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Técnicas utilizadas en la aplicacion de un
herbicida marcado con C* (")

POR
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RESUMEN

Se emplearon técenicas aplicables al estudio de los aspectos que
mas corrientemente figuran en la literatura sobre trabajos con 24-D:
aplicacion del producto en la planta, autorradiografias para observar
penetracion y traslacion y mediciones de actividad para evaluar la
cantidad de radioisétopo absorbido en porcentaje de la cantidad to-
tal aplicada, teniendo como base el producto sintetizado y formulado
en las condiciones de uso en nuestro pais, ya que no se permite la im-
portacién de herbicidas elaborados a base de 24-D.

Las autorradiografias indicaron en general una limitada distri-
bucién de la actividad del producto para todas las dosis aplicadas; las
mediciones de actividad evidenciaron una localizacion de productos
marcados en la planta, 5 dias despuds del tratamiento, cuya cantidad

de radioisétopo fue aproximadamente la sexta parte de la dosis original.

(*) Ing. Agr., Profesor Asociado del Departamento de Patologia Vegetal de
la Facultad de Agronomia y Veterinaria de Buenos Aires y Secretario del Centro
de Radiobiologia de la misma institucion.

(**) Ing. Agr., Jefe de la Division Aplicaciones Agricolas. Gerencia de
Energia. C. N. E. A.

(***) Téenico subprofesional de la citada Division y estudiante de Agronomia
de la F. A. V. de Buenos Aires.

(1) Trabajo realizado en el Centrc de Radiobiologia de acuerdo con el conve-
nio suscripto con la Comisiéon Nacional de Energia Atdémica.
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SUMMARY

They were applied some techniques to study the most common
subjetes that are included on the bibliography about works using
2,4-D: application to the plants, autoradiographs to study penetration
and translocation and measurements of activity to evaluate the amount
of uptaken radioisotope as a percentage of the total amount applied,
having like base the synthesized and formulated product under the
conditions of applications in the Argentina where is forbidden the
entry of 24-D elaborated herbicides.

The autoradiographs indicated a general limited distribution of
the radioactivity for ail the doses applied; the activity measurements
showed also a localization of labeled compounds in the plant; the
amount of the radioisotope present in those compounds, five days
after the treatment, was approximately one sixth of the original dose.

MATERIAL UTILIZADO

El herbicida marcado se adquirié en forma de dcido al Radioche-
mical Centre Amersham (Inglaterra) recibiéndose en solucién bencé-
nica contenido en un tubo cerrado bajo nitrégeno y reuniendo las si-
guientes caracteristicas: 500 microcuries en 5,1 mg del producto, con
una actividad especifica de 21,7 mC/mM.

Salvo los periodos en que se trabajo con el material éste fué
conservado en el congeiador de una heladera comtn (-7 a -8°C) con
el fin de evitar los efectos de la radidlisis (1) que ocurren en los
compuestos de alta actividad especifica al existir colisiones y emisién
de radiaciones.

Respondiendo al deseo de utilizar el herbicida bajo la misma for-
ma quimica que se emplea en las pulverizaciones a campo, el dcido
diclorofenoxiacético fué pasado a su éster butiliso en la Divisién Mo-
léculas Marcadas del Departamento de Quimica de la Direccién de
Investigaciones Clientificas (Jefe Dr. A. 1. Mitta) C. N. B. A.

Para abrir el tubo, éste fué colocado en posicién vertical y se
utiliz6 una sierra para ampollas de vidrio; el contenido fué volecado
dentro de un balén pequeno al que también se incorporaron los lava-
dos hechos con benceno en la ampolla original; la evaporacion del
benceno se hizo de inmediato bajo campana, haciendo burbujear sua-
vemente N sobre la superficie de la solucién, que fué calentada a
50°C en bafio de agua (2).



Tf:CNICAS UTILIZADAS EN LA APLICACION DE UN HERBICIDA 111

Provisien de ™

Tobo de Goma

J Acua a soe°c
A . ¢ .
2,4-D-2ct (Solucicn bencenica)
Fig. 1 — Esquema del sistema de evaporacién empleado.

Seguidamente el acido fué esterificado en la Division Moléculas
Marcadas, que desarroilé la técnica necesaria para ello.

El producto entregado respondié a las siguientes caracteristicas:
132 mg de éster butilico de 2,4-D-2C** (1) correspondientes a 115,1 mg
del 4cido (cantidad completada con producto no marcado o portador)
en 22 ml de butanol; en realidad para esa cantidad de &cido corres-
ponden 144 mg de éster, pero el rendimiento fué aproximadamente
del 92 %, razon por la cual es probable se haya perdido también un
8 % de actividad, quedando para el total del producto obtenido 460
microcuries de los 500 microcuries originales.

En el laboratorio de la Division Aplicaciones Agricolas esta so-
lucién fué concentrada a bafio maria, en un cristalizador de 100 em3,
bajo campana hasta un volumen de 4 cm?® operacion que durd 6
horas. El cristalizador conteniendo la solucién concentrada se cubrid
con tapén de goma y se conservé en el congelador de una heladera
comin; esta solucién se denominari en adelante ‘‘solucion original’’.

(1) Ester: C,H,0LOCH,COOC,H,
Acido: C,H,CLOCH,CO0H
T
Ug—¢ H O
g N | /
c1—0 6—0—0—0-—H
\ / |
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Para la marcha de la experiencia se utilizaron dos emulsiones de
distinta concentracion (‘‘concentrada’ y ‘‘diluida’’) basindose la
primera en el uso de la cantidad promedio de la aplicacién a campo,
en la menor dilucién.

EMULSION CONCENTRADA:

Formulacién a campo = 1,125 1/ha de solucién de éster al 40 %
-~ 80 1 de agua, utilizando méaquinas terrestres.

1,125 1 solucidén de éster al 40 % — 450 ¢ de éster.

Formula de la emulsion radiactiva a partir
de 0.5 em? de solucion original.

0,5 em?® solucién original

0,2 em® Emulsan (emulgente) (2)

0,2 em? Less (solvente) (%)

1 gota de Agrimul N4R (emulgente)

2,2 em?® agua de la canilla

Volumen aproximado de la emulsién radiactiva: 3,1 cm?.
4 cem?® sol. orig. tienen 500 microcuries
0,5 em? sol. orig. tienen 62,5 microcuries
3,1 em?® emulsion tienen 62,5 microcuries
10 lambdas emulsién tienen 0,202 microcuries (*)

10 lambdas corresponden a la menor dosis de aplicacion.

4 em? sol. orig. tienen 0,132 g de éster
0,5 em? sol. orig. tienen 0,0165 g de éster
3,1 em? emulsion tienen 0,0165 g de éster

10 lambdas emulsiéon tienen 53 microgramos de éster.

La emulsion concentrada contiene cada 10 lambdas 0,202
microcuries de actividad y 53 microgramos de éster.
Comparacién con respecto a la formulacién a ecampo:

Aproximadamente 3,1 em® emulsién tienen 0,0165 g éster

Aproximadamente 80 litros emulsién tienen 426 g éster (si-
milar a la cantidad de la formulacién a campo).

2 Alquil Fenoxi polioxietanol aril alquil sulfanato.

(3) Residuo de refineria de aceites minerales.

(4) Comsiderando el rendimiento de la esterificacién (92 9) corresponderia
para 10 lambdas de emulsién 0,186 »C.
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EMULSION DILUIDA:

Fué obtenida duplicando la cantidad de agua y manteniendo
constantes las cantidades de los demdas componentes.

Volumen aproximado de la emulsiéon radiactiva = 5,3 em?.

La emulsion diluida contiene cada 10 lambdas 0,118 microcuries
de actividad (°) y 31 microgramos de éster.

Las cantidades utilizadas en los céleulos precedentes y posterior-
mente en la experiencia, podrian aparecer en lo referente a la acti-
vidad, como tomadas sin ninguna precaucion pero en realidad los
calculos estuvieron supeditados a los antecedentes que al respecto
brindan los trabajos de Yamaguchi y Crafts (3) y de Slife, Key, Ya-
maguchi y Crafts (4) que emplearon dosis tales como 1 a 50 micro-
gramos del producto eon 0.0045 a 0.225 microcuries y 44 microgramos
con 0.248 microcuries respectivamente, aunque hay que hacer la sai-
vedad que los citados autores utilizaron el 24-D en su forma de acido.

TRATAMIENTO DE PLANTAS

Las plantas utilizadas se mantuvieron en inverndculo, puestas en
macetas a las cuales fueron trasplantadas tras su aparicién en condi-
ciones naturales a campo. Hace excepeién de esta circunstancia el caso
de Datura ferox, que fué sembrada directamente en maceta, previa
eliminacion del tegumento de la semilla, razén por la cual cumplié
todo su desarrollo en invernaculo.

Se realizaron treinta aplicaciones de emulsiones en plantas, de
esos tratamientos se seieccionan los seis casos mas representativos para
considerarlos en esta publicacion, incluyéndose los detalles al pié de
cada fotografia de las plantas y la de sus autorradiografias corres-
pondientes,

La aplicacién de las emulsiones radiactivas a las plantas, se efec-
tud utilizando una micropipeta de 10 lambdas para la medicién de
todos los voltimenes empleados. La micropipeta se usé conectada a una
jeringa de 2,5 c¢m?® por un trozo de tubo de goma.

(5) Conmsiderando el rendimiento de la esterificacién (92 %) corresponderian
para 10 lambdas de emulsién diluida 0,109 pC
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Tubo de soma (espesor de pared {5~
~ 2T

Micropipeta ce Q4 Jeringa de 25 cm >

Fig. 2 Esquema de la adaptacién de la jeringa a la micropipeta.

El volumen medido se deposité sobre un trozo circular de papel
higiénico, de 1 em de didmetro, adherido por su borde a la cara an-
terior de una hoja, con el minimo indispensable de vaselina sélida y
tomando la precauciéon de formar un aro uniforme y del menor ancho
posible.

Transcurrido el periodo de tratamiento, las plantas se utilizaron
para efectuar autorradiografias y, en algunos casos, mediciones de
actividad.

A UTORRADIOGRAFIAS

Para la obtencién de las autorradiografias se procedié de la si-
guiente manera: pasado el tiempo asignado al tratamiento, se cosecha-
ron las plantas enteras, se lavaron las raices hasta dejarlas libres de
tierra, se separaron los discos de papel y las hojas tratadas fueron
lavadas con etanol al 80 % con el objeto de eliminar los residuos no
absorbidos del herbicida. En casos de pulverizacién total de la planta
(efectuada con un pequefio ‘‘atomizador de uso médico’’) aquélla fue
sumergida varias veces en una bandeja con etanol 80 % y posterior-
mente lavada con agua.

Las plantas se secaron al aire durante 24 horas y luego, por un
periodo igual, en estufa a 60-T0°C, colocadas en una prensa de made-
ra entre hojas de papel secante. Este tipo de secado puede efectuarse
cuando el periodo de tratamiento es mayor que un dia y la traslacién
y distribucién de la radiactividad no es necesario apreciarla en forma
tan precisa como cuando se estudia solamente penetracién (3).

Los detalles de especie, dosis, periodo de tratamiento, pelicula
utilizada, tiempo de exposicién, revelador y fijador empleados, se in-
cluyen al pié de las fotografias correspondientes. La pelicula radio-
grafica se colocé en contacto directo con el material tratado, sin inter-
poner polietileno; entre la pelicula y la prensa de madera se colocod
papel secante.
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La formulacién de los reveladores y fijadores usados es la si-
guiente :

Revelador ‘‘Kodak’’ D-19b (5) Fijador ‘‘Kodak’’ F-5 (5)
Aguaia 4520 ., . - s st neom s 1.500 em3 Agua .a 50°C ............. 650 ecm3
Elon o metol ............. 6.6 g Hiposulfito de sodio anh. .. 240 g
Sulfito de sodio ........... 216.0 g Sulfito de sodio anh. ....... 15 g
(eristal 432 g) Acido acético al 28 % ...... 48 cm3
Hidroquinona ;... .. .. - 26.0 g Agide BOTICO: /o7 sommw s 75 g
Carbonato de sodio ........ 1440 g Alumbre de potasio ........ 15 g
(eristal 390 g) Agual hagta Lo ee i ees 1.000 em3
Bromuro de potasio ........ 120 g
Agua hasta ............c.. 3.000 em3
Revelador “‘ Argen’’ R-14 (6) Fijador ‘“ Argen’’ F-11 (6)
Agua a 45-50°C ............ 600 em3 Agua a 45-50°C .......... 600 cm3
NBSEOLIL. oy« Fave amned o loidloth o 3.0 g Hiposulfito de sodio anh. .. 255 g
Sulfito de sodio anh. ....... 50.0 g Si es cristalino: 400 g. ....
Hidroquinona .............. 9.0 g Sulfito de sodio anh. ...... 36 g
Carbonato de sodio anh. .... 50.0 g Acido acético glacial ...... 14 cm3
Bromuro de potasio ........ 3.0 g Acido boérico eristalizado ... 10 g
Agua hastay oo s vmmes o 1.000 ¢m3  Alumbre de potasio ....... 20 g
Agug -hagha' L. S saknas 1.000 em3

Seis fotografias de plantas tratadas y las de sus correspondientes
autorradiografias, que representan a los casos més tipicos entre los
tratamientos realizados, se incluyen en las paginas siguientes.

MEDICIONES DE ACTIVIDAD

Esta parte del trabajo, se desarrolla mas que con el objeto de
expresar una cuantificaciéon exacta de la magnitud de distribucién
de la radiactividad del producto en la planta (4) (11), para sefialar
las dificultades con que tropezaron los autores en su intento de estu-
diar la posibilidad de efectuarla (°).

Tratdndose de medir la actividad de un emisor beta débil (C*:
0,155 Mev) fué necesario primeramente considerar la preparacién de
una curva de autoabsorcién; ésta permite corregir la influencia del
espesor (mg/cm?) de las muestras en las mediciones de actividad.

(6) En el presente trabajo se menciona frecuentemente la distribucién de la
radiactividad del producto y mo del producto en si, esto debido a los antecedentes
bibliograficos que sefialan la metabolizacion del herbicida hacia otros compues-
tos que quedan ‘‘marcados’’ (4) (11).
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CURVA DE AUTOABSORCION

La autoabsorcién impide la obtencion de los datos reales de acti-
vidad disminuyéndolos y para lograr aquellos se precisa disponer de
los factores de correccidon que deben basarse en datos cuantitativos y
que se obtienen mediante la realizacion de una curva de autoabsor-
c¢ion (7). En el caso del presente trabajo, ésta se efectud de la siguien-
te manera: 0,5 em?® ‘‘solucion original’’ se llevaron a 3,1 em® con
butanol, respetando la concentracion de la emulsion concentrada, pero
no empleando ésta por no poder lograrse una geometria satisfactoria,
va que al secar la emulsion el residuo no es uniforme (quedando varias
zonas aisladas) y ademas, salvo condiciones muy extremas de secado,
conserva restos de humedad.

De la solucion, se utilizé para todos los puntos de la curva el mis-
mo volumen (10 lambdas — 0,202 microcuries) y empleando masas
portadoras crecientes desde 0 hasta 64 mg/cm? (7).

La curva de autoabsorcion se realiz6 en base a seis determinacio-
nes de actividad, segtin Cuadro 1.

CUADRO 1

Masa y espesor de las muestras correspondientes a la curva de autoabsoreidén.

MASA (%)

MUESTRA ig mg/em2 (*¥)
0 (***) o Lt
1 228 6
2 60.8 16
3 121.6 32
4 182.4 48
5 243.2 G4

(*) La masa estuvo constituida por material molido de planta de quinoa
previamente secada.

(**) El material se eolocé en cazoletas de acero inoxidable de 2 em. de did-
metro interno (superficie de la base: 3.8 em2) y una altura de 9 mm.

(***) La muestra 0, considerada practicamente sin masa, se obtuvo evapo-
rando en la cazoleta de acero inoxidable 10 lambdas de la solucién butilica. La
micropipeta con la que se midi6 el volumen, fue lavada sobre la cazoleta, con
0.5 em3 de butanol 3

(7) Considerando el rendimiento del 92 9, corresponden 0,186 uC.
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Las 10 lambdas de la solucién butilica del herbicida, se incorpo-
raron al material contenido en las cazoletas utilizando una micropipe-
ta, la cual finalmente se lavé sobre aquellas con 0,5 em3 de butanol.
La suspension (material molido + solucién activa -+ butanol) se ho-
mogeneizé agitando eircularmente las cazoletas, a mano, secAndose fi-
nalmente en estufa a 46 - 47°C durante 414 horas.

El contaje de las cazoletas se realizé6 con un tubo Geiger-Miiller
T. G. C. -2 (Tracerlab) con ventana de mica de 1,8 mg/em? de espesor
v escalimetro C. N. E. A. Antes de colocarlas bajo el tubo, las cazole-
tas fueron cubiertas con un fino papel de aluminio, debido al problema
a que se hara referencia mas adelante. Esta caracteristica y el mismo
equipo fueron utilizados en todas las mediciones de actividad que figu-
ran en el presente trabajo.

CUADRO 2
Datos de actividad obtenidos para preparar la curva de autoabsorcién.
|

MUESTRA | ‘%’I}ﬂ\%‘%g (ﬁ?R ];5;:36(10‘;
0 11.057 1
1 6.658 0.6
2 5.086 0.46
3 3.714 0.34
4 3.019 0.27
5 2.444 | 0.22

(29 No se efectué correecién motivada por pérdida por coincidencia, por tra-
tarse de un relativamente bajo nimero de cuentas por minuto, que sélo en el
caso de masa cero excede de 10.000.

(**) N = Actividad observada con la masa correspondiente para ecada cazo-
leta (ver cuadro 1) y No = Actividad observada para la muestra sin masa.

Las relaciones N/N; son elevadas con respecto a las obtenidas por
J. R. Corbett y Ch. S. Miller (8) con otro material (semilla de algo-
donero) y también con respecto a las que se pueden esperar tedrica-
mente: en C'* alrededor de 6 mg/cm? de muestra causan una reduc-
cién del 50 % de la actividad (7).

Los datos obtenidos en esta experiencia se vieron afectados por
el secado de las muestras, que ocasioné una pérdida de actividad que
resulté mayor en los casos de menor masa y por lo tanto influyé prin-
cipalmente sobre la muestra sin masa. Esta circunstancia fué compro-
bada aplicando 1 hora suplementaria de secado (en estufa a 46-47°C)
a muestras de la curva de autoabsorcién que ya habian sido secadas las
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Fig. 6 Curva de autoabsorcién.

414 horas a 46-47°C que se adoptaron como norma para todas las
muestras de la experiencia.

Hay que senalar, que entre la medicion de actividad de las mues-
tras tras el secado de 414 horas y el secado suplementario de 1 hora,
transcurrieron 17 horas durante las cuales las cazoletas se dejaron
en el laboratorio cubiertas con vidrio. Como en estas condiciones las
pérdidas de actividad que se registraron fueron muy pequeflas, la
disminueciéon de que se deja constancia en el Cuadro 3 es atribuible
pricticamente en su totalidad al nuevo periodo que pasaron las mues-
tras en la estufa.

CUADRO 3

Pérdidas de actividad de las muestras por secado suplementario de una hora
en estufa a 46-47°C.

Espesor Primer Segundo Disminucis
: g isminueién
muestra contaje contaje %
mg/em?2 cpm cpm L
0 11.057 9.567 13.5
6 6.658 6.384 4.1
16 5.086 4.932 3.0
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El Cuadro 3 d& una idea clara de la influencia del secado, atn
a baja temperatura y al ser afectada en mayor grado la muestra sin
masa, quedaria explicado el hecho de que hayan resultado altas las
relaciones N/N, que se obtuvieron para la curva de autoabsorcién.

El Cuadro 4 demuestra la influencia de la temperatura elevada
durante el secado, ocasionando pérdidas de actividad verdaderamente
drasticas, que determinaron la exclusién de métodos de secado con
esa caracteristica en la realizacion de la curva de autoabsorcién y
posteriormente para toda otra medicién.

CUADRO 4

Pérdidas de actividad de las muestras por secado suplementario con limpara
infrarroja (200°C durante 30 minutos).

Seeada a estufa: Poster_lm: secado con lzm)-
46-47°C (41, 1 para infrarroja. Aproxim.
-47°C (4% b) £00°C durante 30 minutos

MUESTRA

20 lambdas. Sin 8.926 epm (*) 40 epm

Emulsiéon  concent. l l
agregados l

Emulsiéon  concent.
20 lambdas + 0,5
ml butanol i

11.942 c¢pm 148 epm

(*) Nétese que la actividad de 20 lambdas de emulsién en este cuadro, es
menor que la de 10 lambdas de solucién del cuadro 3; la emulsiéon queda mal
distribuida y mno seca totalmente a 46-47°C.

Concretando, en las muestras en que hubo incorporaciéon de com-
puesto activo y solvente se produjo pérdida de actividad durante el
calentamiento, la que fué provocada por la volatilidad del éster y mag-
nificada por la elevacion de la temperatura.

De acuerdo con lo ocurrido en la presente experiencia y habiendo
procedido tanto para la curva de autoabsorcién como para las muestras
de las plantas con un mismo tiempo y temperatura de secado, pero
existiendo influencia de la masa de la muestra en la magnitud de la
pérdida de actividad, hay que considerar a la curva de autoabsorcién
incluida como una referencia basica aproximada a la realidad, pero no
totalmente exacta. Queda todavia por agregar a lo citado que al secar
las muestras se aprecié cierto ascenso de liquido por las paredes de la
cazoleta que se manifesté finalmente en un residuo seco (visiblemen-
te clorofila).
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CURVA DE CALIBRACION

En estudios biolégicos, generalmente resulta de suma convenien-
cia la valoracién de la cantidad de radiactividad de las muestras, ex-
presada en porcentaje de la cantidad incorporada originalmente en el
sistema biolégico. (7) Hsto se puede hacer recurriendo a la construc-
cion de una curva de calibracién, en la cual se considera un rango de
contaje que cubra el que se logra en las mediciones efectuadas.

Los puntos que permiten el trazado de esta curva se obtienen con
preparaciones de igual masa, a las cuales se incorporan una serie de
diluciones de la muestra original (en nuestro caso ésta, o sea la emul-
sion concentrada, estd sustituida por una solucién butilica de equi-
valente concentracién del producto) teniéndose asi distintos poreenta-
jes conocidos de la misma.

Los puntos de la curva se preparan de manera que se obtenga
igual geometria que en las muestras biolégicas de la experiencia, sien-
do también iguales a las de la curva de autoabsorcion que hay que
utilizar como correccién, si las muestras de la curva de calibracién
v las de la experiencia tienen una masa apreciable como es en nuestro
caso.

Para la curva de calibraciéon la masa del material vegetal (qui-
noa molida) fue constante: 60,8 mg colocados en las cazoletas de acero
inoxidable va citadas, dando un espesor de 16 mg/cm® La serie de
diluciones (tres puntos) se obtuvo de la siguiente manera:

Se preparé una solucién madre con 20 lambdas de la solucién
butilica de concentracién igual a la emulsién concentrada y se llevd
a 2 em3 con butanol tomandose:

Para punto N°1 : 0,1 em? (1 lambda)
Para punto N° 2 : 0,25 em?® (2,5 lambdas)

Para punto N° 3 : 0,5 cem?® (5 lambdas)

En la preparacion de las muestras estos volGimenes se agregaron
a las cazoletas completados a 1 em? con butanol, procediéndose luego
al secado de la muestra a 46-47°C en estufa durante 414 horas. Los
resultados de medicién de actividad obtenidos y la curva que de ellog
deriva se incluyen en el Cuadro 5.
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CUADRO 5

Datos de actividad corregidos por autoabsoreién correspondientes a la curva
de calibracion.

corﬁgnil 188 Céleulo de los datos
Dosis (*) cpm 588 de la eolumna
por autoab- anterior. (**)
soreidn ‘ :

1 lambda i}
] 480 1043 480 . ———

(3:3 (70) 0,-46

2,5 lambdas 1
apis 1200 2609 1200 . ———
(8,25 %) 0,46

5 lambdas o - o .
L 2582 5613 2582, ———

(16,5 %) 0,46

(*) Para expresar los poreentajes se consideré una aplicacién a una planta,
de una dosis de 30 lambdas de emulsién concentrada.

(**) Corresponde para 16 mg/em2 de espesor de la muestra, una relacién
N/No de 046 segin datos de cuadros 1 y 2. Todas las muestras se prepararon
con una masa de 60,8 mg de quinoa molida, peso que se mantuvo pricticamente
invariable luego de los tratamientos posteriores.

Cantidad
de actividad
N dasis

35 |

30 4

20

15

i0 1

A " + L i

41000 3800 ~ 5000 7000 9200 i m;oo pm

Fig. 7 Curva de calibraeion.
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Con respecto a la exactitud en la obtencién de la curva de cali-
bracién, caben citar los mismos reparos que para la curva de autoab-
sorcién exceptuando, desde el punto de vista del valor comparativo
entre sus puntos, la influencia de la masa de la muestra ya que fué
igual en todos los casos. Pero por otra parte existi6 el problema de
las distintas cantidades de actividad, por lo que podria quedar en pie
la posibilidad de pérdidas en forma no proporcional.

Pero dejando de lado estas consideraciones, el grafico de la curva
de calibracion estd indicando practicamente una funcién lineal y re-
sulta muy aceptable para aplicar a la interpretacion de datos de acti-
vidad de una prueba biolégica donde otros factores pueden ser origen
de errores mas serios.

INTERPRETACION DE LAS MEDICIONES DE ACTIVIDAD

La limitada cantidad del herbicida marcado no permitié la reali-
zacién de un crecido namero de tratamientos con el objeto de efectuar

CUADRO 6

Datos de actividad registrados en la planta de quinoa. Tratamiento: 3 hojas
(tereip superior, medio e inferior) tratadas con 10 lambdas de emulsién concen-
trada eada una.

: stie: . 1 epm netas
Caracteristicas de la ep 30' (%) cpm (descontando
muestra el fondo)

1) Tercio superior de la plan-
ta. 60,8 mg mat. seco mo-
lido, 710 mg. totales 2280 76 35
0,25 em3 butanol; secado
46-47°C 4% horas

2) Tereio medio 60,8 mg de
1180 mg; butanol y seca- 2100 70 29
do idem.

(S}
~

Tereio inferior (con raiz).
60,8 mg, de 1060 mg, bu- 2340 78 37
tanol y secado idem.

4) Tres hojas tratadas. 60,8
mg de 75 mg; butanol y 24810 827 786
secado idem.

Fondo L 1230 (*, | 41 \ —

(*) Como en todas las mediciones de actividad, se usaron como continentes
de las muestras, cazoletas de acero inoxidable de las medidas citadas en cuadro 1
interponiendo papel de aluminio como se expresara anteriormente.

(**) El fondo se elevd de 20 a 41 cpm como consecuencia de mediciones an-
teriores efectuadas sin interposicién del papel de aluminio, lo que indicaria con-
taminacién del tubo producida por volatilizacién de la muestra. Esta circunstancia
debe tomarse- como seria advertencia .para preservar el correcto funcionamiento
del tubo; desde la aplicacién del papel de alumnio el fondo permanecié estable.
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contajes en el material vegetal; de manera que a sélo efecto ilustrativo
se incluyen los datos correspondientes a un tratamiento efectuado en
una planta de quinoa de 30 em de altura, con 30 lambdas de emulsién
concentrada, que se apiicaron en tres hojas (del tercio superior, me-
dio e inferior). El tratamiento duré 5 dias y puede considerarse re-
presentativo desde el punto de vista de una limitada distribucién de
la actividad en la planta, y el bajo ntmero de cuentas registrado
que fué caracteristica de todas las mediciones efectuadas sobre otros
tratamientos.

Tratdndose de un caso en el cual el contaje del fondo y de las
muestras no difieren grandemente, se hace necesario tener la certeza
de que las muestras tienen realmente actividad. Esto puede determi-
narse hallando primeramente la desviacion standard segtn la férmula
que corresponde para el caso en que nos hallamos:

/ R( + be) Rb
/ S o o
Spe = %= ; " ©);
s + bg t
(s + bg) S
Sgrs = Desviacién standard del contaje neto de la muestra por unidad

de tiempo.

Res + vey = Contaje grosero de la muestra (incluido fondo) por unidad
de tiempo.

tis + ey = Tiempo de contaje de la muestra méas fondo.

Ry, = Fondo por unidad de tiempo.

tye = Tiempo de contaje del fondo.

Teniendo en cuenta la siguiente regla prictica general, puede
considerarse con seguridad que las muestras N° 1), 2) y 3) tienen
realmente actividad: ‘‘Si las cuentas netas de la muestra son mayores
" que dos veces la desviacién standard, se puede creer, con cierta re-
“’serva, que un efecto ha sido observado. Si el efecto es tal que el
"’ contaje neto de la muestra es mayor que tres veces la desviacién
“standard puede darse por establecido que la muestra tiene actividad,
“’ya que la probabilidad del efecto debido a las fluctuaciones del fondo
es de 0,3 %7 (9).

CUADRO 7
Comprobacién estadistiea de actividad en las muestras.
Muestra N° ’ Comparacién de epm netas con S Rs
1 | 35 mayor que 591 (3 x 1,97)
2 | 29 mayor que 5,76 (3 X 1,92)

3 | 37 mayor que 5,97 (3 X 1,99)
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CUADRO 8

Caleulo de los porcentajes de C14 en 2, 4-D-2C 14 y en compuestos desconoci-
dos, localizades en la planta, en funcién de la curva de calibracién y de auto-
absorcién obtenidas.

Gcg)gl ﬁ:lg CPm COTTE™ | o referi- concenfraeion
’ i g ‘ : % A
Partle (le la (16 mg/ i?tlg:b-r;)oorr das a peso dgcsisde(*]?) de la activi-
plalra em2) de ey S total dad (***)
cion (*)
mat. seco
Reizio 35 76 388 25
superior
Kereio 29 63 1233 3,6 1,19
medio
Lereip 37 80 1395 4,0
inferior
Hojas naa =0 2108 T o 9
trkndon 786 1709 2108 6,2 28,11
Total localizade en la planta .. .cteeicos s e, s s 16,3

(*) Relaciébn N/N, — 0,46, dato cuadro 2.
(**) Datos obtenidos de la curva de calibracién (Fic. 7).
(***) Expresada en cpm/mg material seco.

El 83,7 % restante de la dosis aplicada estd representado por lo
que ha quedado absorbide en los papeles, lo que no fué absorbido por
las hojas (se eliminé por lavado con etanol 80 %), metabolizado a
C1*0, (4) y toda pérdida que eventualmente pudo haberse producido.

Se tiene la comprobacion de que en los papeles quedd producto
activo absorbido en forma apreciable pués se determindé un total de
1668 cpm (suma de las determinaciones de los tres papeles, cada papel
se colocd directamente en el fondo de una cazoleta) que no son com-
parables para determinar porcentaje de la dosis, por tratarse de di-
ferente geometria que las muestras.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Las autorradiografias muestran en general y sin distingos entre
las dosis, distribucién de la actividad limitada a los tejidos de condue-
cién y es muy poca o inexistente en las raices. La movilidad es asimis-
mo bastante reducida adentro de la hoja tratada, pués cuando ésta fué
de cierto tamafio contrasta visiblemente el tono oscuro de los circulos
de aplicacién con el de las zonas algo alejadas (autorradiografia b,
Big. 57,
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En la distribucion de la actividad hay influencia de la especie
tratada ya que en la planta de Datura ferox (autorradiografia b,
Fig. 5), pese a que también es limitada, es mayor que en las plantas
de quinoa.

Todas las dosis empleadas, 10-100 lambdas de emulsién concen-
trada o diluida, han sido eficaces para promover la obtencién de au-
torradiografias pero son discutibles desde el punto de vista de las
mediciones de actividad y practicamente inocuas para la observacién
de efectos en las plantas, ya que s6lo con las dosis mayores pudieron
observarse encorvamientos del tallo en las zonas proximas a las de
aplicacion del producto. Desde luego, no hubo casos de muerte de plan-
tas salvo al pulverizar totalmente en Cyperus spp. (autorradiografia
b, Fig. 5) donde la parte aérea se secé totalmente.

La preparacion de las muestras para mediciones de actividad y
los contajes en si ofrecieron dificultades, observindose deficiencias
que ya han sido sefialadas, pero aun asi, la aproximacién que se ha
realizado en la determinacién del porcentaje total de la dosis locali-
zado en la planta, concuerda aceptablemente con algunos anteceden-
tes bibliogréaficos, aunque éstos no se refieren a mediciones directas
del material vegetal. (10).

Se habla de aproximacién y con reservas porqué hubo inconve-
nientes en la obtencién de las curvas de autoabsorcién y calibracion.
Sin embargo hay un punto, el que corresponde al nivel de 10 lambdas
en ambas curvas, para el cual la diferencia es practicamente inexis-
tente (3 %).

Son favorables dos confirmaciones entre lo que muestran las au-
torradiografias y lo que indican los contajes obtenidos: distribucién
de una reducida cantidad de radioisétopo, representada por bajo nf-
mero de cuentas y la concentracién de la actividad en la hoja tratada
con respecto al resto de la planta, que explica porqué la zona de la
aplicacién es muy nitida en las autorradiografias.

CONCLUSIONES

1 — Aun las dosis minimas utilizadas (0,118 microcuries de acti-
vidad y 31 microgramos de éster para la emulsién diluida y 0,202 mi-
crocuries y 53 microgramos para la emulsiéon concentrada (%) resul-
taron apropiadas para la obtencién de autorradiografias.

(8) Considerando un rendimiento de 929% en la esterificacién las dosis mi-
nimas que se utilizaron corresponderian a 0,109 microcuries y 0,186 microcuries.
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2 — La téenica de aplicacién de las emulsiones sobre papel higié-
nico no es conveniente, pues hay una sensible absorcion por el mismo.

3 — Las emulsiones contintian manteniendo su eficacia como
trazadoras tiempo después de preparadas (con seguridad 10 dias).

4 — La cantidad de radioisétopo que se distribuyé en la planta
luego de la aplicacién con micropipeta fué siempre pequefia aunque
dentro de estos rangos varié con la especie.

5 — El caso de pulverizacién total sobre planta de Cyperus spp
(la autorradiografia dia una imagen de toda la planta) indica que
en ese caso la penetracion ocurrié en todo lugar donde lleg6 el her-
bicida. L.a muerte que sobrevino de la parte aérea de la planta, podria
ser atribuida a una total afectacion de aquélla, lo que no ocurre en
casos de tratamientos locales.

6 — Para las mediciones de actividad, la comodidad y precision
en el trabajo quedan supeditadas a un aumento conveniente de la
actividad especifica del producto y/o a la utilizacion de equipos mas
apropiados para la medicion de CH.

7 — En la curva de calibracion, curva de autoabsorcion y en las
muestras de plantas, el método de secado previo al contaje utilizando
lampara infrarroja, resulté muy inapropiado. La téenica més conve-
niente entre las ensayadas fué la de secado en estufa a 46-47°C du-
rante 416 horas y se considera asi no por resultar inobjetable sino por
ser la que, secando el material, produjo la menor reduccion de ac-
tividad.

8 — Utilizando tubo Geiger Miiller para las mediciones debe tener-
se en cuenta la posibilidad de contaminacién del tubo si se han em-
pleado solventes y tomar alguna precauciéon para preservarlo (en
nuestro caso se cubrié la cazoleta con un delgado papel de aluminio).

9 — La determinaciéon del porcentaje de la dosis (cantidad de ra-
diactividad) localizado en la planta da cifras bajas (16,3 %) en re-
lacién a la dosis total aplicada.
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