl quimicamente diferentes y
las mas abundantes son la clorofilaay lab (Chl ay Chl b) (Chen et al., 2010). Todas las clorofilas,
junto con otros pigmentos como los carotenoides actian como importantes recolectores de luz. La
clorofila a (Chl a) cumple una doble funcién en la fotosintesis oxigénica que es en la captacion de
la luz y en la conversion de la energia de los fotones absorbidos en energia quimica mientras que
la clorofila b (Chl b) su funcion es la de aumentar la capacidad de absorcion de luz de la clorofila
a (Bjorn et al., 2009).

Muchos de los herbicidas pueden actuar como antagonistas (cuya funcion es la de blogquear los
receptores e inhiben sus respuestas) del fotosistema Il al bloquear el flujo de electrones en el
complejo del Fotosistema Il (PSII) y por lo tanto inhibe la fotosintesis (Schuijt et al., 2021).
También los herbicidas pueden afectar indirectamente la eficiencia del fotosistema Il al inhibir la
biosintesis de caroteno (pigmento fotosintético), acidos grasos, formacion de microtubos o
mediante la formacion de especies reactivas de oxigeno (DeLorenzo et al., 2001).
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4. JUSTIFICACION

La problematica que se investiga es sobre el herbicida 2,4-D, que, por su alta efectividad en los
cultivos a un bajo costo es de uso constante, ocasionando un gran impacto ecotoxicoldgico,
afectando principalmente a los ecosistemas acuaticos, terrestres y aéreos. La necesidad de
investigar sobre el herbicida 2,4-D es debido a los efectos inducidos a nivel molecular, por lo que
la realizacion de esta investigacion resulta pertinente ya que actualmente no se tiene informacion
sobre el analisis de la reactividad del 2,4-D comparado con el IAA'y en el complejo proteico TIR1-
ASK1, asi como de los efectos provocados en Arabidopsis thaliana. De ahi que el uso de calculos
tedricos mediante DFT de la estructura electrénica del 2,4-D, de la auxina natural IAA y en el
complejo proteico TIR1-ASK1 permite evaluar la reactividad de estos sistemas. Ademas, el
estudio de la capacidad inhibitoria del herbicida 2,4-D y el anélisis estadistico de sus efectos sobre
el desarrollo fisiologico en Arabidopsis thaliana, posibilita que se determinen las alteraciones
fisiolégicas que provoca. El aprovechamiento profesional que se obtiene al realizar este estudio es

en la contribucién del conocimiento de la reactividad del herbicida 2,4-D.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

o Determinary analizar las estructuras del herbicida 2,4-D y la auxina natural IAA, asi como
sus efectos in vitro en Arabidopsis thaliana.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Comparar la estructura geométrica del 2,4-D y el IAA cuando se encuentran en forma
cristalina y en el complejo proteico TIR1-ASK1.

o Calcular y analizar la estructura electronica del acido 2,4-diclorofenoxiacético y el &cido
indol-3-acético mediante la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT).

o Determinar la reactividad del 2,4-D y el IAA a partir de descriptores locales y globales.

o Evaluar la capacidad inhibitoria del herbicida 2,4-D sobre parametros fisioldgicos en
Arabidopsis thaliana.

» Analizar estadisticamente los efectos herbicidas del 2,4-D sobre el desarrollo fisiol6gico
en Arabidopsis thaliana.
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6. METODOLOGIA

6.1 Calculos teoricos

6.1.1 Aproximaciones utilizadas en calculos tedricos

Los métodos ab initio, los métodos semiempiricos, el método de la teoria de los funcionales de la
densidad (DFT) y el método de la mecénica molecular son las cuatro aproximaciones mas
importantes para calcular propiedades moleculares. La teoria de funcionales de la densidad es una
metodologia que esta basada en la energia como un funcional de la densidad electrdnica, no intenta
calcular la funcion de onda, sino que calcula la densidad de probabilidad electrénica, p, y calcula
la energia electronica a partir de p. Mediante DFT es posible calcular los orbitales moleculares de

un sistema, asi como indices de reactividad.

6.1.2 Teoria de los Orbitales Frontera (TOF)

La Teoria de Orbitales Moleculares describe la situacion electronica de las moléculas en términos
de orbitales moleculares cuyo papel en las mismas es similar al que cumplen los orbitales atbmicos
en los atomos, es empleada para obtener cambio de energia en las reacciones quimicas, para
estudiar la estabilidad, la densidad electronica y la reactividad (Stephanos & Addison, 2017). Por
lo tanto, la teoria de los orbitales frontera demuestra que los orbitales moleculares ocupados de
mas alta energia (HOMO) y los orbitales moleculares desocupados de mas baja energia (LUMO)
de las moléculas organicas determinan el proceso de transferencia de electrones durante la
interaccion entre moléculas y con ellos es posible determinar indices de reactividad (Fukui &
Fujimoto, 1997).

Las modificaciones estructurales y condiciones externas son importantes para el estudio de las
reacciones quimicas, es por eso por lo que surgen varios indices de reactividad global y local para

determinar la reactividad quimica de una molécula o una especie quimica.
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6.1.3 Descriptores de la reactividad global

La reactividad global nos permite medir la respuesta global de un sistema para determinar su
comportamiento con los alrededores. Los descriptores de reactividad global que se estudian en este
trabajo son el potencial quimico, la dureza global, la blandura y la electrofilia El potencial quimico
(), se define por las derivadas parciales de primer orden de la energia total (E) con respecto al
numero de electrones (N) a un potencial externo constante v(r) y la dureza global (1)) se define por
las derivadas parciales de segundo orden de la energia total (E) con respecto al nimero de

electrones (N) a potencial externo constante v(r) (Koopmans, 1934).

p=-—x= (Z—,Ev)m) Y

_1(PEY _ 1k
=3 (8N2)V(r) =;Gover -

Los conceptos quimicos cualitativos derivados de la Teoria de los Funcionales de la Densidad

conceptual se miden para poder definir la reactividad y estabilidad de un sistema, incluida la

afinidad electrénica (A) y el potencial de ionizacion (1) (Pearson, 1986; Pearson & Songstad,

1967).

A=—-Epymo - (3)

I = _EHOMO . (4)

Los valores de dureza global (1), blandura (S) y potencial quimico (u) se pueden aproximar
utilizando la energia de los orbitales frontera Enomo Y ELumo, de acuerdo con las ecuaciones 5, 6 y

7 respectivamente.

n=>0-4) ...(5

E E
(M) .. ()
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Como la afinidad electronica de un ligando se define por su capacidad para aceptar electrones de
un donante, la energia de ionizacién de los atomos y moléculas es una medida de su reactividad
quimica. La alta energia de ionizacién indica un alto nivel de estabilidad, asi como la inercia
quimica. La estabilidad molecular y la reactividad se pueden evaluar por la dureza absoluta de un
compuesto y su suavidad absoluta (Pearson, 2005). La dureza quimica es una medida Util para
evaluar el comportamiento de los sistemas quimicos. Determina qué tan resistente es un grupo de
nucleos y electrones a los cambios en su distribucion de electrones (Pearson, 2005). El potencial
quimico (u) se refiere a la inclinacion de un sistema de equilibrio para que escapen los electrones.

El mayor potencial quimico electrénico conduce a una menor estabilidad y una mayor reactividad.

Otra medida de reactividad global es el indice de electrofilia (), que define la naturaleza
cuantitativa de la electrofilia de un compuesto. Es una medida de la disminucion de la energia
debido al flujo méximo de electrones entre el donante y el aceptor (Ayers & Parr, 2008). El indice

de electrofilia se obtiene mediante la ecuacion 8.

6.1.4 Descriptores de la reactividad local

Los descriptores locales determinan el comportamiento reactivo de los atomos que forma una
molécula. Fukui desarrolld las llamadas Funciones de Fukui f *, f -y f° que relaciona los conceptos
de la Teoria de Funcionales de la Densidad DFT con la reactividad. En un punto r, f *(r) mide la
reactividad para un ataque nucleofilico, f(r) mide la reactividad para un ataque electrofilico y f °
(r) describe un ataque por un radical (Fukui, 1982). La cuantificacion de las funciones es posible

a través de las siguientes ecuaciones:

fi =lax(N+1) — g (N)] ... (9)
fie =lax(N) — qx(N —1)] ... (10)

o =3[aN+1) —qe(N - D] ... (11)
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donde gk (N) denota la poblacion electronica del &tomo k del sistema de referencia de acuerdo al
analisis poblacional de Mulliken o el de Hirsfield. A mayores valores de las funciones de Fukui
mayor es la reactividad del sitio y estas estdn asociadas a la densidad electronica del HOMO y

LUMO de acuerdo con el esquema 1.

Esquema 1

Relacidn entre las funciones de Fukui y la densidad de los orbitales frontera HOMO y LUMO

Mide la reactividad hacia un agente
" 4 . - nucleofilico
F7(7) = Proso (7) f
f— ( ?‘) — ( ?") Mide la reactividad hacia un agente
~ Proxo electrofilico
0 ( 1 Mide la reactividad hacia un agente
?d)%_[ (r) + pye (,)] M i ia un age
/ 5 P romo Pruovo adicdlico

Cuando el sistema reacciona con un electrofilo los electrones involucrados en la transferencia

provienen del HOMO mientras que, frente a un nucleofilo, los electrones entran al orbital LUMO.

6.1.5 Descripcion de la proteina TIR1-ASK1

La proteina se obtuvo a partir del repositorio de Protein Data Bank. La estructura de la proteina se
identifica como “Mecanismo de percepcion de auxina por la ubiquitina ligasa TIR1 (2P1N)”,
depositado con una resolucion de 2.5 A determinado por difraccion de rayos X y clasificado como
proteina de sefializacién en el organismo Arabidopsis thaliana. Su peso total de la estructura es de
174.47 kDa.

6.2 Estudio in vitro en Arabidopsis thaliana

6.2.1 Preparacion del medio MS para el crecimiento de Arabidopsis thaliana

El medio Murashige & Skoog (MS), fue inventado por los cientificos Toshio Murashige y Folke
K. Skoog en 1962 en su articulo llamado A Revised Medium for Rapid Growth and Bio Assays
with Tobacco Tissue Cultures en donde mencionan la composicion del medio donde contienen

todos los micronutrientes y macronutrientes, vitaminas, suplementos organicos y reguladores del
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crecimiento vegetal necesarios para el crecimiento y la multiplicacion in vitro de 6rganos vegetales
(Murashige & Skoog, 1962).

Se elabord la preparacion por cada litro de Medio MS de acuerdo con las siguientes caracteristicas,
4.43 g de medio MS comprado en Sigma Aldrich, se adicion6 1% (peso/volumen) de sacarosa, 1%
(peso/volumen) de agarosa y ajustar el pH entre 5.5 a 5.6. Para el cultivo in vitro bajo las
condiciones de esterilidad, las semillas de Arabidopsis thaliana se esterilizaron al 10% (v/v) de
cloro y Tritdn X-100 al 1% (v/v) durante 15 minutos, enjuagado 5 veces en H>O tridestilada y
esteril.

El cultivo de Arabidopsis thaliana se llevo a cabo en medio MS (con vitaminas) de la marca
Phytotechnology, se sembraron semillas del ecotipo Columbus 8. Se colocaron 20 semillas por
placa de cultivo con un volumen de 20 mL y se estratificd a 4°C durante 24 h en oscuridad. Asi
mismo, las semillas se observaron a temperatura ambiente, expuestos a un fotoperiodo de 16 horas
de luz por 8 horas de oscuridad y se dejaron crecer durante 7 dias para su uso posterior de las

plantulas.

6.2.2 Tratamiento agudo con 2,4-D en Arabidopsis thaliana

Los tratamientos se realizaron con el herbicida comercial Fitoamina 40 de la marca Dragon que
contiene 2,4-D con formulacion de sal de dimetilamina a diferentes concentraciones de control,
0.080mM, 0.100mM, 0.200mM, 0.300mM y 0.500mM teniendo como referencia la concentracion
utilizada por Salcedo con una concentracion de 22.1 mg/L de 2,4-D de grado analitico (99.9% de
pureza) (Salcedo et al., 2021). Se realiz6 el efecto agudo a las concentraciones mencionadas
teniendo registros al dia 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 11 dias.

6.2.3 Tratamiento crénico con 2,4-D en Arabidopsis thaliana.

Los tratamientos se realizaron con el herbicida comercial Fitoamina 40 de la marca Dragon que
contiene 2,4-D con formulacion de sal de dimetilamina a diferentes concentraciones de control,

0.080 mM, 0.100 mM y 0.150 mM. Se realiz6 el efecto crénico a las concentraciones mencionadas
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a diferentes cortes de tiempo de 7 dias, 14 dias y 21 dias teniendo registro para cada concentracion

la longitud de la raiz, tallo, largo y anchura de la hoja.

6.2.4 Determinacioén de la clorofila como biomarcador

Para la determinacion de la clorofila se utilizo el método espectrofotométrico descrito por Arnon
donde se extrae las hojas del modelo de Arabidopsis thaliana, pesar 10 mg de muestra para
triturarlo en un mortero adicionando 5 ml de acetona al 80%, hasta extraer todo el colorante de la
muestra (Anie & Ar No N, 1949), para las muestras de control, 0.080mM, 0.100 mM y 150 mM
del 2,4-D con sal dimetilamina (herbicida comercial), posteriormente colocar las muestras en un
tubo falcon de 15 mL y centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos, separar el sobrenadante que
contiene los pigmentos, ajustar cada tubo a 10 mL con acetona al 80%. Se mide en un
espectrofotometro a longitudes de onda de 645 y 663 nm (Hiscox A N & Israelstam, 1979)
utilizando acetona como blanco. Se realiz6 la determinacion de la clorofila para los cortes de
tiempo de 7, 14 y 21 dias a las concentraciones de control, 0.080 mM, 0.100 mM y 0.150 mM.

El equipo utilizado en las determinaciones espectroscopicas fue un espectrofotdmetro de Thermo
Scientific Genesys 20 de 300 a 1100 nm de longitud de onda. Para la determinacion de clorofila
a, b y total se utilizaron las ecuaciones descritas por Arnon, usando los coeficientes de absorcion
especificos dados por Mackinney fueron:

Clorofilaa = (12.7 - Abs 663nm) — (2.69 - Abs 645nm) ... (12)

Clorofilab = (22.9 - Abs 645nm) — (4.68 - Abs 663nm) ... (13)

Clorofilatotal = (20.2 - Abs 645nm) + (8.02 - Abs 663nm) ... (14)

6.3 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de las mediciones en las plantulas en exposicion del herbicida 2,4-D
durante 7, 14 y 21 dias de tratamiento fueron sometidos a un anélisis de varianza tipo 1 y 2
(ANOVA) para detectar diferencias significativas entre los parametros de la cantidad de clorofila
a, b y total. Posteriormente, se efectud la prueba de Tukey para determinar entre que grupos se

encuentran las diferencias significativas detectadas con el andlisis de la varianza. Para la longitud
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de la raiz, longitud del tallo, ancho y largo de la hoja se realiz6 una correlacion de Pearson en

relacion con la concentracion del herbicida 2,4-D.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Determinacion de la estructura molecular y la reactividad del 2,4-D y el IAA

Se llevo a cabo un estudio de la estructura molecular y de la reactividad del acido 2,4-
diclorofenoxiacético 2,4-D y del &cido indol 3-acético IAA, tomando en cuenta 3 estructuras de

cada molécula. Las estructuras moleculares se tomaron de dos sistemas:

1.- Del Crambridge Crystallographic Data Center CCDC, del 2,4-D (Sier0 et al., 2011) (Cddigo
695525) y del IAA (Nigovi¢ et al., 2000) (cddigo 141657) y es etiquetado como 2,4-D(Mcris) €
IAA(Mcris).

2.- Del Protein Data Bank PDB, del 2,4-D (codigo PDB: 2P1N) y del 1AA (c6digo PDB: 2P1P) y
es etiquetado como 2,4-D(Mcp) e IAA(Mcp).

3. Ademas de las moléculas aisladas, también se considera la interaccion del 2,4-D y del IAA con
los aminoacidos dentro del complejo TIR1-ASK1 (Tan et al., 2007), etiquetados como 2,4-D M-
AA e IAA M-AA.

Con el servidor web PDBsum se realiz6 el analisis sobre las interacciones del herbicida 2,4-D y el
IAA con el complejo TIR1-ASK1. En el caso del 2,4-D los aminoacidos que interaccionan de
manera directa con este son la arginina-403 y la serina-438 y con el 1AA son la arginina-403,
serina-438 y leucina-439. Ademéas de estos aminodcidos, también se consideraron otros

aminoacidos que se encuentran cercanos a las moléculas de interés Tabla 3, figuras 7 y 8.
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Tabla 3

Aminoacidos que interaccionan con el 2,4-D y el IAA en el complejo TYR1-
ASK, en verde se marcan los aminoacidos marcados por el PDBsum.

PDB-SUM CALCULO

IAA 2,4-D 2,4-D
ARG403 ARG403 ARG403 ARG403
SER438 SER438 SERA438 SER438
LEU439 LEU439 LEU439 LEU439
LEU404 LEU404 LEU404
PHE79 PHE79

Figura7

Sitios de interaccién del 2,4-D en el complejo TIR1-ASK1, los enlaces de hidrogeno se muestran

con las lineas verdes discontinuas
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Figura 8
Residuos de la proteina TIR1-ASK1 que interacttan con el ligando IAA, los enlaces de
hidrogeno se muestran con las lineas verdes discontinuas
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El calculo y analisis de la estructura electrénica y los indices de reactividad del 2,4-D y del IAA

3
— Phe 82(B)
A

M

Tac 601(B)

se realizd mediante la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) con el programa DMol®
(BIOVIA, 2016). Se utiliz6 la aproximacion GGA PBE (Perdew et al., 1996), con una
convergencia SCF de 1x10 5, asi como un conjunto de base numérica DNP (Delley, 1990). Se
determind la energia total de los sistemas, sus orbitales fronteras HOMO y LUMO, los indices de

reactividad global (i, o, 1, S) y las funciones de Fukui (f *, f -y f9).

La asignacion numérica de los atomos del 2,4-D se muestra en la figura 9, las esferas de color gris
representan a los atomos de carbono, las esferas rojas los &tomos de oxigeno, las esferas rojas los
atomos de cloro y las esferas blancas atomos de hidrégeno. Mientras que la asignacién de los
atomos de la auxina natural IAA se simboliza en la figura 10 donde las esferas de color gris
representan a los &tomos de carbono, las esferas rojas los &tomos de oxigeno, la esfera azul el

atomo de nitrogeno y las esferas blancas los &tomos de hidrogeno.
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Figura 9

Estructura molecular del acido 2,4-diclorofenoxiacético

Figura 10

Estructura molecular del 4cido indol-3-acético

Con el fin de comparar la estructura geometrica de la molécula del 2,4-D tomada de la estructura
cristalina con la molécula tomada del complejo proteico TIR1-ASK1, se realiz6 una superposicion
entre ellas (figura 11). La molécula color azul turquesa corresponde a la molécula de la estructura
cristalina, y en colores la molécula del complejo proteico, su similitud entre ellas corresponde a
un 98.92%. En el caso de la IAA también se llevd a cabo la superposicion de las estructuras
moleculares (figura 12), y la similitud entre ellas corresponde a un 99.03%.
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Figura 11

Superposicion estructural del 2,4-D extraido del cristal en azul y del complejo proteico

Figura 12

Superposicion estructural del 1AA extraido del cristal en azul y del complejo proteico

Se obtuvieron los orbitales fronteras del 2,4-D(Mecris) (figura 13), el HOMO se presenta de color
rojo mientras que el LUMO de color amarillo, se observa que el HOMO se encuentra esparcido
por toda la molécula, pero especificamente en el anillo fendlico, los dos atomos de color y el
oxigeno del grupo éter, mientras que el LUMO se muestra de igual manera en la parte fendlica

pero mas localizado en los enlaces C-H, en el CI1-H y en la region hidrofilica.

34



Figura 13

Orbitales frontera A) HOMO y B) LUMO del 2,4-D aislado de la estructura cristalina

Se saco la reactividad local mediante las Funciones de Fukui del 2,4-D(Mcris) (figura 14), donde la
“f *” es representado de color azul y tiene la misma regién que esta presenta el LUMO, el ataque
electrofilico “f * representado de color verde presenta la misma region que el HOMO y el “f 9 se
muestra de color violeta donde presenta la combinacién del ataque electrofilico y nucleofilico.
También se observa que ambos cloros que conforma la parte del anillo fendlico estan presentes en

los tres tipos de ataques, por lo que deberia presentar una mayor probabilidad de ataque.

Figura 14

Funciones de Fukui del 2,4-D aislado de la estructura cristalina A) f *, B) f-, C) f°

A) C)

La tabla 4 se muestra los &tomos que son susceptibles a ciertos ataques en el 2,4-D(Mcris), donde

el CI2 presenta mayor susceptibilidad a un ataque electrofilico y por radicales libres con valores
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de 0.190 y 0.142 respectivamente mientras que por el ataque nucleofilico el CI1 presenta un valor
de 0.115. Podemos decir que en este sistema los atomos de Cl que se encuentran en la parte fenolica

son los mas reactivos.

Tabla 4

Reactividad del 2,4-D aislado del cristal

Atomo Cl2 cC8 cl1
f 0.190
f* 0.093 0.070  0.115
f0 0.142 0.130

Se obtuvieron las orbitales fronteras de la auxina natural IAA(Mecis) (figura 15), el HOMO se
presenta de color rojo mientras que el LUMO de color amarillo, se observa que el HOMO se
encuentra esparcido por toda la regién indolica y una pequefia parte en el enlace C9-C10, mientras
que el LUMO se muestra igualmente en la parte indolica.

Figura 15

Orbitales frontera A) HOMO y B) LUMO del IAA aislado de la estructura cristalina

A)

La reactividad local del IAA IAA(Mcris) mediante las Funciones de Fukui (figura 16), donde la “f

T tiene la misma region que presenta el LUMO, el ataque electrofilico “f ™ presenta la misma
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region que el HOMO y el “f % se encuentra localizada en la region indolica. La region indolica
presento mayor preferencia en los ataques nucleofilicos, electrofilicos y por radicales libres.
Figura 16

Funciones de Fukui del IAA aislado de la estructura cristalina A) f *, B) f-, C) f°©

A C)

La tabla 5 presenta los &tomos que son susceptibles a ciertos ataques en el IAA(Mcris), donde el C3
y C5 presenta mayor susceptibilidad a un ataque nucleofilico con un valor de 0.105, para el ataque
electrofilico el C7 presenta un valor de 0.106 y por radicales libres el C8 presenta un valor de
0.100. Los atomos de carbono mencionados se encuentran en la parte indolica y se comprueba
mediante la figura 8.

Tabla 5

Reactividad del IAA aislado del cristal

Atomo C7 C8 C3 C5

f* 0.105 0.105
f- 0.106  0.098

fO 0.100 0.091 0.095

Se obtuvieron las orbitales fronteras del 2,4-D(Mcp) (figura 17), el HOMO se presenta de color
rojo mientras que el LUMO es de color amarillos, se observa que el HOMO se encuentra

concentrado en la region fendlicay en el O1 que pertenece al éter, mientras que el LUMO se ubica
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principalmente en la regién hidrofilica siendo el H terminal del carboxilo con mayor region del
LUMO.
Figura 17

Orbitales frontera A) HOMO y B) LUMO del 2,4-D extraida del complejo proteico TIR1-ASK1

La reactividad local mediante las Funciones de Fukui del 2,4-D(Mcp) (figura 18), donde la “f *”
presenta la misma regién que esta presenta el LUMO teniendo mayor reactividad en el H3 que
pertenece al grupo carboxilico, el ataque electrofilico “f *” se encuentra en la region fendlica y en
el CI2 y tiene la misma region que el HOMO y el “f % se presenta en la region fendlica en el CI2

y en la parte hidrofilica. Se observa que los &tomos mas reactivos son el H3 y CI2.

La tabla 6 se muestra los &tomos que son susceptibles a ciertos ataques en el 2,4-D(Mcp), donde el
CI2 presenta mayor susceptibilidad a un ataque electrofilico y por radicales libres con valores de
0.182 y 0.122 respectivamente mientras que por el ataque nucleofilico el H3 presenta un valor de
0.211. Los valores fueron bastantes altos en comparacion con el 2,4-D extraido de la estructura

cristalina y se puede deber a interaccion del complejo proteico con el 2,4-D.
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Figura 18

Funciones de Fukui del 2,4-D extraido del complejo proteico TIR1-ASK1 A) f*, B) f-, C) f°

Tabla 6

Reactividad del 2,4-D aislado del complejo
proteico TIR1-ASK1

Atomo CI2 cl1 H3
f- 0.182 0.146
f* 0.062 0.058  0.211
f0 0.122 0.102  0.118

Se obtuvieron las orbitales fronteras de la auxina natural IAA(Mcp) (figura 19), el HOMO se
presenta de color rojo mientras que el LUMO es de color amarillo, se observa que el HOMO se
encuentra esparcido por toda la regién indolica, mientras que el LUMO se presenta en la parte

hidrofilica de la auxina especificamente en el grupo carboxilico teniendo mayor regién el H9.
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Figura 19

Orbitales frontera A) HOMO y B) LUMO del IAA extraida del complejo proteico TIR1-ASK1

A)

La reactividad local del IAA(Mcp) mediante las Funciones de Fukui (figura 20), donde “f *”
presenta la misma region que el LUMO ademas que el H9 presenta mayor indice de un ataque
nucleofilico, el ataque electrofilico “f ™ presenta la misma region que el HOMO ya que se
encuentra en la parte indolica de la auxina y el “f °’ se encuentra en la region indolica y en la parte
hidrofilica. EL H9 tuvo mayor concentracion de presentar un ataque nucleofilico y por radicales
libres.

Figura 20

Funciones de Fukui del 1AA extraido del complejo proteico TIR1-ASK1 A) f *, B) f-, C) f©

Q)

La tabla 7 presenta los &tomos que son susceptibles a ciertos ataques en el IAA(Mcp) donde el H9
presenta mayor susceptibilidad a un ataque nucleofilico y por radicales libres con un valor de 0.341
y 0.184 respectivamente, para el ataque electrofilico el C7 presenta un valor de 0.091. ElI H9
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presento valores mayores para ataque nucleofilico y por radicales libres tal y como se mostré en

la figura 20.
Tabla 7
Reactividad del 1AA aislado del complejo proteico
TIR1-ASK1
Atomo  C7 N1 C10 H9
fr 0.125 0.341
f- 0.091 0.070
fo 0.043 0.067 0.184

Se obtuvieron las orbitales fronteras del 2,4-D M-AA (figura 21), el HOMO se presenta de color
rojo mientras que el LUMO es de color amarillo, se observa que el HOMO se encuentra en la
arginina 403 especificamente en el grupo guanidinio (H-N=(NHR)NH>), mientras que el LUMO
se ubica principalmente en la regién hidrofilica siendo el H terminal del carboxilo con mayor
region del LUMO.
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Figura 21
Orbitales frontera A) HOMO y B) LUMO del 2,4-D con los aminoacidos que interacciona en el

complejo proteico TIR1-ASK1

La reactividad local mediante las Funciones de Fukui del 2,4-D M-AA (figura 22), donde la “f *”
presenta la misma region que esta presenta el LUMO teniendo mayor reactividad la region
carboxilica, el ataque electrofilico “f ™ se encuentra en la arginina 403 tal y como se muestra en la

region del HOMO y el “f ©” se presenta en la arginina 403 y en la parte hidrofilica del 2,4-D.

Figura 22

Funciones de Fukui del 2,4-D con los aminoacidos que interacciona con el complejo proteico
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TIR1-ASK1 A)f* B) f-, C) f°

AT

La tabla 8 muestra los &tomos que son susceptibles a ciertos ataques en el 2,4-D M-AA, donde el
C8 presenta mayor susceptibilidad a un ataque nucleofilico y por radicales libres con valores de
0.170 y 0.088 respectivamente mientras que por el ataque electrofilico el H3 presenta un valor de
0.029. EI C8 presentd un mayor indice de un ataque nucleofilico ya que se encuentra deficiente en
electrones por el O2 y al estar junto con &omos de nitrogeno de la arginina la hacen mas

susceptible a dicho ataque.

Tabla 8

Reactividad del 2,4-D interaccionando con los
aminoacidos del complejo proteico TIR1-ASK1.

Atomo 02 C8 H3
f- 0.029
f* 0.127 0.170
fO 0.088

Se obtuvieron las orbitales fronteras del IAA M-AA (figura 23), el HOMO se presenta de color
rojo mientras que el LUMO es de color amarillo, se observa que el HOMO se encuentra en la
region inddlica y en el oxigeno terminal de la serina 438, mientras que el LUMO se ubica

principalmente en la leucina 439 y en el nitrégeno de la auxina 1AA.
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Figura 23

Orbitales frontera A) HOMO y B) LUMO del IAA con los amino&cidos que interacciona en el

complejo proteico TIR1-ASK1

La reactividad local mediante las Funciones de Fukui de la auxina natural IAA M-AA (figura 24),
donde la “f *” presenta la misma region que esta presenta el LUMO ubicado en la leucina 439, el
ataque electrofilico “f ™ se encuentra en la region indolica tal y como se muestra en la region del

HOMO y el “f % se presenta en la leucina 439.
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Figura 24

Funciones de Fukui del IAA con los amino&cidos que interacciona con el complejo proteico

TIR1-ASK1 A) f+, B) f-, C) f0

La tabla 9 muestra los &tomos que son mas susceptibles a ciertos ataques en el IAA M-AA, donde
el C7 presenta mayor susceptibilidad a un ataque electrofilico y por radicales libres con valores de
0.074 y 0.041 respectivamente mientras que por el ataque nucleofilico el C1 presenta un valor de

0.012.

Tabla 9

Reactividad del IAA interaccionando con los
aminodcidos del complejo proteico TIR1-ASK1

Atomo C7 C5 C1
f+ 0.012  0.012
f 0.074 0.061
i 0.041 0.036

La representacion esquematica de los aminoacidos que interaccionan con el 2,4-D (fig. 25) los

cuales son la arginina 403, serina 438, leucina 439, fenilalanina 79, alanina 464 y leucina 404, los

45



aminoacidos polares como la arginina 403 y serina 438 interaccionan con la region hidrofilica del
2,4-D mientras que la fenilalanina 79 y alanina 464 al ser apolares interaccionan con la parte

hidrofébica que se encuentra en el anillo fendlico del 2,4-D.

Figura 25

La interaccion de los aminoacidos del complejo proteico TIR1-ASK1 con el 2,4-D

[¥]

La representacion esquematica de los aminoacidos que interaccionan con el IAA (fig. 26) los
cuales son la arginina 403, serina 438, leucina 439, fenilalanina 79, alanina 464 y leucina 404, los
aminoéacidos polares como la arginina 403 y serina 438 interaccionan con la region hidrofilica del
IAA mientras que la fenilalanina 79 y alanina 464 al ser apolares interaccionan con la parte
hidrofébica que se encuentra en la regién indélica del IAA.
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Figura 26

La interaccion de los aminoacidos del complejo proteico TIR1-ASK1 con el I1AA

Tabla 10

Reactividad global del 2,4-D tomado del cristal, del complejo proteico y con la
interaccion con los aminoacidos del TIR1-ASK1.  (dureza absoluta) y S (Blandura)

2,4-D Euw El AE N S m ®

2,4-D (Mcris) 3.860 5544 1684 1.930 0.2591  -3.614 3.384
2,4-D (Mcp) 3407 555 2143 1.7035 0.2935  -3.847 4.343
24D M-AA  1.769 4353 2.584 0.8845 0.5653  -3.469 6.801

La diferencia de energia de los orbitales fronteras HOMO y LUMO de las tres estructuras son

diferentes teniendo al 2,4-D M-AA el de menor diferencia de energia como se muestra en la tabla

10 con un valor de 1.769 lo que significa que es mas reactivo, se puede confirmar con su dureza

absoluta ya que presenta el menor valor con 0.8845 eso ocasiona gue no tiene resistencia hacia los

electrones para que sean transferidos. La blandura del 2,4-D M-AA se duplica con respecto a los

dos sistemas afirmando que tiene la facilidad de presentar una mayor interaccion con el complejo
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proteico. La elecrofilicidad en el tercer sistema muestra un valor alto ocasionando que sea mas
propensos a interaccionar de manera covalente (enlaces peptidicos) con especies nucleofilicas.
Tabla 11

Reactividad global del IAA tomado del cristal, del complejo proteico y con la
interaccion con los aminoacidos del TIR1-ASK1. n (dureza absoluta) y S (Blandura)

IAA ELn El AE n S u ®
IAA (Mcris) 3.813 4.865 1.052 1907 0.2623 -2.9585 2.296
IAA (Mcp) 2929 4807 1878 1465 0.3414 -3.3425 3.814
IAAM-AA 2065 4531 2466 1.033 0.4843 -3.4985 5.927

En la tabla 11 se muestra la diferencia de energia de los orbitales fronteras HOMO y LUMO de
las tres estructuras son diferentes teniendo al IAA M-AA el de menor diferencia de energia con un
valor de 2.065 lo que significa que es mas reactivo, se puede confirmar con su dureza absoluta ya
que presenta el menor valor con 1.033 eso ocasiona que no tiene resistencia hacia los electrones
para que sean transferidos. La blandura del IAA M-AA es mayor con respecto a los dos sistemas
afirmando que tiene la facilidad de presentar una mayor interaccion con el complejo proteico. La
elecrofilicidad en el tercer sistema muestra un valor alto con 5.927 ocasionando que sea mas

propensos a interaccionar de manera covalente (enlaces peptidicos) con especies nucleofilicas.

Al comparar los dos sistemas de la tabla 10 y 11 se observa que los mas reactivos son el 2,4-D M-
AA y el IAA M-AA pero ahora al comparar entre ellos se observa que el 2,4-D M-AA es mas
reactivo respecto con el IAA M-AA ya que la diferencia de energia en el 2,4-D M-AA es de 1.769
mientras que el del IAA M-AA es de 2.065 teniendo una diferencia considerable con respecto a la
electrofilicidad de igual manera que en el anterior caso el 2,4-D presenta un mayor valor con
respecto al 1AA con una diferencia de 0.873. Tiene mayor dureza el IAA que el 2,4-D en la
blandura el 2,4-D presenta un mayor valor lo que significa que el 2,4-D con los aminoacidos es

mas propenso a reaccionar con respecto al IAA.
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7.2 Evaluacion de la capacidad inhibitoria del herbicida 2,4-D en Arabidopsis thaliana

7.2.1 Evaluacion de la CEso del 2,4-D de un herbicida comercial en Arabidopsis thaliana

Se ha visto en el modelo Arabidopsis thaliana el registro de la evaluacion de la concentracion
efectiva media (CEso) de varios compuestos, por lo que la insuficiente informacion sobre la CEsg
en herbicidas como el 2,4-D provoco la realizacion de un experimento in vitro con Arabidopsis
thaliana en medio MS con un herbicida 2,4-D comercial para evaluar la CEso en un tiempo
determinado.

Figura 27

Evaluacién de la CEsg del 2,4-D de un herbicida comercial
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El valor de la CEso del 2,4-D de un herbicida comercial denominado Fitoamina 40 de la marca
Dragon se evalud a 264 h como se muestra en la figura27 mediante el modelo probit en Rstudio,
el intercepto representa la CEso con un valor de 0.3521 mM obteniendo una p significativa (p <
0.05). Estudios previos de CEso con 2,4-D en Arabidopsis thaliana se realizaron con una pureza
de 99% (obtenida de Sigma Aldrich) observando cambios morfolégicos en la plantula a una

concentracion 0.100 mM a 48 h (Salcedo et al., 2021). La concentracion obtenida por Salcedo es
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mas toxico con respecto a la concentracion obtenida por el herbicida comercial, debido a que este
contiene otros compuestos como agentes secuestrantes y el tipo de formulacion que requiere para

el transporte del 2,4-D hacia la plantula.

7.2.2 Determinacion de la concentracion de clorofila en Arabidopsis thaliana

El uso de biomarcadores es una herramienta util para medir cuantitativamente cambios
moleculares, bioguimicos o celulares dentro de los organismos en respuesta al estrés quimico
externo (Smit et al., 2009). El biomarcador como el contenido de clorofila fue utilizada para
determinar el estrés ocasionado a diferentes concentraciones menores de CEsg del herbicida 2,4-D
durante 7, 14 y 21 dias de tratamiento para tener el comportamiento diferentes lapsos de tiempo
debido a que el ciclo de vida de Arabidopsis thaliana es corto.

Figura 28
Contenido de clorofila a diferentes concentraciones del herbicida 2,4-D durante 7 dias de

tratamiento
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Las variaciones de la clorofila a, b y total mostradas en la Figura 28, que corresponden a las
plantulas a diferentes concentraciones del herbicida 2,4-D durante 7 dias de tratamiento. Se
registr6 una disminucion de contenido de clorofila a en un 37%, 62% y 66% a las concentraciones
0.080 mM, 0.100 mM y 0.150 mM respectivamente (p < 0.05) con respecto al control. Para el
contenido de clorofila b se registré una disminucion en un 32%, 52% y 65% a 0.080 mM, 0.100
mM y 0.150 mM respectivamente, (p < 0.05) en comparacién con el control. Asi mismo para el
contenido de clorofila total, este disminuyd con respecto al control en un 35%, 58% y 66% a 0.080
mM, 0.100 mM y 0.150 mM respectivamente (p < 0.05). Se observa que la cantidad de clorofila a
es mayor que la clorofila b ya que la molécula en mayor proporcion es la clorofila a, que realiza
la captacion de los fotones de luz y en la conservacion de la energia de los fotones absorbidos en
energia quimica en la fotosintesis oxigénica y la clorofila b se presenta en menor proporcion
porque su funcién dnicamente es la de aumentar la capacidad de absorcion de la luz para la
clorofila a. La disminucién del contenido de clorofila se debe a que el 2,4-D actia como
antagonista del fotosistema Il de la cadena respiratoria, blogueando el flujo de electrones y
provocando inhibicién de la fotosintesis (Schuijt et al., 2021). El analisis estadistico realizado fue
ANOVA de un factor obteniendo una diferencia significativa, p < 0.05 prueba de Tukey.
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Figura 29
Contenido de clorofila a diferentes concentraciones del herbicida 2,4-D durante 14 dias de

tratamiento
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M Clorofila A Clorofila B ® Clorofila Total
0.9 C

0.8

0.6
0.5

0.4

ug/g

0.3

0.2 T
b a
ab
0.1 b
u

B &w
a a

. : ESR |
Control 0.080mM 0.100mM 0.150mM

Concentracion

Los resultados de la Figura 29 corresponden a las variaciones de la cantidad de clorofila a, b y
total en las plantulas a diferentes concentraciones del herbicida 2,4-D durante 14 dias de
tratamiento. Se observa que la cantidad de clorofila se incrementa en las plantulas control debido
a su crecimiento, en el caso de clorofila a, el incremento result6 superior al doble en comparacion
al tratamiento de 7 dias, asi como respecto a clorofila b y total (p < 0.05). Para el contenido de
clorofila a en las concentraciones 0.080 mM, 0.100 mM y 0.150 mM la disminucion fue menor en
comparacion al contenido de clorofila a de 7 dias de tratamiento. Se registro una minima variacion
en la cantidad de clorofila b para la concentracion 0.080 mM, sin embargo, a las concentraciones
0.100 mM y 0.150 mM tal pardmetro disminuy6 10 veces mas con respecto al contenido de
clorofila a de 7 dias de tratamiento. Asi pues, la clorofila total presentd una considerable
disminucion en el tratamiento a 0.150 mM comparada con el tratamiento a 7 dias.
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De lo anterior se destaca el tiempo de exposicion como un factor determinante en la disminucion
de la cantidad de clorofila, como se observé en los tratamientos de 7 y 14 dias, un mayor tiempo
de exposicion de la plantula al herbicida 2,4-D ocasiona un estrés prolongado.

Figura 30

Contenido de clorofila a diferentes concentraciones del herbicida 2,4-D durante 21 dias de
tratamiento

Concentracion de clorofila 21 dias
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En la Figura 30, se destacan las variaciones en la concentracion de clorofila a, b y total en las
plantulas a distintas concentraciones del 2,4-D durante 21 dias de tratamiento. Se observa que la
cantidad de clorofila a se incrementa 3 veces en las plantulas control debido a su crecimiento; en
el caso de clorofila b, no resulté un incremento rapido como lo hace la clorofila a. Para 0.080 mM
el contenido de clorofila a present6 un ligero aumento en su contenido con respecto a 14 dias de
tratamiento. Las concentraciones 0.100 mM y 0.150 mM existe poca disminucién para la clorofila
a, b y total en comparacién a los 14 dias de tratamiento, pero a 7 dias de tratamiento existe una
alta disminucién, demostrando que la exposicion del herbicida 2,4-D a 21 dias de tratamiento

ocasiona un alto nivel de estrés.
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Figura 31

Determinacion de la concentracion de la clorofilaa 7, 14 y 21 dias a diferentes concentraciones

del herbicida 2,4-D
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Los resultados de la Figura 31 corresponden a las variaciones de la cantidad de clorofila a, b y
total en las plantulas a diferentes concentraciones del herbicida 2,4-D durante 7, 14 y 21 dias de
tratamiento. El contenido de clorofila a se increment6 3 veces en las plantulas control debido a su
crecimiento, en el caso de clorofila b no se presenté aumento como sucedié con la clorofila a. Con
la concentracion 0.080 mM hubo poco incremento en la concentracién de la clorofila a en los dias
7, 14 y 21 dias de tratamiento. En las concentraciones 0.100 mM y 0.150 mM disminuyé el
contenido de clorofila a, b y total en comparacion al contenido de 7 dias de tratamiento. Por lo
tanto, los resultados muestran que la plantula control presenta un crecimiento adecuado con el
incremento de clorofila, las concentraciones 0.080 mM, 0.100 mM y 0.150 mM se observé una

disminucion en la clorofila con respecto a los dias de tratamiento (p < 0.05).
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Figura 32

Matriz de correlacion de forma grafica de la concentracion de la clorofila a diferentes

concentraciones del herbicida 2,4-D durante 7 dias de tratamiento
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0.6
0.4
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Los resultados que aparecen en la figura 32 muestran la matriz de correlacién de la cantidad de
clorofila a diferentes concentraciones del herbicida 2,4-D durante 7 dias de tratamiento. Esta
correlacion mide el grado de relacion lineal entre las variables, es decir, la relacion que existe entre
la concentracion del herbicida 2,4-D con la cantidad de clorofila. De acuerdo con estos analisis, se
observa que existe una relacion lineal negativa de -0.90 para la clorofila a y b en relacién con la
concentracion, en otras palabras, existe una disminucion de clorofila a y b con el aumento de la
concentracion del herbicida 2,4-D. La relacion lineal entre la clorofila total y la concentracion del
herbicida de 2,4-D es negativa de -1.00.
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Figura 33

Matriz de correlacion de forma grafica de la concentracién de la clorofila a diferentes

concentraciones del herbicida 2,4-D durante 14 dias de tratamiento
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En la figura 33 muestran la matriz de correlacion de la concentracion de clorofila a diferentes
concentraciones del herbicida 2,4-D durante 14 dias de tratamiento, se observa una relacion lineal
negativa con valor de -0.90 para clorofila a, b y total con respecto a la concentracion del 2,4-D,
por lo que se interpreta que existe una disminucion de la cantidad de clorofila a, b y total con el
aumento de la concentracion del herbicida 2,4-D, lo que ocasiona la inhibicion de la fotosintesis

provocado por el estrés inducido en la plantula.
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Figura 34

Matriz de correlacion de forma grafica de la concentracion de la clorofila a diferentes

concentraciones del herbicida 2,4-D durante 21 dias de tratamiento
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La figura 34 muestran la matriz de correlacion de la concentracion de clorofila a diferentes
concentraciones del herbicida 2,4-D durante 21 dias de tratamiento. Se observa una relacion lineal
negativa de -0.90 entre la clorofila a, b y total con la concentracién del 2,4-D como también se
observo durante 14 dias de tratamiento, por lo que existe la disminucion de clorofila a, b y total
con el aumento de la concentracion del herbicida 2,4-D.

Las respuestas fisiologicas y morfoldgicas son de vital importancia para el estudio de los efectos
provocados por una sustancia quimica presente en un organismo de estudio, por lo que se realiz6
un analisis para el comportamiento de la morfologia de la plantula que se compone de hoja, tallo

y raiz en presencia del herbicida 2,4-D en 7, 14 y 21 dias de tratamiento.
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Figura 35

Efectos en hoja, tallo y raiz a diferentes concentraciones del 2,4-D en Arabidopsis thaliana

durante 7 dias de tratamiento obtenidas con Cooling Tech

Plantulas control 1A) hoja, 1B) tallo, 1C) raiz. Tratamiento 0.080 mM 2A) hoja, 2B) tallo, 2C)
raiz. Tratamiento 0.100 mM 3A) hoja, 3B) tallo, 3C) raiz. Tratamiento 0.150 mM 4A) hoja, 4B)
tallo, 4C) raiz. (Las fotografias fueron tomadas a 2X con un microscopio digital Cooling Tech).

En la figura 35 se muestran los efectos provocados en hoja, tallo y raiz a diferentes concentraciones
del 2,4-D durante 7 dias de tratamiento. La plantula control presenta en 1A) un crecimiento normal
de la hoja, en 1B) tallo con una estructura firme y 1C) presencia de pelos radiculares. La
concentracion 0.080 mM presenta varios efectos en la morfologia de la plantula en 2A) existe una

epinastia en las hojas con una disminucion en el color verde, indicativo de una disminucion de
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clorofila, 2B) elogacion del tallo y 2C) disminucién en el grosor de la raiz. La concentracién 0.100
mM se observa efectos morfologicos en la plantula en 3A) presenta una epinastia notoria en las
hojas, 3B) pérdida de firmeza y color del tallo y 3C) un decrecimiento en el grosor de la raiz. Para
la concentracion 0.150 mM se observa efectos morfologicos considerables en la plantula donde
4A) exhibe una curvatura notoria alta en las hojas , 4B) pérdida de firmeza y color del tallo como
se mostré a 0.100 mM y 4C) un alto decrecimiento en el grosor de la raiz con respecto a la plantula
control, por lo que, el herbicida 2,4-D induce varios defectos en el crecimiento de la plantula por
ejemplo la epinastia de las hojas, la inhibicién del crecimiento de raices y brotes, y una
disminucion en el area foliar (Teixeira et al., 2007).

Figura 36

Efectos en hoja, tallo y raiz a diferentes concentraciones del 2,4-D en Arabidopsis thaliana
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durante 7 dias de tratamiento obtenidas con Primo Star

Plantulas control 1A) hoja, 1B) tallo, 1C) raiz. Tratamiento 0.080 mM 2A) hoja, 2B) tallo, 2C)
raiz. Tratamiento 0.100 mM 3A) hoja, 3B) tallo, 3C) raiz. Tratamiento 0.150 mM 4A) hoja, 4B)
tallo, 4C) raiz. (Las fotografias fueron tomadas a 4X con un microscopio Primo Star marca Zeiss).

En la figura 36 se muestran los efectos provocados en hoja, tallo y raiz a diferentes concentraciones
del 2,4-D durante 7 dias de tratamiento. La plantula control presenta en 1A) un crecimiento normal
de la hoja reflejado en la coloracion verdosa, en 1B) tallo con una estructura firme y 1C) presencia
de pelos radiculares en lo largo de la raiz. La concentracion 0.080 mM presenta efectos en la
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morfologia de la plantula en 2A) existe disminucion de color verde en la hoja, indicativo de una
disminucion de clorofila, 2B) ruptura de los tejidos del tallo y 2C) disminucion de pelos
radiculares. La concentracion 0.100 mM se observa efectos morfologicos en la plantula en 3A)
presenta una coloracion verde claro en la hoja, indicativo de una disminucién de clorofila 3B) alta
ruptura de los tejidos del tallo y 3C) disminucién de la cantidad de pelos radiculares, asi como su
longitud. Para la concentracion 0.150 mM se observa efectos morfologicos considerables en la
plantula donde 4A) exhibe una coloracién oscura en la hoja, ocasionando una alta disminucion de
clorofila 4B) ruptura del tejido del tallo como se mostr6 en 0.080mM y 0.100 mM y 4C) pérdida
total de pelos radiculares en la raiz con respecto a la plantula control, por lo que, el herbicida 2,4-
D induce varios defectos en el crecimiento de la plantula por ejemplo la inhibicién del crecimiento
de raices y brotes (Teixeira et al., 2007). Una relacién interesante es sobre la disminucion de los
pelos radiculares con la cantidad de clorofila presentes en las hojas, los pelos radiculares absorben
los nutrientes necesarios para el crecimiento adecuado de las plantulas, asi como iones
fundamentales, por lo que la disminucion del crecimiento de los pelos radiculares disminuye la
absorcion de iones como el Mg?*, catién fundamental en la constitucion de la molécula de la

clorofila responsable de la produccion de la fotosintesis.
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Figura 37
Matriz de correlacion de forma grafica de parametros fisiologicos a diferentes concentraciones

del herbicida 2,4-D durante 7 dias de tratamiento

0
=
4
-
=
()
m
5
e o g S N

S & £ 5 & 1

Concentracion_2.4-D | 1.00 Iz.a

6

Tallo | 1.00 @ 0.70 0.4

1.2

Ancho | 1.00 0

k0.2

Largo | 1.00 k0.4

0.6
Raiz | 1.00 |08
=

En la figura 37 muestra la matriz de correlacion de los pardmetros fisiologicos a diferentes
concentraciones del herbicida 2,4-D durante 7 dias de tratamiento, se observa una relacion negativa
del ancho de la hoja con valor de -0.50 con respecto a la concentracion del herbicida 2,4-D (p <
0.05), es decir existe una inhibicion en el crecimiento de la anchura de la hoja conforme se aumenta
la concentracién del 2,4-D, tanto como tallo, raiz y largo de la hoja no presento una buena relacion
negativa con forme el aumento de la concentracion (p > 0.05), no presentd una alta inhibicion en

el crecimiento provocando poca resistencia al herbicida 2,4-D.
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Figura 38

Efectos en hoja, tallo y raiz a diferentes concentraciones del 2,4-D en Arabidopsis thaliana

durante 14 dias de tratamiento obtenidas con Cooling Tech

Plantulas control 1A) hoja, 1B) tallo, 1C) raiz. Tratamiento 0.080 mM 2A) hoja, 2B) tallo, 2C)
raiz. Tratamiento 0.100 mM de 3A) hoja, 3B) tallo, 3C) raiz. Tratamiento 0.150 mM de 4A) hoja,
4B) tallo, 4C) raiz. (Las fotografias fueron tomadas a 2X con un microscopio digital Cooling
Tech).
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En la figura 38 se muestran los efectos provocados en hoja, tallo y raiz a diferentes concentraciones
del 2,4-D durante 14 dias de tratamiento. La plantula control presenta en 1A) un crecimiento
normal de la hoja, en 1B) tallo con una estructura firme y 1C) presencia de pelos radiculares. La
concentracion 0.080 mM presenta varios efectos en la morfologia de la plantula en 2A) existe una
epinastia en las hojas con un color verde-amarilloso, indicativo de una disminucion de clorofila,
2B) elogacion y pérdida de firmeza del tallo y 2C) disminucion en el grosor de la raiz. La
concentracion 0.100 mM se observa efectos morfoldgicos en la plantula en 3A) presenta una
epinastia notoria en las hojas y una coloracion amarillosa, 3B) disminucion del grosor y color del
tallo y 3C) un decrecimiento en el grosor de la raiz. Para la concentracion 0.150 mM se observa
efectos morfoldgicos considerables en la plantula donde 4A) exhibe una curvatura notoria alta en
las hojas, 4B) pérdida de firmeza y color del tallo y 4C) un alto decrecimiento en el grosor de la
raiz con respecto a la plantula control, por lo que, el herbicida 2,4-D induce varios defectos en el
crecimiento de la plantula por ejemplo la epinastia de las hojas, la inhibicion del crecimiento de
raices y brotes, y una disminucién en el area foliar (Teixeira et al., 2007). Con respecto a la
comparacion de los 7 y 14 dias de tratamiento se destaca el tiempo de exposicion como un factor
determinante en los efectos morfolégicos observados, como la disminucién de la coloracion
verdosa caracteristica de las hojas, la reduccién de la firmeza del tallo, la disminucién del grosor
de la raiz. Por lo que un mayor tiempo de exposicion de la plantula al herbicida 2,4-D ocasiona un

estrés prolongado.
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Figura 39

Efectos en hoja, tallo y raiz a diferentes concentraciones del 2,4-D en Arabidopsis thaliana

durante 14 dias de tratamiento obtenidas con Primo Star

Plantulas control 1A) hoja, 1B) tallo, 1C) raiz. Tratamiento 0.080 mM de 2A) hoja, 2B) tallo, 2C)
raiz. Tratamiento 0.100 mM de 3A) hoja, 3B) tallo, 3C) raiz. Tratamiento 0.150 mM de 4A) hoja,
4B) tallo, 4C) raiz. (Las fotografias fueron tomadas a 4X con un microscopio Primo Star marca
Zeiss).

En la figura 39 se muestran los efectos provocados en hoja, tallo y raiz a diferentes concentraciones

del 2,4-D durante 14 dias de tratamiento. La plantula control presenta en 1A) un crecimiento
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normal de la hoja reflejado en la coloracidn verdosa, en 1B) tallo con una estructura firme y 1C)
presencia de pelos radiculares en lo largo de la raiz. La concentracion 0.080 mM presenta efectos
en la morfologia de la plantula en 2A) existe una disminucion de color verde en la hoja, indicativo
de una disminucion de clorofila, 2B) ruptura de los tejidos del tallo y adelgazamiento y 2C)
disminucion de pelos radiculares. La concentracion 0.100 mM se observa efectos morfologicos en
la plantula en 3A) presenta una coloracion oscura en la hoja, 3B) ruptura de los tejidos del tallo y
3C) disminucion de la cantidad de pelos radiculares, asi como su longitud. Para la concentracion
0.150 mM se observa efectos morfologicos considerables en la plantula donde 4A) exhibe una
coloracion blanquecina en la hoja, ocasionando una inhibicion de fotosintesis 4B) ruptura del
tejido del tallo como se mostré en 0.080mM y 0.100 mM, asi como pérdida de coloracién
comparado con plantula control 4C) pérdida total de pelos radiculares en la raiz con respecto a la
plantula control. Existe una relacion entre la disminucion de los pelos radiculares con la cantidad
de clorofila presentes en las hojas, los pelos radiculares absorben los nutrientes necesarios para el
crecimiento adecuado de las plantulas, asi como iones fundamentales, por lo que la disminucion
del crecimiento de los pelos radiculares disminuye la absorcion de iones como el Mg?*, cation
fundamental en la constitucién de la molécula de la clorofila responsable de la produccion de la

fotosintesis reflejado en la coloracién de las hojas de la plantula.
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Figura 40

Matriz de correlacion de forma grafica de parametros fisiologicos a diferentes concentraciones

del herbicida 2,4-D durante 14 dias de tratamiento
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En la figura 40 muestra la matriz de correlacion de los pardmetros fisioldgicos a diferentes
concentraciones del herbicida 2,4-D durante 14 dias de tratamiento, se observa una relacion
negativa de la longitud del tallo con valor de -0.40 con respecto a la concentracion del herbicida
2,4-D (p < 0.05), es decir existe una inhibicion en el crecimiento de la longitud del tallo conforme
se aumenta la concentracion del 2,4-D, tanto como raiz, largo y ancho de la hoja no present6 una
buena relacion negativa con forme el aumento de la concentracion (p > 0.05), por lo que no

presentd una alta inhibicién en el crecimiento provocando poca resistencia al herbicida 2,4-D.
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Figura 41

Efectos en hoja, tallo y raiz a diferentes concentraciones del 2,4-D en Arabidopsis thaliana

durante 21 dias de tratamiento obtenidas con Cooling Tech

Plantulas control 1A) hoja, 1B) tallo, 1C) raiz. Tratamiento 0.080 mM 2A) hoja, 2B) tallo, 2C)
raiz. Tratamiento 0.100 mM de 3A) hoja, 3B) tallo, 3C) raiz. Tratamiento 0.150 mM de 4A) hoja,
4B) tallo, 4C) raiz. (Las fotografias fueron tomadas a 2X con un microscopio digital Cooling
Tech).

En la figura 41 se muestran los efectos provocados en hoja, tallo y raiz a diferentes concentraciones
del 2,4-D durante 21 dias de tratamiento. La plantula control presenta en 1A) un crecimiento
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normal de la hoja, presentando una variacion de hojas en 1B) tallo con una estructura firme y 1C)
presencia de pelos radiculares. La concentracion 0.080 mM presenta varios efectos en la
morfologia de la plantula en 2A) existe una epinastia en las hojas con un color amarilloso,
indicativo de una disminucion de clorofila, 2B) elogacion y pérdida de firmeza del tallo y 2C)
disminucion en el grosor de la raiz. La concentracion 0.100 mM se observa efectos morfoldgicos
en la plantula en 3A) presenta una epinastia notoria en las hojas y una coloracion amarillosa, 3B)
disminucion del grosor y color del tallo y 3C) un decrecimiento en el grosor de la raiz. Para la
concentracion 0.150 mM se observa efectos morfoldgicos considerables en la plantula donde 4A)
exhibe una curvatura notoria alta en las hojas, 4B) pérdida de firmeza y color del tallo y 4C) un
alto decrecimiento en el grosor de la raiz con respecto a la plantula control. Con respecto a la
comparacion de los 7, 14 y 21 dias de tratamiento se destaca el tiempo de exposicion como un
factor determinante en los efectos morfol6gicos observados, como la disminucion de la coloracion
verdosa caracteristica de las hojas, inhibicion del crecimiento de otras hojas como se presenta en
plantula control, la reduccion de la firmeza del tallo, la disminucién del grosor de la raiz. Por lo
que un mayor tiempo de exposicién de la plantula al herbicida 2,4-D ocasiona un estrés

prolongado.
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Figura 42

Efectos en hoja, tallo y raiz a diferentes concentraciones del 2,4-D en Arabidopsis thaliana

durante 21 dias de tratamiento obtenidas con Primo Star

Plantulas control 1A) hoja, 1B) tallo, 1C) raiz. Tratamiento 0.080 mM 2A) hoja, 2B) tallo, 2C)
raiz. Tratamiento 0.100 mM de 3A) hoja, 3B) tallo, 3C) raiz. Tratamiento 0.150 mM 4A) hoja,
4B) tallo, 4C) raiz. (Las fotografias fueron tomadas a 4X con un microscopio Primo Star marca
Zeiss).

En la figura 39 se muestran los efectos provocados en hoja, tallo y raiz a diferentes concentraciones

del 2,4-D durante 14 dias de tratamiento. La plantula control presenta en 1A) un crecimiento
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normal de la hoja reflejado en la coloracion verdosa, en 1B) tallo con una estructura firme y 1C)
presencia de pelos radiculares en lo largo de la raiz. La concentracion 0.080 mM presenta efectos
en la morfologia de la plantula en 2A) existe una disminucidon de color oscura en la hoja, indicativo
de una alta disminucién de clorofila, 2B) ruptura de los tejidos del tallo y 2C) disminucién de pelos
radiculares, asi como grosor de la raiz. La concentracion 0.100 mM se observa efectos
morfoldgicos en la plantula en 3A) presenta una coloracion oscura en la hoja, 3B) ruptura de los
tejidos del tallo y 3C) disminucion de la cantidad de pelos radiculares, asi como su longitud. Para
la concentracion 0.150 mM se observa efectos morfologicos considerables en la plantula donde
4A) exhibe una coloracién oscura en la hoja, ocasionando una inhibicién de fotosintesis 4B)
ruptura del tejido del tallo como se mostré en 0.080mM y 0.100 mM, asi como pérdida de
coloracion comparado con plantula control 4C) pérdida total de pelos radiculares en la raiz con
respecto a la plantula control. Existe una relacion entre la disminucion de los pelos radiculares con
la cantidad de clorofila presentes en las hojas, los pelos radiculares absorben los nutrientes
necesarios para el crecimiento adecuado de las plantulas, asi como iones fundamentales, por lo
que la disminucion del crecimiento de los pelos radiculares disminuye la absorcién de iones como
el Mg?*, cation fundamental en la constitucion de la molécula de la clorofila responsable de la

produccidn de la fotosintesis reflejado en la coloracién de las hojas de la plantula.
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Figura 43

Matriz de correlacion de forma grafica de parametros fisiologicos a diferentes concentraciones

del herbicida 2,4-D durante 21 dias de tratamiento
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En la figura 43 muestra la matriz de correlacion de los parametros fisioldgicos a diferentes

concentraciones del herbicida 2,4-D durante 21 dias de tratamiento, se observa una relacion

negativa de la longitud del largo de la hoja con valor de -0.60 con respecto a la concentracién del

herbicida 2,4-D, también la anchura de la hoja y la longitud del tallo con un valor de -0.40 (p <

0.05), es decir existe una inhibicion en el crecimiento de la longitud del largo de la hoja, asi como

la anchura de la hoja y la longitud del tallo conforme se aumenta la concentracion del 2,4-D, la

raiz, no presentd una buena relacion negativa con forme el aumento de la concentracién (p > 0.05),

por lo que no present6d una inhibicion adecuada en el crecimiento de la raiz provocando poca
resistencia al herbicida 2,4-D.
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8. CONCLUSIONES

Los célculos tedricos demostraron que la estructura de la molécula del 2,4-D tomada del sistema
cristalino presenta una similitud de 98.02% con respecto a la molécula tomada del complejo
proteico TIR1-ASK1. Mientras en el caso del IAA presenta una similitud el 99.03% entre la que

fue tomada del sistema cristalino y la que se encuentra en el complejo proteico.

Los estudios tedricos demostraron que la reactividad local de la molécula del 2,4-D aislado, del
sistema cristalino present6 una mayor preferencia en los atomos de cloro del anillo fendlico para
los ataques electrofilico, nucleofilico y por radicales libres. Los ataques electrofilicos del 2,4-D
extraido de la proteina TIR1-ASKL1 se ubica en el CI2, mientras que los ataques nucleofilicos y

por radicales libres se ubican en el H3 por lo que estos sitios se encuentran mas localizados.

También se demostr6 que la reactividad local de la molécula IAA tomada del sistema cristalino
presento una distribucion en la parte indolica de la molécula teniendo mayor preferencia en el C3
y C5 para un ataque nucleofilico, el C7 para un ataque electrofilico y C8 para un ataque por
radicales libres. Mientras que el IAA extraido de la proteina TIR1-ASK1 los sitios reactivos son
mas localizados teniendo al ataque nucleofilico y por radicales libres en H9 y el ataque electrofilico
en C7.

La reactividad global es mayor cuando la molécula de 2,4-D interacciona con los aminoacidos del
complejo proteico que con respecto al 2,4-D tomado del sistema cristalino, esto se debe a que
presenta una mayor blandura y menor dureza lo que indica una mayor reactividad. Asi como para
el IAA su reactividad global es mejor cuando esta interaccionando con el complejo proteico que

con el IAA tomado del sistema cristalino y del complejo proteico.

El estudio tedrico demostrd que el 2,4-D es més reactivo que la auxina natural 1AA tanto en la
reactividad global como local, por lo que el compuesto es mas afin a los receptores por su alta
afinidad con respecto a la auxina natural y se comprob6 de manera experimental el efecto del 2,4-
D con las plantulas Arabidopsis thaliana donde hubo cambios morfolégicos en la longitud de la
raiz, tallo, largo y ancho de la hoja, asi como en la disminucion de la cantidad de clorofila en
presencia del herbicida 2,4-D.
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El analisis estadistico demuestra que el aumento de la concentracion del herbicida 2,4-D disminuye
la concentracion de la clorofila presente en la Arabidopsis thaliana durante 7, 14 y 21 dias de
tratamiento, esto debido a que se encuentra en una mayor concentracion y tiempo prolongado de

un agente quimico, provocando en la plantula un mayor tiempo de estrés.
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