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Resumen.

En Calvillo, Aguascalientes, México, existe preocupacién especial por los
pesticidas debido a su uso intenso en la produccion de guayaba, éste tema tiene muchas
areas de estudio, algunas tratadas en este trabajo, cuyo primer objetivo fue evaluar el
efecto de los pesticidas (Cipermetrina, Faena® y Malation) en especies zooplanctonicas
nativas: Alona cf. guttata (claddcero) y Lecane papuana (rotifero). Se realizaron pruebas
de toxicidad aguda y cronica, se evaluaron CL50 y parametros poblacionales. Los
resultados de las pruebas agudas mostraron que A. guttata fue mas sensible al Malation
(CL50 = 5.26x10° mg/L) en concentraciones encontradas en ambientes naturales. L.
papuana fue mas sensible a Faena® (CL50 = 19.89 mg/L). El crecimiento somatico de
A. guttata se inhibio por la exposicién crénica a Cipermetrina. Ademas, la Cipermetrina
y Faena® ejercercieron efectos endocrinos sobre A. guttata. También, la exposicion
cronica al Malation disminuyé significativamente la supervivencia de A. guttata.
Finalmente, L. papuana se vio afectada cronicamente por los tres pesticidas. EIl segundo
objetivo fue evaluar residualidad de los pesticidas (Captan, Carbofuran, Cipermetrina,
Malation, Metalaxil y Paratién Metilico) en huertos de guayaba de Calvillo, midiendo su
distribucién en fruta y suelo asi como su degradacion en 10 dias; se propuso la
implementacion y/o modificacion de Limites Maximos de Residuales (LMR)
internacionales de guayaba. Los resultados mostraron la presencia de residuos de
pesticidas 10 dias después de la aplicacion; en guayaba fueron Carbofuran, Metalaxil,
Malation y Paration Metilico; en suelo fueron Carbofuran, Metalaxil, Malation y Captan;
la vida media de cada pesticida fue evaluada. Las concentraciones de algunos pesticidas
encontrados a los 10 dias en guayaba superan los LMR internacionales, otros no existen.
La comparacion de las concentraciones de pesticidas encontradas en este estudio con
otros autores indico que algunas frutas se cosechan en periodos inadecuados. Ademas, se
evalu6 la posibilidad de que las concentraciones en el suelo 10 dias después de la
aplicacion, puedan causar dafios a la biota terrestre y acuatica. Finalmente se realizd una
comparacion entre dos técnicas de extraccion de pesticidas: Répida, Facil, Barata,
Efectiva, Robusta y Segura (QUEChERS, por sus siglas en inglés) y Microextraccién en
Fase Sdlida (SPME, por sus siglas en inglés), ambas utilizando Cromatografia de Gases

acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS), siendo aparentemente mejor SPME.



Abstract.

In Calvillo, Aguascalientes, Mexico, is a special concern about pesticides because
of their intensive use on guava production, this issue has many important study areas
treated in this work whose first aim was to assess the effect of pesticides on indigenous
freshwater species: Alona cf. guttata (cladoceran) and Lecane papuana (rotifer). Acute
and chronic toxicity tests were carried out, LC50 and poblational parameters were
evaluated. The results of the acute toxicity tests showed that A. guttata was more sensitive
to Malathion (LC50 = 5.26 x 10~® mg/L) at concentrations found in natural environments,
whereas L. papuana was more sensitive to Faena® (LC50 = 19.89 mg/L). The somatic
growth of A. guttata was inhibited for the chronic exposure to Cypermethrin. In addition,
Cypermethrin and Faena® seemed to exert endocrine disruptive effects on A. guttata.
Moreover, Malathion chronic exposure significantly decreased the survival of A. guttata.
Finally, L. papuana was affected chronically for the three pesticides. The second aim of
this work was to assess pesticides residuality from agricultural activity into guava
orchards belonging to Calvillo, evaluating the distribution of pesticides in fruit and soil
and their degradation along 10 days; was proposed the implementation and/or
modification of international Maximum Residue Limits (MRLs) mainly from guava.
Results showed the presence of pesticide residues at 10 days after application; in guava
were Carbofuran, Metalaxil, Malathion and Parathion-methyl; in soil were Carbofuran,
Metalaxil, Malathion and Captan; the half-life of each pesticide was evaluated. The
concentrations of some pesticides founded at 10 day in guava are exceeding some
international MRLs and some of them are not even on some lists of MRLs. Comparing
the concentrations found in this study with other studies indicated that some fruits are
picked up at inadequate times. Moreover, we evaluated the possibility that the
concentrations in soil 10 days after application, could cause damage to terrestrial and
aquatic biota. Finally was performed a comparison between two extraction techniques for
pesticides: Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe (QUEChERS) and Solid
Phase Micro extraction (SPME), both using Gas Chromatography coupled with Mass
Spectrometry (GC-MS), being SPME apparently better.



1. INTRODUCCION.

1.1 Pesticidas.

Actualmente se ha hecho notoria una exigencia agricola que viene derivada de las
demandas de los consumidores por la necesidad cada vez mas evidente de tener productos
de la mejor calidad y en el mejor estado de conservacion posible, por lo cual los
productores se han visto obligados a utilizar diferentes sustancias quimicas que ayuden a
que sus productos sean del agrado de los consumidores, dichos productos quimicos, entre
otros, son los pesticidas, que en la actualidad son sumamente indispensables para
diferentes finalidades, entre las cuales destacan: eliminar alimafas indeseables, cultivar
en sitios donde es complicado por la presencia de otras plantas, mantener una produccion
constante, incrementar calidad y rendimiento, asi como el periodo de almacenamiento.
(Pérez, 2009).

Existen muchas definiciones para pesticida, una de ellas y en referencia al Codigo
Internacional de Conducta Sobre la Distribucion y Uso de Pesticidas perteneciente a la
Organizacion de Agricultura y Alimentos (FAO, por sus siglas en inglés) (2003), un
pesticida es la sustancia 0 mezcla de sustancias, que ha sido disefiada para destruir,
controlar y prevenir plagas, dentro de las cuales se pueden citar vectores de enfermedades
humanas o animales; especies no deseadas de insectos, plantas o animales que ocasionan
un dafio o que pueden ser capaces de propiciar alteraciones en productos que ya han sido
cosechados, durante su almacenamiento o trasporte e incluso cuando se ponen en venta;
ademas de aquellas alimafias que puedan provocar dafios a productos que no son de

consumo, como la madera o forraje para animales.
1.1.2 Resefia histdrica de Pesticidas.

Las plagas han sido un problema desde tiempos inmemorables, desde el inicio de
la agricultura en el neolitico hasta los egipcios, cuya necesidad por evitar el contacto con
insectos y alimafias los orillé a hacer uso de distintas infusiones y preparados para
poderlos repeler; incluso hasta nuestro tiempo se ha mencionado la quema de ciertas
sustancias para repeler insectos (Pérez, 2009). Existen ciertas similitudes entre los

métodos tradicionales, utilizados a principios de la historia de la humanidad y los



utilizados el milenio pasado, incluso con los hoy en dia vigentes. Se pueden remarcar tres
etapas de la “evolucion” del uso de los pesticidas; En la primera, durante el principio del
siglo X1X, se comenzaron a utilizar bastantes elementos naturales (como el azlfre) que
en si, no tenian una gran accién toxicoldgica sobre las plagas y ademas de ello son
recalcitrantes, actualmente ya su uso es nulo y ademas se vieron sustituidos por sustancias
provenientes de algunos exctractos como los de las flores de pelitre y las piretrinas, cuyas
moléculas se degradan mas facilmente y no son tan persistentes (Pérez, 2009).

Durante la segunda guerra mundial se ubica la segunda etapa de “evolucion” del
uso de pesticidas, en la cual se prohibe el paso de ciertos productos nitrogenados a
Alemania, ya que algunos de ellos eran materia prima que podia servir para la fabricacion
de explosivos; fue entonces cuando Alemania se ve en la necesidad de fabricar sus propias
materias primas, de tal manera que amplia la produccion de amoniaco y con ello la
produccion de distintos derivados, entre ellos los pesticidas, partiendo de éste punto de la
historia se dispara la produccion de los pesticidas mas utilizados durante la segunda mitad

del siglo XX, los organoclorados (Gavrilescu, 2005).

La ultima etapa contintia hasta la actualidad, donde se tienen una gran variedad de
opciones para utilizar como pesticidas, muchos de ellos cuya finalidad inicial era la de
matar soldados durante la guerra y que se siguieron utilizando como pesticidas. Uno de
los principales pesticidas protagonista de esa época fue el DDT (Dicloro-difenil-
tricloroetano) que en 1977 se prohibe por su alta persistencia , bioconcentracion y
biomagnificacién y su permanencia en matrices donde su toxicidad era inminente, ain
después cuarenta afios que fué prohibido su uso, siguieron habiendo hallazgos del mismo
en concentraciones pequefias en diferentes tipos de muestras. Finalmente se comienza la
produccion de grupos de pesticidas ambientalmente més “amigables” y comienzan a
tomar auge las piretrinas y los piretroides, que bajo la investigacion cientifica muestran

menos riesgo a la salud que los mencionados organoclorados (Pérez, 2009).
1.1.3 Clasificacion de los pesticidas.

Existen diferentes clasificaciones sobre las cuales podemos integrar a los
pesticidas, el englobarlos en una sola categoria es algo muy complicado. Podemos hablar

de ellos en cuanto a su mecanismo de accidn o toxicidad, la vida media en el ambiente,



de acuerdo a que tipo de plaga va dirigido, campo de aplicacion etc. Por ejemplo, la
clasificacion de acuerdo al tipo de plaga que va dirigido, podemos mencionar insecticidas,
herbicidas, rodenticidas, molusquicidas, dependiendo del organismo que se quiera atacar
(USEPA, 2017). De acuerdo a la vida media en el ambiente, el pesticida puede ser no
persistente, que es mucho mas facil que se degrade en poco tiempo (de un dia hasta 4
meses), luego siguen los pesticidas considerados moderadamente persistentes (que
pueden durar desde un mes hasta un afio y medio) y finalmente los persistentes cuya
duracion en el ambiente puede ser de mas de veinte afios (Ramirez y Lacasafia, 2001).
Asi pues, podemos limitar la clasificacion Unicamente en funcidn de las caracteristicas
principales que nos conciernan, como son la toxicidad aguda, la vida media, la estructura

quimica y su uso.
1.1.3.1 Clasificacion por su grado de toxicidad.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (WHO, por sus siglas en inglés), en
2010, di6 a conocer la clasificacion de pesticidas de acuerdo a su toxicidad, cuyo principal
parametro fue establecido por medio de las dosis letales medias (DL50), , también puede
ser medido por medio de la concentracion letal media (CL50). Se toman en cuenta
condiciones que pueden estarse refiriendo al ambiente, via de exposicion, estado del

agente toxico entre otras.

Cuadro 1. Clasificacion de los pesticidas recomendada por la OMS (WHO, 2010).

DLsoen ratas (mg/kg de peso del animal)

Via oral Via topica
Clasificacion Sélidos Liquidos Sélidos liquidos
Extremadamente tdxicos <5 <20 <10 <40
Altamente toxicos 5-50 20-200 10-100 40-400
Moderadamente toxicos 50-500 200-2000 100-1000 400-4000
Ligeramente toxicos >500 >2000 >1000 >4000



1.1.3.2 Clasificacion por su vida media.

Por su vida media, los pesticidas se clasifican en permanentes, persistentes,

moderadamente persistentes y no persistentes (Briggs, 1992) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Clasificacion de los pesticidas segin su vida media de efectividad en semanas (Ramirez y

Lacasafa, 2001).

Persistencia

Vida media

Ejemplos

No persistente

Moderadamente persistente

Persistente
Permanentes

De dias hasta 12 semanas

De 1 a 18 meses

De varios meses a 20 afios

Indefinidamente

Malation, Diazinén, Carbarilo,
Diametrin.

Paration, Lannate.

DDT, Aldrin, Dieldrin.
Productos hechos a partir de

mercurio, plomo y arsénico

1.1.3.3 Clasificacion por su estructura quimica.

Existen una gran cantidad de familias de pesticidas que podemos encontrar

clasificados de acuerdo a sus estructuras quimicas, donde en su mayoria se encuentran

compuestos organicos y unos pocos inorganicos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Clasificacion de los pesticidas, segun la familia quimica (Miller, 2002).

Tipo

Ejemplos

Persistencia

Biomagnificable

Insecticidas:
Organoclorados

Organofosforados

Carbamatos

Boténicos

Micro-botanicos

DDT, aldrin, dieldrin, toxafeno,
lindano, clordano, metoxicloro,
mirex.

Malation,

Paration,  diazinon,

TEPP, DDVP, mevingfos.

Aldicarb,
maneb, zineb.

carbarilo, propoxur,
Rotenona, piretrum, pirotroides
sintéticos y rotenoides.

Varias

bacterias, hongos 'y

protozoarios.

Alta (2-15 afios).

Baja a moderada

Si

(1-12  No

semanas) algunos pueden

durar afios.

Baja (dias a semanas).

Baja (dias a semanas).

Baja (dias a semanas).

No

No

No
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Herbicidas:

Quimicos de Atrazina, simazina, y paraquat. Baja (dias a semanas). No
contacto 2,4-D, 2,4,5-T,
Quimicos Silvex diuron, daminosida, alaclor ~ Muy baja (dias a semanas). No
sistematicos y Glifosato
Esterilizantes  del  Trifualin, difenamida, dalapon, Baja (dias) No
suelo butilato.
Fungicidas :
Quimicos varios Captan, pentacorfenol, zeneb, Muy alta (dias). No
bromuro de metilo, bisulfuro de
carbon.
Fumigantes
Quimicos varios Tetracloruro de carbono, Muy alta Si (la mayoria)

dibromuro de etileno, bromuro de

metilo.

1.1.3.3.1 Pesticidas Organoclorados.

Los organoclorados son pesticidas que en gran parte han caido en desuso por
causas multifactoriales, se consideran representativos del DDT, y existen algunos como
el Endosulfan y el Lindano se siguen utilizando en muchas partes del mundo. Son
sustancias altamente lipofilicas y gracias a esta caracteristica son capaces de acumularse
en diversos tejidos. Son compuestos organicos clorados, lo cual los hace tener ciertas
propiedades particulares como su insolubilidad en agua, pero solubles en solventes
organicos, son relativamente estables fisicoquimicamente, por lo tanto se considern
recalcitrantes, lo que puede significar que algunos de éstos compuestos tienen la
capacidad de permanecer en el ambiente por periodos de tiempo largos desde tres hasta
treinta afios (como es el caso del DDT) (Al-Saleh, 1994; OMS, 1990).

1.1.3.3.2 Pesticidas Organofosforados.

La familia de los pesticidas organofosforados (OF), Son sustancias que han sido
sintetizadas en miles de formas para diferentes propositos, todos ellos con un enlace
fosforil o tiofosforil, son ésteres del acido fosforico, fosfonico y fosfinico con variadas

combinaciones, usualmente poseen actividad anti-acetil colinesterasa, algunos de los méas

11



comunmente utilizados como pesticidas son el Malation, Paratién, Diazinon,
Metamidofos, etc. (Gupta, 2011).

1.1.3.3.3 Carbamatos.

Los carbamatos son ésteres del &cido carbdmico, no son tan complejos como los
organofosforados y se consideran mas seguros que éstos, por lo que son mas utilizados
como pesticidas de huertos y jardines y algunos de ellos como drogas terapéuticas en
medicina y veterinaria; usualmente se utilizan como herbicidas y otros como los
derivados del &cido tiocarbamico cuya aplicacion suele ser contra plagas fungicas. Entre
los mas comunes se encuentran el Aldicarb, Carbofuran, Carbarilo, Carbyl, etc. (Gupta,
2011).

1.1.3.3.4 Piretrinas y piretroides.

Este grupo de pesticidas se consideran derivados de la flor del crisantemo, cuyo
polvo contiene del 1 al 3% del principio activo. Existen diferentes tipos, con diferentes
grados de efectividad y selectividad, no se consideran tan toxicas con organismos que no
son blanco. La diferencia entre las piretrinas y los piretroides es que las primeras son
consideradas de origen natural, mientras que los piretroides son sintéticos; en cuanto a su
metabolismo, las piretrinas se metabolizan rapidamente y no son recalcitrantes, mientras
que los piretroides son considerados mas potentes. Ambos tipos son metabolizados de la
misma manera, por medio de reacciones (conjugacion, hidrélisis, etc) que los polarizan
para ser mas facilmente excretables y no se acumulen en tejidos. No son considerados
acumulables tampoco en suelo, ya que a pesar de que se pueden adsorber facilmente en
éste, con el agua se pueden eliminar sin dificultad. Uno de los principales grupos quimicos
de ésta categoria de pesticidas son el alfa-ciano y algunos de los mas comunes son la

Cipermetrina, Permetrina, Fenvalerato, etc. (Ramirez y Lacasafia, 2001).
1.1.4 Contaminacién por pesticidas.

La contaminacion es un tema de controversia actual, ya que involucra todo tipo de
sustancias que son de uso comin en la vida diaria, parte de éstas sustancias son los

pesticidas, los cuales como hemos mencionado se encuentran clasificados en distintas
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categorias, por lo que dentro de ellos podemos encontrar una gran cantidad de
componentes organicos que pueden ser de peligro para el ambiente, a pesar de que
muchos de ellos han sido disefiados para ser selectivos, nada nos puede asegurar que lo
sean al 100%, trayendo como consecuencias distintos problemas, como efectos
indeseados en especies no blanco, ademas de generarse resistencia en ciertos organismos
y la residualidad en el ambiente que conlleva a contaminacion de diversas matrices como

agua, suelo y aire (Sato et al., 2004).

El humano se puede ver afectado de diversas maneras, la mas comin por la
exposicion directa a éstas sustancias, lo cual puede ocurrir en la aplicacion directa sobre
los cultivos o durante las actividades post cosecha sobre los frutos, es decir, en su
transporte, almacenaje y consumo; aunado a esto pueden estar afectando fauna o flora
que sirve de consumo humano; también es bien sabido que los pesticidas no
necesariamente permanecen en los sitios de aplicacion, sino que pueden ser trasladados a

otros puntos por el viento (Bouguerra, 1988).

El ejemplo mayormente conocido de pesticidas recalcitrantes es el de los
organoclorados, cuya persistencia en el ambiente puede ser de hasta 30 afios. Su estructura
quimica los hace muy estables y resistentes a cambios tanto fisicos como quimicos; éste
favorecimiento por permanecer en el ambiente los hace mas facilmente incorporables a

cadenas troficas y su subsecuente bioacumulacion y biomagnificacion. (Tuormaa, 1995).

Un ambiente puede verse afectado de diversas maneras al ser contaminado, lo cual
ocurre por aplicacion directa y arrastre de aire o agua, ademas de las posibles lixiviaciones
y el lavado de material que se utiliza para la aplicacion de los pesticidas, dejando
contaminacién en diversas matrices (agua, suelo, aire, frutos, hojas etc.); cuando se ve
alterado el equilibrio de éstas matrices, se pueden evidenciar distintos escenarios que son
producto de los efectos negativos de la contaminacién, como el dafio sobre las cadenas
troficas por la eliminacion de o decremento de ciertos organismos que son considerados
plagas y que sin embargo son parte fundamental en la cadena, como consumidores de
detritus organico o como parte de algun ciclo biogeoquimico siendo vitales en el
ambiente. Si es eliminada alguna especie, puede conllevar ademas a efectos como el
desarrollo de otras especies que se consideran “enemigas” de las primeras provocando

entonces mas efectos que llevan a alteraciones en el equilibrio normal del ambiente. Lo
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anterior mencionado puede desencadenar en un ciclo que tras repetirse varias veces puede
conllevar a incrementar los efectos indeseados en el ambiente. ElI hecho de que un
pesticida permanezca en una concentracion constante en el ambiente puede favorecer la
contaminacién de vegetales, suelos, animales (que pueden formar parte de una cadena de
biomagnificacion) e incluso el agua, todo esto reforzando el ciclo (Tuormaa, 1995; Rea,

1996; Clement et al., 1999). La figura 1 resume el movimiento de los pesticidas en el

ambiente.
Volatilizacidn, accidn del viento Volatilizacion, accidn del viento
AIRE
Polvo, lluvia Polvo, lluvia
, | PLAGUICIDA |
Derrames, aplicacion directa | — | Derrames, lavado de tanques y
contenedores, etc.
Cultivos, -
arboles Vertebrados »/ Humanos
Aguas
Invertebrados Alimento esiduales
L > K I L h

Plancton 4 \ l 4 Agua
N

%

Escorrentia
SUELO l !
LixwiaN Invertebrados acuaticos ————————yp Paces \

Sedimentos

Figura 1. Movimiento de los pesticidas en el ambiente (Gavrilescu, 2005).

Un pesticida no es utilizado en cuanto se fabrica, por muy efectivo que sea, debe
de pasar una bateria de pruebas que demuestren que es inocuo tanto para el ambiente
como para organismos vivos (diversos animales vertebrados e invertebrados). Debido a
que tanto los productos que se aplican como pesticidas y sus respectivos productos de
degradacion de los mismos pudieran estar presentes de manera residual en los productos
de cosecha, los paises han emitido niveles maximos permisibles de éstos por cada
producto de cosecha y es tarea de entidades gubernamentales hacerlo. Sin embargo

cuando no existe conocimiento por parte de los productores de la peligrosidad del mal
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uso de los pesticidas, éstos se convierten en un riesgo inminente para los humanos y el
ambiente en general (Guerrero, 2003), sobre todo cuando los pesticidas utilizados no son
permitidos por las entidades respectivas como el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad
y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) o no incluidos en los catalogos de la Comision
Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de Pesticidas y Sustancias Téxicas.
(CICOPLAFEST).

Por tanto, es muy preocupante que los pesticidas que quedan como residuos en
los alimentos afecten de manera crénica la salud humana y en los casos mas extremos de
forma aguda (Camino-Séanchez et al., 2011); claramente la exposicion y las dosis haran
que haya variacion en cuanto a los efectos, tanto en el tiempo en el que se presentan como
en su intensidad y el tipo de sintomatologia, pudiendo tener desde neuropatias retardadas
(Saunders y Harper, 1994; Repetto, 1995) hasta desregulacion de las hormonas re-
productivas (reduccion significativa en los niveles de testosterona libre), reportadas por
Ayotte et al. (2001) y De Jager et al. (2006).

1.1.4.1 Iniciativas contra la contaminacion.

En la década de 1960, fue publicado el libro “La primavera silenciosa”, producto
del trabajo de Rachel Carson, donde se argumentaba que el pesticida DDT, se encontraba
afectando la salud de organismos vivos y que ademas estaba ligado a céanceres y
mutaciones genéticas, esto debido a los afios de uso del mismo y su lenta degradacion en
el ambiente, éste trabajo fue pionero y revolucionario en su tipo, ya que muy pocas
personas se habian preocupado por el bienestar ambiental. Ante tales declaraciones, las
compafiias productoras de sustancias quimicas emitieron en respuesta publicidad
amafiada, donde argumentaban que la suspension del uso del pesticida desencadenaria un
incremento en enfermedades causadas por proliferacion de insectos y alimafas, sin
embargo el gobierno norteamericano asesorado por un comité cientifico logra corroborar
lo que Carson encontrd, lo que termind en la prohibicion del uso del DDT en USA (Garza-
Ledn y Medina-Ramirez, 2010).
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1.1.5 Situacion de los pesticidas en México.

En México se han usado pesticidas agricolas desde fines del Siglo XI1X. Hasta
mediados del siglo pasado se utilizaban cerca de 40 compuestos de tipo botanico o
inorganico, entre éstos, arseniato de plomo, aceto-arseniato de cobre (Verde de Paris) y
una mezcla de sulfato de cobre y cal conocida como Caldo Bordelés (Albert, 2004).
Actualmente se emplean 260 marcas de productos quimicos de las cuales 24 estan
prohibidas y 13 restringidas, siendo las principales causas de intoxicacion debido a las
deficientes medidas de control y prevision (De Lira et al., 2016); sobre esto, Albert (2004)
menciona un mayor uso de los herbicidas (Paraquat, Glifosato), seguidos de insecticidas
(organofosforados: Paration Metilico, Metamidofos, Malatién) y fungicidas (Mancozeb
y Clorotalonil). La importacion, fabricacion, formulacién, comercializacion y uso de los
siguientes pesticidas (Cuadro 4), han sido prohibidos en Meéxico conforme al Diario
Oficial de la Federacion del 3 de enero de 1991.

Cuadro 4. Lista de Pesticidas Prohibidos en México (Diario Oficial de la Federacion, 1991).

Pesticidas Prohibidos

Acetato o propionato de fenil Dialifor Fumisel

Mercurio Dieldrina Kepone/Clordecone
Acido 2,4,5-T Dinoseb MirexMonuron
Aldrina Endrina Nitrofen

Cianofos Erbon Schradan

Cloranil Formotion Triamifos

DBCP Fluoroacetato de sodio (1080)

Existen también pesticidas Autorizados pero cuyo uso ha sido restringido en el
catalogo oficial de pesticidas publicado en el Diario Oficial de la Federacion el 19 de
agosto de 1991 (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Lista de Pesticidas Restringidos en México (Diario Oficial de la Federacidn, 1991).

Pesticidas Restringidos

DDT Mevinfos Quitozeno
BHC Paraquat Dicofo
Aldicarb Pentaclorofenol Forato
Lindano Metoxicloro

Pesticidas autorizados en Mexico y prohibidos en otros paises, se presentan en el
Cuadro 6.

Cuadro 6. Pesticidas autorizados en México y prohibidos en otros paises (Pérez-Olvera et al., 2011).

Pesticidas Autorizados

Alaclor Captan Tridemorph
Methamidophos Oxyfluorfen Maneb
Azinphos methyl Methyl-parathion Methidathion
Monocrotophos Quintozene Captofol
Captan Phosphamidon Mevinphos
Omethoate Paraquat Diuron
Phorate Triazophos Linuron
2,4,D Endosulfan Sulfopros
Kadethrin Carbaryl

Los Limites Maximos de Residuales (LMR) de Pesticidas indican la cantidad
méaxima de residuos de un pesticida en un producto, basandose en estudios de ingesta
diaria promedio de ese alimento y en la toxicidad de ese pesticida en particular (Codex
Alimentarius, 2017).

1.2 Métodos para deteccion pesticidas en diversas matrices.

Para poder determinar si existe una sustancia en particular en alguna matriz
cualquiera, es necesario conocer algunas de las principales caracteristicas de la muestra
para poder elegir de manera adecuada el mejor método para detectarla, en éste caso en

particular, para poder medir la cantidad de un pesticida, es necesario saber de qué tipo de
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pesticida se trata, la matriz que lo contiene (fruto, suelo, agua, etc.), sus propiedades
fisicas y quimicas, etc. Actualmente existen muchos métodos que difieren en sus
principios para detectar sustancias y que sin embargo unos son mejores que otros,
dependiendo de las caracteristicas de la matriz y el analito. Por mencionar algunos,
podemos listar en primera instancia los metodos de extraccion y preconcentracion, los
cuales generalmente van de la mano con técnicas de deteccion mas complejas, es decir
que casi siempre son Utiles, independientemente de la técnica final de deteccion que se
utilice, con ésta metodologia, como su nombre lo dice, se preconcentra el analito y se
separa de la matriz para posteriormente detectarlo y cuantificarlo con alguna otra técnica,
los métodos de extraccion y preconcentracion mas comunes son Extraccion liquido —
liquido, extraccion en fase solida (SPE), Microextraccion en fase sélida (SPME), técnicas
inmunoldgicas, entre otras. Usualmente éstas técnicas de extraccion son un paso previo
para el uso de otra técnica de deteccién y cuantificacion; dentro de las mas utilizadas
podemos citar las técnicas cromatograficas, que son las mayormente utilizadas y que
tienen una gran variedad de opciones, que son aplicables a un gran nimero de moléculas
con diferentes caracteristicas fisicoquimicas, por citar algunas de las més utilizadas: La
Cromatografia de gases (GC) acoplada a espectrometria de masas (MS) es una excelente
técnica con muy buena sensibilidad, sin embargo en muchas ocasiones requiere de la
derivatizacion del analito a determinar. La Cromatografia de liquidos (LC) acoplada a
espectrometria de masas (MS), es una técnica que se puede utilizar para la deteccion de
sustancias polares, sin embargo, con matrices complejas no es muy funcional (Zuehlke et
al., 2004). La Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tandem
(LC-MS/MS) ofrece una buena sensibilidad y mucho mejor selectividad para la
identificacion y cuantificacion de contaminantes que estén presentes en concentraciones

trazas, utilizado ampliamente en la deteccion de pesticidas (Zuehlke et al., 2004).

Ademaés de los métodos antes mencionados, existe toda una bateria de técnicas
que pueden ser aplicadas para la determinacion de pesticidas en diversas muestras, sin
embargo, se han mencionado aquellas que se han utilizado con mayor frecuencia. Cabe
mencionar que muchos autores han preferido métodos cromatograficos como GC/MS,
LC/MS, HPLC, LC-ESI-MS, LC-MS/MS para deteccion de pesticidas y sustancias como

farmacos en diversas matrices, debido a que son métodos que requieren poco tiempo de
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proceso y en muchos casos cuando se tiene el equipo no es tan costoso llevarlos a cabo
(Zuehlke et al., 2004).

1.2.1 Cromatografia de gases / Espectrometria de masas (GC/MS)

y Microextraccion en fase solida (SPME).

Esta técnica se trata del uso simultaneo de dos métodos instrumentales, como su
nombre lo menciona, el primero de ellos es el cromatdgrafo de gases (GC), que se encarga
de separar los componentes de una mezcla determinada y el segundo es el espectrometro
de masas (MS), que funciona como un detector de moléculas, pero no sirve para detectar
moléculas en mezclas, de tal suerte que ambos se complementan (Herbert y Johnstone,
2003). La cantidad de trabajos existentes con el uso de éste acoplamiento de técnicas es
enorme Yy variada, muchos de éstos estudios han sido realizados o implementados para la
deteccion de pesticidas. Velicu y Suri (2008) detectaron la presencia de hormonas
esteroides y antibidticos en aguas residuales rurales y urbanas. Kuster et al., (2008)
analizaron la ocurrencia de farmacos, estroOgenos, progestdgenos y pesticidas de
naturaleza polar en efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales, rios y agua
potable. Hayes et al., (2006) detectaron mezclas de pesticidas relacionados con la
disrupcién endocrina y el declive de los anfibios. Yang et al., (2006) establecieron una
automatizacion completa de la técnica SPME, utilizando la derivatizacion para una
determinacion simultanea de sustancias quimicas que fungen como disruptores
enddcrinos y hormonas esteroides. Hudson et al., (2007) determinaron acetona en aguas
marinas con ayuda de la derivatizacion. Henriksen et al., (2001) realizaron analisis sobre
pesticidas de caracter acido usando SPME. Canosa et al., (2005) optimizaron las
condiciones necesarias en SPME para aplicarla a la deteccion de triclosan en muestras
acuosas. Rodriguez et al., (2004) también aplicaron SPME para la determinacion de
farmacos antiinflamatorios. Lamas et al., (2004) detectaron serotonina en muestras de
diversos ambientes acuaticos. Todos los trabajos anteriormente mencionados requirieron
del uso de GC-MS para poder hacer las detecciones, la mayoria de ellos utilizando el
acople de otra técnica de preconcentracién como la SPME. Asi pues el uso de éste equipo
provee a sus poseedores de una herramienta muy versatil que se puede aplicar a diversos

campos de la ciencia.
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La eleccidn de una técnica analitica adecuada para la determinacion de pesticidas
depende de una variedad de factores incluyendo las propiedades de los analitos,
efectividad, rapidez, fiabilidad, selectividad y sensibilidad, costo, disponibilidad,
compatibilidad con el medio ambiente y capacidad de analisis. En la actualidad, la
cromatografia de gases (GC) es la técnica mas ampliamente utilizada para el analisis
multiresidual de pesticidas en diversas matrices, dada su elevada sensibilidad y
selectividad en la deteccion de este tipo de compuestos. El detector selectivo de
Espectrometro de Masas (MS) es una excelente alternativa para la determinacion e
identificacion de numerosos pesticidas de diferentes familias por lo que, en la actualidad,
su uso resulta necesario para abordar con garantia el analisis de residuos de pesticidas
volatiles, apolares y térmicamente estables (Alpendurada, 2000; Soboleva et al., 2004).

1.3 Medicion de la exposicion en el ambiente.

La medicion de la exposicion y la posibilidad de establecer un gradiente dosis-
respuesta son aspectos relevantes en los estudios sobre pesticidas. Medir la exposicion a
pesticidas en un individuo o en una poblacion determinada es complejo, pues esta
influenciada por factores como la diversidad de productos comercializados, su uso
indiscriminado, la multiplicidad de las fuentes de exposicién y la variacién en la
intensidad y la duracion de la exposicién en un lapso de tiempo. Todos estos aspectos
escapan al control del investigador y, generalmente, se carece de informacion completa y
oportuna sobre ellos. Diversos estudios epidemioldgicos han usado de forma combinada
algunas herramientas de medicion, como la historia de exposicion, la evaluacion de
expertos, la monitorizacion ambiental y bioldgica, con el propdsito de lograr una mayor
precision al medir la exposicion (Ramirez y Lacasafia, 2001); sin embargo también
existen estudios sobre la toxicidad de estos compuestos y dependen extensivamente de la
utilizacion de invertebrados, se trata de las pruebas de toxicidad (Guilhermiro et al.,
1999).

1.3.1 Pruebas de toxicidad.

Las pruebas de toxicidad se utilizan para detectar y evaluar los efectos
toxicologicos potenciales de los agentes quimicos sobre organismos de prueba, los cuales

pueden ser acudticos. Estos efectos no siempre son perjudiciales, una funcion de las
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pruebas es identificar los agentes quimicos que pueden tener efectos adversos en los
organismos, asi se pueden evaluar los riesgos asociados con las situaciones donde el
agente quimico, el organismo y las condiciones de exposicion estan definidas (Rand y
Petrocelli, 1985).

Las pruebas de toxicidad permiten la construccion de bases de datos para la
comparacion de la sensibilidad de las especies a los contaminantes o de la toxicidad de
un grupo de compuestos en una especie en particular, de una manera rapida y econémica.
Ademas pueden ser utilizadas para determinar indices de calidad ambiental, evaluar la
biodisponibilidad de contaminantes, para enjuiciar y defender actividades relacionadas
con los contaminantes en casos de litigio ambiental (Ramirez y Mendoza, 2008).

Se deben comparar las concentraciones de exposicion con las concentraciones a
las que la substancia es tdxica. Si la proporcion entre el valor de CL50 (Concentracion
letal media) y su concentracion de exposicion en el medio ambiente es cercana a 1,

entonces hablamos de un riesgo ecoldgico (Martinez-Jerénimo y Rico-Martinez, 2009).

La concentracion letal media (CL50) de una toxina, radiacion o patégenos, es la
dosis o cantidad requerida para matar a la mitad de los miembros de una poblacion de
prueba luego de un periodo de exposicion de tal manera que una baja CL50 es indicativo
de una alta toxicidad (Canada.ca, 2018). En los organismos acuaticos como los rotiferos,
la CL50 permite comparar la sensibilidad entre los organismo de prueba, sea de la misma
especie 0 no, sin embargo este valor no debe de ser asumido como una constante, pues se
sabe que cepas de la misma especie pueden presentar diferencias en sensibilidad a un

mismo toxico (Dominguez-Cortinas et al., 2008).
1.3.2 Relacion concentracion — respuesta.

Se trata de la relacion cuantitativa entre la concentracion del compuesto quimico
al cual es expuesto el organismo y la magnitud del efecto nocivo que se produce, ésta
relacion constituye la base para la evaluacion del peligro y el riesgo generado por la
liberacion de sustancias toxicas en el medio ambiente. Cuando en la evaluacion de una
sustancia toxica se obtiene una respuesta de magnitud definida para cada concentracion,

se dice que la respuesta es gradual, esto significa que para diferentes concentraciones se
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observaran respuestas que variardn de forma continua y tendran un valor por cada

concentracion (Diaz, 2004).

1.4 Invertebrados acuaticos como organismos de prueba en

toxicologia.

El uso de invertebrados acuéaticos para valorar el efecto de sustancias tdxicas en
un ecosistema acuatico es muy valido ya que estos organismos son de gran importancia
como consumidores primarios en éstos ecosistemas, ademas de la enorme sensibilidad
que presentan a una amplia variedad de sustancias toxicas. Tomando en cuenta la
sensibilidad, especialmente en el caso de los rotiferos, es mayor comparada con la de
otras especies tradicionalmente utilizadas en toxicologia acuatica (Rico-Martinez et al.,
2001).

La actividad de los rotiferos se puede ver comprometida por la contaminacion del
agua, ya que los rotiferos son sensibles a muchos toxicos, que si bien, no en todos los
casos causan su muerte, algunos estudios han demostrado que la exposicién constante,
tiene como efecto la bioconcentracion de ciertos toxicos e incluso su probable
biomagnificacién, ya que los organismos los incorporan a sus tejidos y se transfieren a

los depredadores (Santos-Medrano y Rico-Martinez, 2013).
2. JUSTIFICACION.

Actualmente, existe una gran preocupacion debido a la contaminacion
antropogeénica por pesticidas en el ambiente. EI comportamiento y destino final de estos
contaminantes se esta convirtiendo en un tema central dentro de las investigaciones en el
area de toxicologia y remediacion ambiental, a pesar de que los avances cientificos han
permitido a la industria producir ingredientes activos de pesticidas menos agresivos y
menos persistentes en el ambiente, no se conoce a ciencia cierta el comportamiento de su

degradacion y por tanto su posible biodisponibilidad.

La peligrosidad de estos compuestos puede afectar tanto a las personas implicadas
en su fabricacion y formulacién, como al agricultor que esta en contacto con ellos, al

ambiente y al ser humano en general. Asi, se han detectado residuos de pesticidas en
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multitud de alimentos (vegetales principalmente), aguas, suelos y fluidos biolégico, entre
otros (Berrada et al., 2003); existen algunos reportes sobre los efectos secundarios de
estos contaminantes en organismos acudticos, los cuales son numerosos y variados
(Howard, 1993).

En el sector agropecuario, la politica en materia de inocuidad estd orientada a
ofrecer a los consumidores productos inocuos y a coadyuvar en la productividad y
comercializacion de productos agricolas. EI comercio internacional de frutas y hortalizas
frescas ha crecido de manera sistematica y representa el principal rubro de exportacion,
sin embargo ha habido casos de rechazo en la exportacion de frutas y hortalizas, debido
principalmente al uso de pesticidas no permitidos o al uso excesivo de los permitidos;
uno de los principales criterios para asegurar la calidad de los productos y la salud humana
es el Limite Maximo Residual (LMR) de estos pesticidas, que permite la circulacion de
las frutas en el mercado y su venta, siempre que no sean excedidos. Si se exceden estos
limites, esto corresponde a una alerta de malas practicas agricolas y un riesgo inminente
de toxicidad aguda y cronica (Nasreddine y Parent-Massin, 2002). En México, los LMR
emitidos por la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) (COFEPRIS, 2016) no estan bien establecidos para la guayaba, o incluso
peor, los LMR no existen. A veces se exceden los LMR de COFEPRIS y como resultado,
algunos LMR internacionales; incluso cuando no se exceden estos limites, varios residuos
pueden estar presentes en el mismo producto y tener efectos sinergisticos que aumentan

el riesgo ambiental (Van der Hoff y Van Zoonen, 1999; Pérez et al., 2009).

Aunado a lo anteriormente mencionado, poco se sabe de como éstos productos
afectan a los organismos no diana tanto terrestres como acuaticos, alterando la abundancia
de las especies y la estructura del ecosistema (Beketov et al., 2013). Se ha reportado que
contaminantes en ecosistemas acuaticos en concentraciones tan bajas como algunos
nanogramos por litro puede causar dafio a la biota y modificar las interacciones dentro de
las redes troficas; por lo tanto, es importante usar marcadores para evaluar el riesgo

ambiental asociado al uso de los pesticidas y su exposicion (Rebechi et al., 2014).

En Calvillo, Aguascalientes, México, se han aplicado varios pesticidas durante
décadas debido a su alta produccién de guayaba (Mendoza et al., 2015). Actualmente se

utilizan mas de 10 productos quimicos para la produccion del fruto; algunas politicas
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nacionales y principalmente internacionales sobre salud y seguridad han cambiado y se
han establecido més restricciones legales para prevenir la acumulacion de residuos de
pesticidas en los productos agricolas (De Lira et al., 2016); por lo que es urgente evaluar
los LMR ya que los residuos de estos pesticidas puede estar presente en las frutas que se
comercializan y exportan; Ademas, estas concentraciones pueden estar afectando a las
personas que viven cerca de los cultivos (Mendoza et al., 2015) y como se ha mencionado
también a los organismos no diana, tanto terrestres como acuaticos (Garza-Ledn et al.,
2017). En el dltimo caso es bien conocido que en Calvillo muchos de los huertos de
guayaba se encuentran rodeando cuerpos de agua y pueden estar contaminandolos con
pesticidas, pues se ha reportado que algunos productores realizan aplicaciones muy
frecuentes (De Lira et al., 2016).

Por lo tanto, con éste proyecto se pretende: a) evaluar la residualidad de los
pesticidas mas usados en Calvillo Aguascalientes en cultivos de guayaba, b) para lo
anterior se utilizara una técnica de microextraccion en fase solida (SPME) que a su vez
se propondra como alternativa para extraccion de pesticidas en lugar del método
QUEChERS (the Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe) por sus siglas en
inglés, utilizado en algunas instituciones de salud gubernamentales en México, c)
determinar el riesgo de que los LMR internacionales y los de COFEPRIS estén
sobrepasados, d) estimar el riesgo que representa el uso de éstos pesticidas en otros
huertos frutales cultivados en México, ) monitorear la residualidad de los pesticidas en
suelo y su posible movilizacién y toxicidad para biota terrestre y acuatica f) asi mismo
implementar pruebas de toxicidad aguda y cronica para evaluar el impacto de pesticidas
comunmente utilizados en Calvillo Aguascalientes en especies nativas de agua dulce, g)
de las pruebas anteriores, determinar concentraciones letales, efectos en procesos de
reproduccion e inferir posibles efectos disruptores endocrinos o de hormesis en los

organismos de prueba.
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3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION.

3.1 Objetivo general.

Estudiar la localizacién, distribucion y efectos adversos mediante pruebas en el
laboratorio con invertebrados dulciacuicolas de tres pesticidas selectos de importancia en
cultivares de guayaba en el Municipio de Calvillo, Aguascalientes.

3.2 Objetivos particulares.

Determinar los pesticidas mas utilizados en los cultivares de guayaba en el

Municipio de Calvillo, Aguascalientes.

Evaluar la residualidad de los pesticidas mayormente aplicados en los cultivos de
guayaba mediante métodos biologicos y/o instrumentales.

Implementar pruebas con especies nativas de invertebrados dulciacuicolas para la
evaluacion de la toxicidad de tres pesticidas utilizados en el Municipio de Calvillo,

Aguascalientes.

4. MATERIALES Y METODOS.

4.1 Determinacion del grupo de pesticidas mas utilizados en el

estado de Aguascalientes.

Fueron utilizados como fuente de informacién los datos proporcionados por los
gerentes y/o presidentes de los 8 sistemas producto distribuidos en el estado de
Aguascalientes: Guayaba, Vid, Ajo, Chile, Nopal, Durazno, Maiz y Hortalizas. A los
cuales se les consulté sobre los pesticidas que utilizan los productores mas
frecuentemente y en mayores cantidades, de acuerdo a los tipos de cultivo y la

normatividad.
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4.2 Analisis de Pesticidas en matrices diversas.

4.2.1 Preparacion del material.

Los instrumentos y materiales de vidrio a utilizar llevan un tratamiento previo para

evitar fluctuaciones en los resultados:

Se lavan con agua y jabdn, posteriormente se enjuagan con agua de la llave, hasta
que todo el detergente desaparezca, luego se enjuagan con 10 mL de acetona (grado ACS)
sin permitir que la porcién de teflon de la tapa entre en contacto con la acetona (en el caso
de las botellas), posteriormente se enjuagan con agua desionizada, hasta que ya no
desprendieran olor a acetona, finalmente se escurren, y son colocados en una estufa 30-
60 minutos a 120°C, para después taparlos y almacenarlos en un ambiente libre de polvo
hasta su uso (Csuros, 1994).

4.2.2 Estandares, reactivos y equipo.

Los estandares fueron adquiridos de distintas casas comerciales y diferentes
purezas como se menciona a continuacion: Carbofuran (99.5% de pureza), Cipermetrina
(99.2% de pureza), Malation (97.1% de pureza) y Paration Metilico (98.4% de pureza)
fueron adquiridos de Chem Service,West Chester, PA, USA; Captan (98% de pureza) fue
adquirido de Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Alemania; y el Metalaxil (99.8% de

pureza) fue adquirido de Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Alemania.

Fueron preparadas soluciones patrén de los pesticidas a una concentraciéon de 1000
mg/L, disolviendo la cantidad correspondiente en 10 mL de acetona grado HPLC,
adquirida de J.T.Baker (Phillipsburg, NJ, USA) y posteriormente se prepararon
soluciones de trabajo de cada pesticida a 10 mg/L, éstos estandares fueron utilizados para
el enriquecimiento de las muestras en la optimizacién de la extraccion, para la validacion
del estudio y para preparar los estandar de calibracién (1, 0.5, 0.1, 0.05, 0.01, 0.005, 0.001
mg/L). Todos los estandares fueron almacenados a -20°C hasta su utilizacion. El cloruro

de sodio utilizado fue adquirido de Herschi Trading (99% de pureza, Ciudad de Mexico).

La extraccion y analisis de los pesticidas fue llevado a cabo en un GC-MS (Agilent

technologies) equipado con un inyector “Split/splitless” operando en modo “splitless” a
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280°C durante la corrida cromatografica. Los pesticidas fueron separados en una columna
capilar (HP-5MS, de Agilent, (5%-Phenyl)-methylpolysiloxane; 30mx0.25mm 1Dx0.25
pum, USA) usando helio (99.99% de pureza) como gas acarreador con un flujo de 1.0
mL/min. La rampa de temperatura del horno inicié en 60 °C (1 min); seguida de un
incremento de 25°C/min hasta 170°C y posteriormente un incremento de 6°C/min hasta
230°C; nuevamente se incrementa a 25°C/min hasta 277°C y finalmente hasta 283°C a
1°C/min, donde permanece por 1 min. Las condiciones del detector de masas fueron:
Temperatura de la linea de transferencia 250°C; temperatura de la fuente de iones 230°C;
impacto de electrones en modo de ionizacién 70 eV. Los analisis fueron realizados en
modo SIM (Monitoreo de iones seleccionados, por sus siglas en inglés), para cada
pesticida se utilizd6 un primer ion “diana” y dos mas “calificadores™: 79, 149 y 80
(Captan);164, 149 y 131 (Carbofuran); 163, 181 y 165 (Cipermetrina); 206, 160 y 132
(Metalaxil); 125, 109 y 263 (Paration Metilico); 127, 93 y 173 (Malation) La
confirmacion de éstos pesticidas fue realizada por medio de escaneo de iones en modo

completo, con los estandares correspondientes.
4.2.3 Aplicacion de pesticidas y colecta de muestras.

Los pesticidas comerciales utilizados fueron INTERCAPTAN 50 PH® (Captan <
50%), Velfuran 350L (Carbofuran 33.21%), Cyperina 200 CE (Cipermetrina 20.36%),
EL MATABICHOS (Paration Metilico 2%), Malation 1000 (Malation 83.6%), Malvador
CT 81 P.H. (Metalaxil + clorotanlonil > 9%).

Se tuvo acceso a un huerto completamente virgen de la aplicacion de pesticidas,
con la autorizacién del INIFAP (Instituto Nacional de Investigacion Forestal, Agricola y
Pecuaria) en “El Chiquihuitero”, Calvillo, Aguascalientes (21°52'22.5"N 'y
102°41'54.4"W). Fueron seleccionados diez arboles y medida el area que ocupaban; se
aplicaron los productos comerciales de los pesticidas mencionados siguiendo las

recomendaciones del comerciante y las practicas de los productores.

La colecta de las muestras se llevd a cabo los dias 0 (2 horas), 3, 7 y 10 después
de la aplicacion; el fruto fue recolectado de manera aleatoria y equitativa en los arboles
aplicados, colectando un total de 2 kg de guayaba por dia de muestreo, se envolvieron en

aluminio y se introdujeron en bolsas de plastico
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Las muestras de suelo fueron recolectadas del area circundante a los arboles
aplicados, de manera aleatoria y tomando suelo de no mas de 5 cm de profundidad,
colectando un total de 2 kg de suelo por dia de muestreo, se introdujeron en bolsas de

plastico.

Todas las muestras fueron trasladadas en una hielera; las muestras fueron

procesadas para su extraccion el mismo dia de la colecta.

Los 2 kg de guayaba de cada dia fueron homogeneizados con una moledora de
laboratotio (Waring comercial) hasta que no se vieran residuos ni semillas; los 2 Kg de
muestras de suelo de cada dia fueron tamizados hasta tener particulas finas;
posteriormente las muestras totales de cada dia fueron homogenizadas y almacenados a -
50°C hasta realizar la microextraccion (Devi et al., 2016; Lehotay, 2007).

4.2.4 Extraccion de pesticidas utilizando Microextraccion en Fase
Sélida (SPME).

La técnica SPME fue llevada a cabo con un sujetador manual de Supelco
(Bellefonte, PA, USA); la fibra utilizada para realizar la microextraccion fue de
poliacrilato de 85 um, adquirida de Supelco (Bellefonte, PA, USA); seleccionada asi
debido a que los pesticidas seleccionados pertenecen a diferentes grupos y por tantotienen

diferentes polaridades; ésta fibra es la mas afin de manera general.

De las muestras almacenadas, se realizo el mismo procedimiento (Adaptado de
Menezes et al., 2010; Sapahin et al., 2014) independientemente de la matriz; fueron
tomados 0.5 g de la muestra y mezclados con 250 mg de NaCl para ajustar la fuerza idnica
(5%), ésta mezcla fue aforada a 5 mL con una solucién Agua desionizada: Acetona (4:1)
y agitada con un magneto a 950 rpm durante 15 minutos, posteriormente se centrifugo a
1000 rpm durante 15 minutos y se coloco el sobrenadante en un vial de 20 mL con tapon
para realizar la microextraccion (SPME); fue utilizada una fibra de Poliacrilato de 85 um,
la cual fue acondicionada en el puerto de inyeccion del equipo (GC-MS) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante; posteriormente se llevo a cabo la extraccion de los pesticidas
por medio de inmersion directa (SPME) a temperatura ambiente durante 30 minutos en

agitacion constante de 850 rpm con agitador magnético; posterior a la extraccion, la fibra
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fue colocada en el puerto de inyeccion del GC-MS a 280°C durante 5 minutos para

desorcion de los pesticidas.

4.2.5 Extraccion de pesticidas utilizando la técnica Rapida, Facil,
Barata, Efectiva, Robusta y Segura (QUEChERYS).

Solo las muestras de guayaba fueron enviadas al Instituto de Servicios de Salud
del Estado de Aguascalientes, dependencia de gobierno, donde se analizan muestras de
vegetales en busca de residuos de pesticidas, y no existe una metodologia bien establecida
para hacerlo en muestras de guayaba; ademas s6lo se trabaja buscando dos pesticidas en
este fruto: Malation y Paration Metilico; la técnica que se utiliza es QUEChERS y esta
descrita por la Asociacion Oficial de Quimicos Agricolas (AOAC por sus siglas en
inglés), Metodo oficial 2007.01 Residuos de pesticidas en alimentos por extraccion con
acetonitrilo y fraccionamiento con sulfato de magnesio (Lehotay, 2007).

4.3 Pruebas de toxicidad en invertebrados dulciacuicolas.

4.3.1 Cultivos de Alona cf. Guttata (Cladocera: Chydoridae) y

Lecane papuana (Rotifera: Monogononta).

Ambas especies han sido cultivadas por al menos dos afios en el laboratorio de
Toxicologia acuatica de la Universidad Autonoma de Aguascalientes; las cepas se han
mantenido en una camara bio-climatica a 25 + 2 °C y un foto-periodo de 16:8 horas
luz:oscuridad antes de realizar las pruebas. Para los cultivos y las pruebas, los animales
se mantuvieron en medio EPA (USEPA, 1985) y se alimentaron con el alga verde
Nannochloropsis oculata (Cepa LB2194 de la coleccion de la Universidad de Texas) (1

x10° celulas mL™), la cual se hizo crecer en medio basal Bold (Nichols, 1973).
4.3.1.1 Preparacion de medios.

Toxico de referencia; en éste estudio se emplearon pesticidas, en diversas
concentraciones, para los cuales se prepararon patrones a partir de los cuales se realizaron
las diluciones correspondientes para las pruebas; dependiendo del pesticida en cuestion

se eligio el solvente para preparar el patron.
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Patrones:

10 mg de Malation en 10 mL de acetona.

100 mg de Cipermetrina en 500 pL de acetona.
30 mg de FAENA® en 10 mL de EPA.

20 mg de Glifosato en 10 mL de EPA.

El medio EPA fue preparado de acuerdo a las siguientes especificaciones: Se
utilizé agua desionizada (aproximadamente 18 megaohms), 96 mg/L de Carbonato de
sodio (NaHCOs3), 60 mg/L de Sulfato de calcio dihidratado (CaSQO4.2H20), 60 mg/L de
Sulfato de Magnesio heptahidratado (MgSO47H20) y 4 mg/L de Cloruro de potasio
(KCI). Se mezclaron éstas sales con agua desionizada por espacio de 24 horas. Se
recomienda hacer volimenes de mas de dos litros. El pH se ajusté a 7.5 con HCl o KOH
(USEPA, 1985).

4.3.2 Prueba de toxicidad aguda para el cladocero Alona cf. guttata.

La prueba se inicié con la separacion de hembras que presentaron huevos, al dia
siguiente se colectaron los neonatos de menos de 24 horas para realizar las pruebas

toxicologicas.

La prueba se realizé siguiendo las recomendaciones de la Norma Técnica Mexicana
de toxicidad Aguda para Daphnia magna (NMX-AA-087-SCFI-2010), con algunas
adaptaciones dado que el tamafio de A. guttata es considerablemente menor. Brevemente,

la prueba consistié en lo siguiente:

Se realiz6 en placas de poliestireno (Corning) de 24 pozas, colocando en cada una
2 mL de medio EPA, se transfirieron 10 organismos por poza con ayuda de una pipeta de
transferencia de plastico para contar con precision a los claddceros, los cuales se
transfirieron sobre una pequefia gota en el centro con un volumen minimo estimado de
medio EPA de 100 pl, para facilitar su conteo; se dividio la poza en seis columnas de
cuatro pozas cada una, de tal manera que son cinco concentraciones diferentes y un

control, cuatro réplicas para cada columna, se utilizaron dos placas ya que las réplicas
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necesarias para el analisis son cinco y la placa solo nos permite usar cuatro. Para los
pesticidas en cuestion, se deben hacer diluciones para ajustar la concentracion requerida
en cada caso y aforar siempre a 2 mL con medio EPA en cada poza. Los ensayos se
hicieron en ausencia de alimento y con una temperatura de 25 + 2 °C durante 48 horas y
foto-periodo de 16:8 horas luz:oscuridad, la camara bioclimatica debe tener una
iluminacién que oscile entre los 600 y los 1,100 luxes. Al término de la prueba se hizo un
conteo de los organismos muertos con ayuda de un microscopio Optico de diseccion
(Olympus®), tolerandose para el control una mortalidad menor o igual al 10% como
maximo permisible, registrando de esta manera los decesos para cada tratamiento. Los
datos obtenidos se analizaron mediante el software Statistica 6.0 (Statsoft Inc., 2004), en
el cual se realizaron pruebas de regresion multiple (p < 0.05) para obtener los valores de
CL50, CL10 y R?% Ademas de realizar ANOVA para los valores de NOEC
(Concentracién de Efecto No Observado), LOEC (Concentracion de Minimo Efecto

Observado) (Pérez-Legaspi y Rico-Martinez, 2001).

Se llevaron a cabo pruebas iniciales para determinar el rango en el cual los
pesticidas seleccionados son toxicos y después se realizaron las pruebas definitivas, las
cuales consistieron en un control negativo y cinco concentraciones del pesticida en

cuestion.
4.3.3 Prueba de toxicidad aguda para el rotifero Lecane papuana.

Se colocaron previamente suficientes huevos asexuales de hembras
partenogenénticas aclimatadas a temperatura ambiente, posteriormente a las 12 horas se
obtuvieron los animales neonatos (neonatos) de Lecane papuana, esto es importante ya
que las etapas juveniles son las mas susceptibles a cualquier factor de estrés. Después
fueron colocados 10 neonatos (n=5 réplicas) de menos de 24 horas de edad en cada poza
de una placa de poliestireno (Corning) de 24 pozas mediante un microscopio optico de
diseccion (Olympus®) con ayuda de una pipeta de transferencia de plastico para contar
con precision a los rotiferos, los cuales se transfirieron sobre una pequefia gota en el
centro con un volumen minimo estimado de medio EPA de 100 pL, para facilitar su
conteo. Se utilizé una poza para el control con un volumen total de 1 mL de medio EPA
y una poza para cada tratamiento que comprenden diferentes concentraciones del toxico

a evaluar sin alimento, con los respectivos 10 neonatos en el mismo volumen (1 mL). El
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pH del medio EPA fue ajustado a 7.5 con KOH (USEPA, 1985). El pesticida en cuestion
fue diluido en medio EPA para obtener las diversas concentraciones a las cuales se
expusieron los neonatos a una temperatura de 25°C en una camara bioclimatica (Revco
Scientific). Posteriormente, a las 48 horas se a revisé el nimero de individuos muertos
mediante un microscopio Optico de diseccion para el tratamiento correspondiente,
tolerd&ndose para el control una mortalidad menor o igual al 10% como maximo
permisible, registrando de esta manera los decesos para cada tratamiento. Los datos
obtenidos se analizaron mediante el software Statistica 6.0 (Statsoft Inc., 2004), en el cual
se realizaron pruebas de regresién multiple (p < 0.05) para obtener los valores de CL50,
CL10y R?; ademas de realizar ANOVA para los valores de NOEC, LOEC (Pérez-Legaspi
y Rico-Martinez, 2001).

4.4.4 Prueba de toxicidad cronica para el cladécero Alona cf.

guttata.

La prueba se inicié con la separacion de hembras que presentaron huevos, al dia
siguiente se colectaron los neonatos de menos de 24 horas para realizar las pruebas

toxicoldgicas.

La prueba se realizo siguiendo las recomendaciones de la OECD (1998) para
Daphnia magna, con algunas adaptaciones dado que el tamafio de A. guttata es

considerablemente menor. Brevemente, la prueba consistio en lo siguiente:

Se realizo en placas de poliestireno (Corning) de 24 pozas, colocando en cada una
2 mL de medio EPA, se transfirieron 10 organismos por poza con ayuda de una pipeta de
transferencia de plastico para contar con precision a los claddceros, los cuales se
transfirieron sobre una pequefia gota en el centro con un volumen minimo estimado de
medio EPA de 100 uL, para facilitar su conteo; se dividio la poza en seis columnas de
cuatro pozas cada una, de tal manera que son cinco concentraciones diferentes y un
control, cuatro réplicas para cada columna. Para las concentraciones, se partio de la CL50
registrada en las pruebas agudas, la cual fue dividida entre 5 y fue tomado el valor
resultante como el mas alto para las pruebas cronicas, de ahi fue dividido entre dos cada
vez para ir obteniendo las concentraciones mas pequefias hasta completar las cinco. Para

los pesticidas en cuestion, se deben hacer diluciones para ajustar la concentracion
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requerida en cada caso y aforar siempre a 2 mL con medio EPA en cada poza. Los ensayos
se hicieron con alimento, 2 x 10° células/mL y con una temperatura de 25 + 2 °C durante
21 dias y foto-periodo de 16:8 horas luz:oscuridad (Osorio-Trevifio, 2016), la cAmara
bioclimatica debe tener una iluminacion que oscile entre los 600 y los 1,100 luxes. Los
organismos muertos y neonatos fueron contados diariamente con ayuda de un
microscopio optico de diseccion (Olympus®), tolerdndose para el control una mortalidad
menor o igual al 20% como méaximo permisible al final de la prueba (OECD, 1998). El
medio y el alimento fueron renovados cada dos dias para garantizar la limpieza y

concentracion respectivamente.

Posteriormente a partir de los datos de supervivencia y fecundidad se realizé un
analisis de tabla de vida parcial con ayuda del software Microsoft Excel, los parametros
poblacionales (Tasa intrinseca de crecimiento, Tasa de reproduccion neta, Esperanza de
vida, Tiempo generacional y Vida Media) se calcularon mediante las ecuaciones de Krebs
(1985). En adicion Los neonatos de cada tratamiento fueron medidos al menos al dia 7 y
14 en todas las pruebas con la finalidad de encontrar diferencias en sus tamafos con los

controles.
4.3.5 Prueba de toxicidad crénica para el rotifero Lecane papuana.

Prueba de toxicidad crénica de 5 dias; se emplearon 6 tratamientos con 4 replicas.
Se usaron neonatos de < 12 h de nacidos para las pruebas. Se colocaron 5 neonatos por
poza en una placa de poliestireno de 24 pozas en un volumen final de 1 mL. Se
alimentaron con el alga Nannochloropsis oculata en una concentracion final de 1 X 10°
células/mL. Las placas fueron colocadas en camara bioclimatica durante 5 dias (Revco

Scientific, Inc) con un foto-periodo de luz oscuridad 16:8 h, a 25 °C + 2 °C.

Al término del periodo correspondiente para cada ensayo se contd el namero de
organismos para el célculo de la tasa intrinseca de crecimiento (r) con la siguiente

formula:
r=1In(Nt—No)/t

Nt = Numero de rotiferos vivos en la poza al final del experimento.
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No = Namero inicial de rotiferos en la poza.
In = logaritmo natural
t = tiempo de exposicion

5. RESULTADOS.

5.1 Determinacion de los pesticidas mas utilizados en los principales

cultivos del area de influencia del estado de Aguascalientes.

Se han gestionado a los Sistemas producto de los ocho tipos de cultivos del estado
de Aguascalientes para saber cuales son los pesticidas que se utilizan en cada uno de ellos
y asi determinar cuales pueden tener un mayor impacto, encontrando de manera resumida

lo que se muestra en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Pesticidas més utilizados por los sistemas producto del estado de Aguascalientes.

Guayaba Chile Ajo Maiz Durazno Nopal Vid Hortalizas
Malation Glifosato Diazin6n Cipermetrina Fenazaquin ~ Malation Naled N/a
Glifosato Trifluralina  Piretroides  Clorpirifos ~ Captan Malation
Permetrina  Paraquat Mancozeb  Furadan Glifosato Imidacloprid
Cipermetrina  Mancozeb Trevanil Atrazina Paration Carbarilo
Paration Micobutanil ~ Oxifluorfen Paraquat Dinotefuran
Diazinén Prpopanocarb Fenamifos Kumulus bf Clotianidin
Furadan Metalaxil Spinosad Sulfoxaflor

Clorpirifos Imidacloprid Spinosad

Metamidofos Mancozeb

Carbofuran Cipermetrina

Podemos observar que existen algunos sistemas producto que comparten o
utilizan los mismos pesticidas a pesar de tratarse de cultivos diferentes, por lo que es
necesario manejar éstos resultados de manera global, para saber cuéles son los de mas
frecuencia en los sistemas producto del estado; en la figura 2, podemos observar dicha

frecuencia por cada tipo de pesticida.
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Figura 2. Numero de sistemas producto en los que se utiliza cada pesticidas en el Estado de Aguascalientes.

Podemos inferir entonces que los pesticidas que mas se utilizan en el estado de
Aguascalientes en al menos tres sistemas producto son: Cipermetrina, Glifosato, Malation
y Mancozeb (Todos marcados en color rojo), pues son los que mas se repiten. Lo anterior
mencionado concuerda con un estudio realizado en Calvillo Aguascalientes por parte del
INIFAP en el sistema producto Guayaba en el que se encontrd que los pesticidas mas
utilizados en éste fruto son Malation y Faena® (Glifosato) (De Lira et al., 2016), por lo
tanto se trabajé con éstos pesticidas ademas de la Cipermetrina, suponiendo que son los
de mayor influencia en Calvillo y el resto del estado, para evaluar posibles riesgos, y

llevar a cabo las pruebas de Toxicidad.

5.2 Pruebas de toxicidad aguda de los pesticidas Malation,
Cipermetrina, FAENA® y Glifosato en los invertebrados dulciacuicolas

Lecane papuanay Alona cf. guttata.

Fueron calculados los valores de CL50 y CL10 en pruebas de 48-h de los

pesticidas mencionados para neonatos de menos de 24-h de edad en ambas especies,
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utilizando para ello un analisis probit con un intervalo de confianza del 95%. Los

resultados de todas las pruebas son detallados en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Analisis de las pruebas de toxicidad aguda mostrada por dos especies zooplanctonicas con
pesticidas. Los significados de abreviaturas son los siguientes; CL50 = Concentracion letal donde el 50%
de los animales mueren. CL10 = Concentracion letal donde el 10% de los animales mueren. CV =
Coeficiente de variacion. IC = Intervalo de confianza al 95% para los valores de CL50. r2 = Coeficiente de
determinacidn para éstos resultados. NOEC = Concentracion en la que no se observa efecto (No observed
effect concentration, por sus siglas en ingles). LOEC = Concentracion en la que se observa poco efecto
(Low observed effect concentration, por sus siglas en ingles).

CL50 CL10 L .
) 1 I1C- LOEC NOEC Regresion lineal
Especies Pesticida r? »
% 95% (mg/L) (mg/L) (ecuacion)
(mg/L)  (mg/L)
1 38.34-
Malation 42.84 20.95 14.42 0.80 35 20 y =-7.98 + 7.80x
47.87
Lecane i ] 30.01-
Cipermetrina  34.58 22.98 15.58 081 20 10 y =-4.05 + 5.86x
papuana 39.83
18.77-
Faena® 19.89 16.27 6.39 0.88 15 10 y=-11.84 + 12.93x
21.08
489 x
] 526 x 3.96 X 103-
Malation 13.02 0.89 4x10° 2x10° y=-1.66+9.23x
103 103 570 x
103
3.51 x
Honact Ci tri 307 X 2.23 x 8.74 Lo 093 3x102 2x102 3.20 +5.23
ipermetrina . . x10° x10% y=-3.20 +5.23x
guttata p 102 102 e y
102
4542 -
Faena® 50.43 22.51 12.59 - 0.86 30 20 y =-12.04 + 9.70x
) 229.06- y=-
Glifosato 23260 22376 131 0.767 220 210
236.20 133.0339+58.3082x

Los resultados muestran que el Malation fue el compuesto mas toxico para A.

guttata, de los 4 investigados para ésta especie cuyo valor de CL50 fue de 0.00526 mg/L,
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por otro lado, el compuesto menos tdxico fue el Glifosato con un valor de 232.60 mg/L
(Cuadro 8).

Para el rotifero L. papuana el compuesto mas toxico fue FAENA® mostrando una
CL50 de 19.89 mg/L y el compuesto menos toxico fue el Malatién con un valor de CL50
de 42.84 mg/L (Cuadro 8). Entre ambas especies, la mayor diferencia en cuanto a la
toxicidad de los pesticidas se refiere, se ve muy marcada con el Malation, ya que para A.
guttata se encuentra en el orden de pg/L mientras que para L. papuana fue de mg/L. Los
otros pesticidas mostraron una toxicidad similar en ambas especies teniendo CL50 de
entre 30-40 mg/L para Cipermetrina y 19-50 mg/L para FAENA®. Es necesario
mencionar también que el pesticida FAENA® (que contiene Glifosato), se comportd mas

toxico que el Glifosato puro, en la prueba realizada para A. guttata.

Grafica deregresion de Malsticn h:'

¥ =7.9843+T.8042%
x=10.95 {Intervale de confianza)

Gréfica de regresion de Cipermetrina
y =-4 0526+5.8638
x =10.55 {Intervalc de confianza)

PROEBIT
FPROBIT

P T T

12 13 14 15 15 1T 1z 1.8 0

% 10 11 12 13 14 15 18 1F 1% 13 z20
Logaritme de |la concentracian de Malatian {mg L) Logaritmo de la concentracien de Cipermetrina
c) Grafica de regresion de FAENAE

y=-11.8433+12 9332
x=0.85 (Intervalo de confianza)

FROBIT

e 10 11 12 13 14 15
Logaritmo de la concentracion de FAEMNASE

Figura 3. Diferentes gréficas de regresion lineal para L. papuana expuestas a cinco concentraciones
diferentes (n=5) de tres pesticidas (a=Malatién, b=Cipermetrina, c=FAENA®); se aprecian las bandas del
intervalo de confianza con un nivel del 0.95 (IC = 0.95).
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Gréf ica de regresién de FAENAS Grafica de regresion de Glifosato.
c) y =-12.0451+9. 7028"x d) ¥ = -132.0339+458.3082%
% =0.95 (Interv alo de conf ianza) ¥ = 0.95 (Intervalo de confianza)
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o

T2 13 14 15 16 1.7 13 19 20 elee] el z2E 230 e Ze

Logaritmo de | concentracion de FAENA® (mg L) Logaritmo de 1a concentracidn de Glifosato (magL™)

Figura 4. Diferentes graficas de regresion lineal para A. guttata expuestas a cinco concentraciones diferentes
(n=5) de cuatro pesticidas (a=Malation, b=Cipermetrina, c=FAENA®, d=Glifosato); se aprecian las bandas
del intervalo de confianza con un nivel del 0.95 (IC = 0.95).

5.3 Pruebas de toxicidad crénica de los pesticidas Malation,
Cipermetrina y FAENA® en los invertebrados dulciacuicolas Lecane

papuanay Alona cf. guttata.

Fue realizada la prueba crénica a 14 dias con el cladocero Alona cf. guttata, y al
finalizar la misma se procedio6 a realizar los célculos de los parametros poblacionales a
partir de los datos de supervivencia y fecundidad con ayuda del software Microsoft Excel
mediante las ecuaciones de Krebs (1985). En adicidon Los neonatos de cada tratamiento
fueron medidos al menos al dia 7 y 14 con la finalidad de encontrar diferencias en sus
tamafos con los controles; la figura 5 resume los pardmetros poblacionales medidos en

la prueba con Cipermetrina.
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Figura 5. Resultados de la prueba de toxicidad cronica en A. guttata expuesta a cinco concentraciones
diferentes de Cipermetrina. Los parametros demogréaficos presentados en la figura son: a) Promedio de
vida; b) Esperanza de vida; c), Tasa de reproduccidn neta; d) Tiempo generacional; y ), Tasa intrinseca de
crecimiento. Se establecieron diferencias significativas a través del ANOVA unidireccional y las pruebas
de comparacion multiple de Dunnett. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Podemos apreciar en la figura 5 que los pardmetros poblacionales medidos se ven
afectados por la influencia del pesticida (Cipermetrina); el promedio de vida disminuye
significativamente a partir de la concentracion mas baja 0.00047 mg/L, con una tendencia
similar en las siguientes cuatro concentraciones; lo mismo ocurre con la esperanza de
vida. En cuanto a la tasa de reproduccion neta, podemos observar que también a partir de
la misma concentracién mas baja ya se hacen notar diferencias significativas respecto al
control, sin embargo en la concentracion mas alta de 0.0076 mg/L no hay diferencia
significativa respecto al control, pero si la hay en el promedio de vida en la misma
concentracion. La tasa intrinseca de crecimiento muestra un comportamiento similar al
de la tasa de reproduccion neta, mostrando diferencias significativas en la concentracion
de 0.00095 mg/L donde se ve una disminucién muy marcada en la misma.

Significancia:
* =p<0.05

* =p<0.01
4501 *kk — p<0001

450

*kkk *kkk

400
=
*

350

400 A

T
350 - E

300 A

300

250 T 250

Tamafio de Neonatos, dia 7 (M)

Tamafio de Neonatos, dia 14 (uM)

Cipermetrina (ng/L) Cipermetrina (ng/L)

Figura 6.Tamafo de los neonatos nacidos de A. guttata expuesta a Cipermetrina. Cinco concentraciones
diferentes de Cipermetrina fueron ensayadas. Los neonatos fueron recolectados cuando las hembras
alcanzaron la edad 7 y 14 dias. Se establecieron diferencias significativas a través del ANOVA
unidireccional y las pruebas de comparacién multiple de Dunnett. * p<0.05, **p <0.01, ***p<0.001

Las mediciones que muestra la figura 6 fueron realizadas a los dias 7 y 14 del
experimento, Unicamente se observan diferencias significativas al dia 7; sobre las
mediciones realizadas éste dia, se observan cambios con diferencias significativas
respecto al control, los neonatos estaban naciendo mas grandes cuando las hembras
estaban intoxicadas y justamente a partir de la concentracion de 0.00095 mg/L es cuando
las hembras ya se ven afectadas, ademas coincide ésta concentracién con la disminucion

marcada de la tasa intrinseca de crecimiento.
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Figura 7. Resultados de la prueba de toxicidad cronica en A. guttata después de la exposicion a cinco
concentraciones diferentes de Malation. Los parametros demograficos presentados en la figura son: A)
Promedio de vida; B) Esperanza de vida; C), Tasa de reproduccion neta; D) Tiempo generacional; y E),
Tasa intrinseca de crecimiento. Se establecieron diferencias significativas a través del ANOVA
unidireccional y las pruebas de comparacion multiple de Dunnett. * <0.05, ** <0.01, *** <0.001
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En la figura 7, se observa el efecto del Malatién en los parametros demogréficos

de A. guttata; los cuales se redujeron significativamente con todas las concentraciones de

Malation (p<0.05), excepto las de la tasa intrinseca de crecimiento que no se redujo

estadisticamente en la concentracion mas baja de Malation (6.5 x 10”° mg/L).
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Figura 8. Tamafio de los neonatos nacidos de A. guttata expuesta a Malation. Cinco concentraciones
diferentes de Malation fueron ensayadas. Los neonatos fueron recolectados cuando las hembras alcanzaron
la edad de ambos 7 y 14 dias. Se establecieron diferencias significativas a través del ANOVA unidireccional
y las pruebas de comparacién multiple de Dunnett. * <0.05, ** <0.01, *** <0.001

Como se puede apreciar en la figura 8, no hubo diferencias significativas de los

neonatos de hembras de A. guttata expuestas a cinco concentraciones de Malation

comparados con los neonatos de hembras no intoxicadas.
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Figura 9. Resultados de la prueba de toxicidad cronica en A. guttata expuesta a cinco concentraciones
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crecimiento. Se establecieron diferencias significativas a través del ANOVA unidireccional y las pruebas
de comparacion multiple de Dunnett. * <0.05, ** <0.01, *** <0.001.
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En el caso del ensayo crénico con A. guttata expuesto a Faena®, los pardmetros
demograficos (Figura 9) se ven afectados por este producto comercial, mostraron una
tendencia diferente a la que se observé con Cipermetrina y Malation, estimulando la
liberacion de la progenie. La figura 9 muestra que el promedio de vida y la esperanza de
vida al nacer fueron significativamente afectados cuando los quidoridos fueron expuestos
a las tres concentraciones mas bajas (0.70, 1.40 y 2.80 mg/L); Sin embargo, a mayores
concentraciones (5.60 y 11.20 mg/L) no hubo una diferencia significativa en comparacion
con el grupo control. Ademas, se observa una tendencia similar en el tiempo generacional
que fue afectado por todas las concentraciones de Faena®, pero el valor mas bajo se
alcanzo en la concentracion de 1.40 mg/L. En contraste, este parametro no fue afectado a
11.20 mg/L.

En la Figura 9 es importante sefialar que la tasa de reproduccién neta y la tasa
intrinseca de crecimiento tuvieron una tendencia similar, lo que denota que las menores
concentraciones de Faena® (0.70 y 1.40 mg/L) afectaron negativamente a ambos
parametros demograficos mientras que las concentraciones mas altas probadas parecian
afectar positivamente en un patron anormal de fecundidad, que se exacerbd a la
concentracion mas alta ensayada (11.20 mg/L), que corresponde a 1/5 de la CL50 de

Faena® previamente determinada (este trabajo).
Como se puede apreciar en la figura 10, no hubo diferencias significativas de los

neonatos de hembras de A. guttata expuestas a cinco concentraciones de Faena®

comparados con los neonatos de hembras no intoxicadas.

44



400 A 400

. 3504

=

2501 J-

; 3501 T

300 -

200 T T T T T T

Tamafio de Neonatos, dia 7 (uM)
!

Tamafo de neonatos, dia 14 (uUM)
_|

Faena® (mg/L) Faena® (mg/L)

Figura 10. Tamafio de los neonatos nacidos A. guttata expuesta a Faena®. Cinco concentraciones diferentes
fueron ensayadas. Los neonatos fueron recolectados cuando las hembras alcanzaron la edad de 7 y 14 dias.
Se establecieron diferencias significativas a través del ANOVA unidireccional y las pruebas de
comparacion maltiple de Dunnett. * <0.05, ** <0.01, *** <0.001

En cuanto a las pruebas de toxicidad crénica con el rotifero L. papuana, se observo
que la tasa intrinseca de crecimiento se vié afectada negativamente por Malation y
Cipermetrina. Por un lado, todas las concentraciones de Cipermetrina evaluadas,
afectaron negativamente la tasa intrinseca de crecimiento de L. papuana, mientras que el
Malation no tuvo el mismo efecto en el proceso de reproduccion, lo que se puede observar
en la mayor concentracion (9.40 mg/L) y la de 1.18 mg/L no afecto el crecimiento

poblacional de este rotifero.
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Figura 11. Tasas intrinsecas de crecimiento de L. papuana expuesta a cinco concentraciones diferentes de
los tres pesticidas estudiados (Malation, Cipermetrina y Faena®). Se establecieron diferencias
significativas a través del ANOVA unidireccional y las pruebas de comparacion multiple de Dunnett. *
<0.05, ** <0.01, *** <0.001
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5.4 Estandarizacion de métodos de cromatografia, especificos para

la deteccion de residuos de pesticidas.

Fueron realizadas pruebas con patrones de diferentes pesticidas, logrando
implementar una técnica sensible al menos para 5 pesticidas del area de aplicacion en
Calvillo (Captan, Carbofuran, Malation, Metalaxil y Paration), tomando en cuenta la
técnica de SPME, se consiguieron rampas de temperatura del equipo para la deteccion de
los mismos a diferentes concentraciones en soluciones acuosas y muestras reales,

logrando detectar hasta 0.001 mg/L de algunos de ellos por medio de GC-MS.

Para poder llevar a cabo nuestro estudio, fueron realizadas varias pruebas para
poder analizar muestras reales de fruto y suelo, para tales fines fue utilizada muestra de
guayaba virgen, enriquecida a diferentes concentraciones de los pesticidas para evaluar
la viabilidad del método; la figura 12 muestra un cromatograma correspondiente a una
muestra de guayaba enriquecida con pesticidas, donde todos muestran sefial cuantificable;

lo mismo fue realizado con muestras de suelo virgen.
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Figura 12. Cromatograma (en modo SIM) de una muestra de guayaba virgen enriquecida con pesticidas a
0.05 mg/L, extraidos por SPME, Los picos identificados son: a) Carbofuran, b) Metalaxil, ¢) Malatién, d)
Paration, e) Captan, y f) Cipermetrina.

47



El método mostrd linealidad en la curva de calibracion realizada con soluciones estandar
de cada pesticida, utilizando concentraciones desde 1 mg/L hasta 0.001 mg/L, el cuadro
9 muestra el analisis de regresion para los pesticidas, todos ellos con un R? aceptable y
limites de deteccion (LOD, por sus siglas en inglés) de 0.001 mg/L, excepto el Captan
con un 0.002 mg/L; ademas se observan los limites de cuantificacion (LOQ, por sus siglas
en inglés) de 0.003 para todos los pesticidas excepto Captan (0.006 mg/L); todos éstos
valores por debajo de los limites maximos residuales establecidos por la Comision

europea.

Cuadro 9. Analisis de regresion para los pesticidas estudiados con una curva de calibracion de 1 mg/L a
0.001 mg/L; se muestra la ecuacién de la recta para cada uno, ademas de los Limites de deteccion y
cuantificacion (LOD y LOQ por sus siglas en inglés) y R? = Coeficiente de determinacion para éstos
resultados.

. Tiempo de y B LOD LOQ
Pesticidas i Ecuacion de Regresion R?
Retencion (mg/Kg) (mg/Kg)
(min.)
Captan 14.257 Y = 6.235e+006*X + 70934 0.88 0.002 0.006
Carbofuran 9.978 Y = 3.023e+007*X + 431898 0.98 0.001 0.003
| . 20.995 Y = 4.095e+009*X  +
Cipermetrina 0.99 0.001 0.003
4.182e+007
. 12.812 Y = 2707e+008*X  +
Malation 0.98 0.001 0.003
4.977e+006
Metalaxil 12.118 Y =1.653e+007*X + 839231 0.99 0.001 0.003
Paration 13.159 Y = 3.782e+008*X  +
. 0.96 0.001 0.003
Metilico 7.278e+006

Fueron medidos los porcentajes de recuperacion de los pesticidas a tres
concentraciones (0.5, 0.1 y 0.05 mg/kg, n = 6 para cada pesticida y cada concentracion)

en guayaba fueron 70, 105, 90, 77 y 70% (n = 18) para Captan, Carbofuran, Malation,
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Metalaxil y Paration Metilico respectivamente, y para el suelo fueron 82, 65, 76, 74 y
66% (n = 18) (mismas concentraciones), respectivamente. Todos ellos con desviaciones
estandar que van desde 1.80 hasta 17.32%. La Cipermetrina fue el Gnico pesticida que
mostrd un porcentaje de recuperacion muy bajo (<10%), lo que significa que esta técnica
no es la adecuada para este pesticida en estas muestras (guayaba y suelo) (Cuadro 10).
Ademas, se llevd a cabo un analisis de reproducibilidad a las mismas concentraciones. El
cuadro 11 muestra los valores de desviacion estandar (DE) obtenidos de cada pesticida,
de 1.81 a 16.96% para ambas matrices, excepto la Cipermetrina.

Cuadro 10. Porcentaje de recuperacién y desviacion estandar (DE) de los pesticidas extraidos de guayaba
y suelo a tres concentraciones (0.5, 0.1 y 0.05 mg/L) (n=6), por medio del método adaptado SPME.

Pesticida Concentracion %Recuperacion en %Recuperacion
(mg/L) Guayaba en Suelo
(Promedio + DE) (Promedio + DE)
Captan 0.5 50.16 + 10.28 80.04 + 13.45
0.1 66.36 + 12.23 82.25 +8.58
0.05 70.01 £ 9.62 76.01 +11.42
Carbofur 0.5 11415+9.4 45.00 £ 6.99
an 0.1 105.00 +7.33 46.95 +5.95
0.05 12450 +5.84 38.07 +12.34
Cipermet 0.5 1.63+11.8 1.09 £10.17
rina 0.1 1.72+10.98 1.35+3.78
0.05 1.67£9.89 1.27+£11.33
Malation 0.5 90.84 +6.17 71.91+4.94
0.1 57.84 + 3.49 66.63 + 1.80
0.05 70.13+7.90 7112 +11.32
Metalaxil 0.5 60.60 + 6.94 59.45 + 8.75
0.1 64.90 +7.32 61.00 + 6.32
0.05 77.13+8.72 7421 +17.32
Paration 0.5 49.44 + 17.15 66.00 + 10.13
0.1 36.31 + 16.96 56.31+9.44
0.05 58.39 +7.33 60.23 + 6.30
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Cuadro 11. Reproducibilidad del método; desviacion Estandar (DE) de los pesticidas extraidos de guayaba
y suelo a tres concentraciones diferentes (0.5, 0.1 y 0.05 mg/L) (n=6), por medio del método adaptado
SPME

Pesticida/mg/kg Carbofuran  Metalaxil Malation  Paration Captan Cipermetrina
0.05 5.85% 7.32% 8.36% 9120  9.62% 10.99%
Guayaba 0.1 7.33% 8.75% 3.49% 16.96%  14.94%  21.24%
0.5 9.40% 6.95% 6.18% 17.16%  10.28%  11.83%
0.05 12.34% 6.32% 11.33%  3.13% 9.87% 12.34%
Suelo 0.1 5.96% 11.50% 1.81% 9.44% 12.00%  3.79%
0.5 7.00% 7.30% 4.95% 10.14%  13.46%  16.55%

Las figuras 13 y 14, muestran los cromatogramas correspondientes a las muestras
(guayaba y suelo respectivamente) tomadas el dia 0 (2 horas) después de la aplicacion de
pesticidas, se identificaron los picos correspondientes a todos los pesticidas en ambas

matrices, excepto Cipermetrina en el suelo.
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Figura 13. Cromatograma (en modo SIM) de una muestra de guayaba colectada el dia O de la aplicacion de
los pesticidas extraidos por SPME, Los picos identificados son: a) Carbofuran, b) Metalaxil, ¢) Malatién,
d) Paration, e) Captan, y f) Cipermetrina.

50



milliseconds (ms)
600000 65000 700000 000D G000 G50000 900000 950000 100DOD 1050000 1700000 1150000 1200000 1250000 1300000

c)
9086 | L 0g
80864 L 0g
7064 Lot
v 6.0E6 F 06 H
5
2 c
S a0 058
7 3086+ k]
14
v
£ 2
® 4086 Los®
¢
3086 e
2066 Loz
| M N
a) b) d) ¢)
0060 : L"‘ ‘ A 00

T
0O 105 110 N5 120 125 130 135 40 W5 150 155 60 5 170 175 180 185 100 195 A0 A5 20 215 20
minutes (min)

Figura 14. Croamatograma (en modo SIM) de una muestra de suelo colectada el dia O de la aplicacion de
los pesticidas extraidos por SPME, Los picos identificados son: a) Carbofuran, b) Metalaxil, ¢) Malatién,
d) Paration y e) Cipermetrina.

Las figuras 15 y 16 muestran los cromatogramas correspondientes a las muestras
(guayaba y suelo respectivamente) tomadas 10 dias despuées de la aplicacion de los
pesticidas, se identificaron los picos correspondientes al Carbofuran, Metalaxil, Malation
y Paration Metilico en las muestras de guayaba y Carbofuran, Metalaxil, Malation y

Captan en las muestras de suelo.
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Figura 15. Croamatograma (en modo SIM) de una muestra de guayaba colectada el dia 10 de la aplicacion
de los pesticidas extraidos por SPME, Los picos identificados son: a) Carbofuran, b) Metalaxil, c) Malation,
d) Paration, e) Cipermetrina.
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d) Paration.
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Las Cuadros 12 y 13 muestran las concentraciones de los pesticidas,
correspondientes a los picos de los cromatogramas registrados para cada dia de muestreo
(guayaba y suelo, respectivamente). Esta claro que incluso después de 10 dias, todavia
hay concentraciones residuales de algunos pesticidas, en guayaba se encontraron las
siguientes concentraciones (del més alto al mas bajo), Carbofuran (2.27 mg/kg), Metalaxil
(1.58 mg/kg) Malation ( 1.50 mg/kg), y Paration Metilico (0.015 mg/kg) y para el suelo
se encontraron al dia 10, Malation (1.31 mg/kg), Carbofuran (0.30 mg/kg), Metalaxil
(0.19 mg/kg) y Captan (0.08 mg/kg ); se aprecia R? para el modelo de degradacion, que
varia de 0.79 a 0.94 en la guayaba y de 0.73 a 0.96 en el suelo, casi todos los casos son
valores aceptables; las vidas medias de los pesticidas estudiados en guayaba oscilan entre
6.17 y 8.19 dias y para el suelo son de 2.78 a 5.85 dias (Cuadros 12 y 13).

Cuadro 12. Niveles de pesticidas (mg/L) en guayaba determinados a los dias 0 (dos horas), 3, 7 y 10 después
de la aplicacion en el huerto virgen. (DE (%); n=2) ND = No Detectado.

Pesticidas Dia0 Dia3 Dia7 Dial0 R? Ecuaién de regresion  Vida media (Dias)

Carbofuran 6.6663 4.9680 4.4580 22650 0.833 Y =-0.040X + 0.657 8.168
16.03% 13.03% 17.76% 4.16%

Metalaxil 4.2945 3.8600 24690 15815 0.810 Y =-0.02820*X +0.4454 8.193
11.023%21.64%  36.26%  32.33%

Malation 11.0800 10.2501 4.1640 15020 0.941 Y =-0.104X+1.193 6.167
10.19% 5.74% 0.03% 28.77%

Paration 0.0499 0.0457 0.0269  0.0153 0.874 Y = -0.0003642*X + 7.602
2.38% 15.08%  40.08% 20.02% 0.005268
Captan 0.4559 0.2549 0.2297 ND 0.787 Y =-0.00273X + 0.0409 6.634

13.92% 24.18%  4.35%

Cipermetrina  0.0161 ND ND ND - - e
67.36%
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Cuadro 13. Niveles de pesticidas (mg/L) en Suelo circundante a arboles de guayaba determinados a los
dias 0 (dos horas), 3, 7 y 10 después de la aplicacion en el huerto virgen. (DE (%); n=2) ND = No Detectado.

media

Pesticidas Dia0 Dia3 Dia7 Dial0 R2 Ecuacion de regresion

Carbofuran 21670 1.4740 0.7911 0.3034 0.797 Y =-0.0184167*X + 0.210454 5.544
43.70% 0.28%  34.52% 23.33%

Metalaxil 0.5931 0.3005 0.2297 0.1904 0.733 Y =-0.00371597*X + 0.0514221 5.851
22.31% 6.64%  11.36% 11.96%

Malatién 10.530 3.8250 1.5310 1.3140 0.786 Y =-0.0873549*X + 0.866785 3.895
6.70% 26.33% 6.47% 2.89%

Paration 0.0251 0.0115 ND ND 0.964 Y = -0.000451247*X  + 2.776
4.82% 20.29% 0.00250577

Captan 0.4477 0.3899 0.0839 0.0800  0.889 Y =-0.00422439*X + 0.0461616 5.630
445% 11.83% 1.09% 8.18%

Cipermetrina  ND ND ND ND e e

54



mg/kg

mg/kg

Degradacion de Pesticidas

Captan
0.6
RN
0.4+ Sso
\~
e
<
\\
0.24 S
N
~
.
[ ] AN |
~
0.0 T T T
0 5 10
Dias
Malatién
151
104 E
O
SS
~.
~e
5 S
Se
LI
~e
L_ RN [ ]
<
0 T T T
0 5 10
Dias
Paration
0.06 7
0.04 4
0.02
0.00 T T T

0 5 10

mg/kg

mg/kg

Carbofuran

107
8-
6
44
e
T
we
0 r T -a
0 5 10
Dias
Metalaxil
51
24
3]
2 \;
1]
B IS LA
0 T T Lr o "
0 5 10
Dias
-E- Suelo
Guayaba

Figura 17. Graficas de regresion lineal correspondientes a la degradacion de los pesticidas a través del
tiempo en matrices de guayaba y suelo, los valores, ecuaciones de la recta y coeficientes de correlacion se

aprecian en las Cuadros 12 y 13 respectivamente.
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En cuanto a la comparacion entre ambas metodologias de extraccion (SPME y
QUECHhERS) en guayaba, solamente se llevaron a cabo con Malation y Paration Metilico,
los resultados se muestran en la Cuadro 14; en el caso del Malation, se aprecia R?
aceptable para ambos modelos de degradacion y los valores son similares en todas las
muestras (de los 4 dias de muestreo); se realiz6 la prueba de comparacion de Sidak (p
<0.05) para ver diferencias entre ambas metodologias sin encontrar discrepancias
significativas (extrayendo Malation), estas comparaciones se pueden apreciar mejor en la
figura 18. Por otro lado, la comparacion entre ambas metodologias extrayendo Paration
Metilico no fue posible debido a que QUEChERS no tuvo suficiente sensibilidad para
detectarlo, incluso en el dia 0, mientras que SPME fue capaz de detectar el pesticida
incluso en el dia 10 de muestreo (0.015 mg/kg) (Cuadro 14).

Cuadro 14. Comparacién de las técnicas de extraccion de pesticidas QUEChERS y SPME en guayaba
(mg/kg) con Paration y Malation determinados en los dias 0 (dos horas) 3, 7 y 10 posterior a la aplicacion
de éstos. (DE (%); n =2) ND= No Detectado.

Pesticida Dia0 Dia3 Dia7 Dial0 R? Ecuacion de Regresion  Vida media (Dias)
Malatién 11.080010.2501  4.1640 1.5020 0.941 Y =-0.104X+1.193 6.167
SPME 10.19% 5.74% 0.03% 28.77%

Malatién 12.78008.4020 3.0010 1.0630 0.9647 Y =-1.197*X +12.30 6.390

QUEChERS 10.43% 10.39% 10.39%  10.39%

Paration 0.0499 0.0457 0.0269 0.0153 0.874 Y = -0.0003642*X  + 7.602
SPME 2.38% 15.08%  40.08%  20.02% 0.005268

Paration ND ND ND N - O, -
QUEChERS
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Figura 18. Grafica de regresion lineal correspondiente a la degradacion del Malation a lo largo de diez dias,
donde fueron comparados los métodos de extraccién, sin diferencias significativas (Andlisis de
comparaciones multiples de Sidak, p<0.05). Los valores, ecuaciones de regresién y coeficientes de
correlacion se muestran en el cuadro 14.

6. DISCUSION.

Una de las principales contribuciones de éste trabajo, fué la implementacion de
pruebas de toxicidad aguda y cronica con dos especies zooplanctonicas nativas: a) el
rotifero litoral L. papuana, que es una especie estenotérmica, con distribucion pantropical
y pansubtropical (Segers, 1995), y b) el cladocero A. guttata (Chydorydae: Aloninae),
cuyos registros incluyen fosiles en zonas articas (Frey, 1991; Nevalainen et al., 2012) y
organismos Vvivos en diversas condiciones climaticas, incluyendo Africa (Van Damme y
Eggermont, 2011), Asia (Hirai, 1970; Sharma y Sharma, 2012), América (DiFonzo y
Campbell, 1988) y Europa (Mezquita y Miracle, 1997; Irfanullah y Moss, 2005); y
también ha sido reportado en Aguascalientes, México (Sinev y Silva-Briano, 2012). Por
lo tanto, A. guttata podria considerarse una especie cosmopolita y un organismo modelo

importante debido a su distribucion natural.
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Ambas especies estudiadas presentaron sensibilidades similares a los tdxicos y
también fueron méas sensibles que otros organismos modelo como los claddceros:
Ceriodaphnia dubia o D. magna, y el rotifero B. calyciflorus, todos formando parte de la
biota que representa la columna de agua (Charoy y Clément, 1993; Versteeg et al., 1997;
Siehoff et al., 2009), en contraste con A. guttata y L. papuana, ambas especies litorales
(Koste y Robertson 1990; Adamczuk, 2014), las cuales podrian ofrecer la ventaja de
evaluar el efecto de los contaminantes en el interfase sedimento-agua, preferentemente
en ambientes subtropicales y tropicales, aunque podrian ser utilizados también en otras
latitudes, ya que su distribucion natural parece ser cosmopolita.

6.1 Puebas de toxicidad aguda.

Para A. guttata, el orden decreciente de toxicidad registrado de los valores de
CL50 fue Malation> Cipermetrina> Faena®. El Malation fue el compuesto mas toxico,
aproximadamente siete veces mas toxico que la Cipermetrina y casi 1.000 veces mas
toxico que la formula comercial de Glifosato, Faena®. Estas diferencias en la toxicidad
relativa de los pesticidas en A. guttata podrian desencadenar nuevas preguntas sobre los
mecanismos implicados para producir efectos nocivos en este organismo no diana, sin
embargo no son el objetivo principal de la investigacion aqui presentada. No obstante,
diferentes patrones de toxicidad podrian deberse al modo de accion especifico de cada
pesticida estudiado; es decir, el Malation actia reduciendo la actividad de la
acetilcolinesterasa (ACE) y carboxilesterasas (CbE) en organismos expuestos (Trac et al.,
2016). La Cipermetrina interfiere con los canales de sodio ubicados en todas las
membranas neuronales, manteniendo abiertos los canales i6nicos y causando la pérdida
del impulso nervioso y la muerte (Sanchez-Bayo, 2012). Faena®, que contiene Glifosato
como ingrediente activo, tiene varios modos de accion en organismos no diana, incluida
la inhibicidn de la acetilcolinesterasa (Dominguez-Cortinas et al., 2008), la induccion del
dafio por estrés oxidativo y la genotoxicidad; aunque no hay consenso sobre un solo
mecanismo de toxicidad del Glifosato; ademas, su toxicidad depende también de los
componentes dentro de la formula comercial, ya que pueden modificar los efectos del
Glifosato (Annett et al., 2014). Por otra parte, las concentraciones de Cipermetrina y

Malation que indujeron la muerte de A. guttata son muy relevantes, ya que se pueden
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encontrar en entornos naturales y, por lo tanto, pueden llegar a afectar las poblaciones de
cladoceros (Newhart, 2006).

Para L. papuana, el orden decreciente de toxicidad (valores CL50) fue Faena®>
Cipermetrina = Malation. A pesar de la importancia de los rotiferos en los ecosistemas de
agua dulce y del hecho de que estan siendo afectados por varios toxicos como los
pesticidas, actualmente hay poca informacion disponible sobre el efecto de tales
sustancias en los rotiferos y alin menos en las especies nativas; una prueba de esto es que
en el sitio web de USEPA ECOTOX (2015), hay menos de 20 coincidencias con los
términos de la consulta: rotifero y los pesticidas estudiados. Por tal motivo, los resultados
de este trabajo se compararon con los de otra especie de rotifero, L. quadridentata
expuestos a Faena®, en los que el CL50 fue de 13.10 mg/L (Dominguez-Cortinas et al.,
2008), que es muy similar al mostrado para L. papuana (19.89 mg/L, este trabajo).

Por otra parte, L. papuana fue menos sensible a Cipermetrina en comparacion con
B. calicyflorus, cuya CL50 se ha reportado entre 0.50 y 3.38 mg/L (Huang et al., 2011).
Ademas, Snell y Persoone (1989) expusieron al rotifero B. rubens a Malation y
encontraron una CL50 de alrededor de 35.30 mg/L y Fernandez-Casalderry et al. (1992)
reportaron que B. calyciflorus mostré una CL50 de 33.72 mg/L, ambas coincidieron con
las de L. papuana encontradas en esta investigacion. A partir de entonces, se puede
formular la hipotesis de que L. papuana podria usarse como un organismo modelo no
convencional porque su susceptibilidad a los toxicos probados en este estudio fue similar
a la del organismo modelo B. calyciflorus. Sin embargo, la susceptibilidad de ambos
organismos deberia evaluarse comparando una gran cantidad de toxicos; pero éste no era
el objetivo de la presente investigacion, sino la evaluacion del efecto de tres pesticidas
usados exhaustivamente en Aguascalientes, México, sobre especies indigenas
zooplanctonicas, que fueron negativamente afectadas por todas ellas en concentraciones

ambientales relevantes (referidas como concentraciones nominales).

En general, L. papuana mostré6 mas resistencia que A. guttata para el Malation y
la Cipermetrina, y la diferencia es muy notable, pero A. guttata fue menos susceptible a
Faena®. Tales diferencias, incluso de varios érdenes de magnitud (hasta cuatro veces en
el caso del Malation), podrian ser el resultado de procesos especificos de detoxificacion.

Por lo tanto, planteamos la hipdtesis de que: a) A. guttata, como otras especies de
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cladoceros, reasigna la energia de los lipidos y disminuye su concentracion corporal
cuando estan expuestos a sustancias toxicas (Sancho et al., 2009; Arzate-Cérdenas y
Martinez-Jeronimo, 2012), lo cual involucra menos capacidad para bioacumular
compuestos lipéfilicos como los pesticidas, que podrian tener mayores efectos sobre los
claddceros ya que estos toxicos pueden interactuar con varios componentes celulares y
afectar asi las funciones de los tejidos y érganos, causando en algunos casos la muerte; y
b) debido a que la actividad respiratoria en A. guttata en su mayoria se lleva a cabo en la
superficie del cuerpo (Smirnov, 2013), abre la posibilidad de movilizar pesticidas
lipofilicos a través del intercambio de gases que se lleva a cabo a través de las membranas

celulares.

Por el contrario, los rotiferos del género Lecane, incluida L. papuana, presentan
una lérica dura compuesta principalmente de quitina y proteinas, que supuestamente actta
como una barrera protectora contra los toxicos y los bioacumula sobre dicha estructura,

por lo tanto, produce menos dafio (Hernandez-Ruiz et al., 2016).
6.2 Puebas de toxicidad cronica.

Con respecto a las pruebas cronicas, hay evidencia de que todos los pesticidas
afectaron a ambas especies en casi todos los parametros demograficos; A. guttata se vio
afectada a la concentracion mas baja de Cipermetrina (0.47 pg/L o 1/80 del valor CL50),
que es ambientalmente relevante ya que se puede encontrar en cuerpos de agua
contaminados (Marino y Ronco, 2005) como los de Calvillo, Aguascalientes. Ademas, se
ha informado que otros cladéceros como D. magna pueden verse afectados en
concentraciones tan bajas como 6.1 x 10 ug/L (Kim et al., 2008) debido a la exposicion
cronica a la Cipermetrina (14 dias), lo que puede reducir significativamente la tasa
intrinseca de crecimiento (r) de una manera dependiente de la concentracién. En
contraste, nuestros resultados mostraron que la tasa inrinseca de crecimiento se Vvio
afectada solamente a la concentracion de 0.95 pg/L (1/40 del valor CL50), pero no se
alter6 a concentraciones inferiores o superiores de dicho valor, lo que sugiere una curva
de dosis-respuesta no-monotonica, que podria estar relacionada con un proceso de
hormesis, que se conoce por efectos de un mismo toxico, estimulando a bajas

concentraciones e inhibiendo a concentraciones mas altas (Kefford et al., 2008).
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Ademas, cuando los cladoceros estan expuestos a factores ambientales de estreés,
pueden reasignar sus recursos energéticos en procesos mutuamente excluyentes, como el
crecimiento o la reproduccion somatica, una vez que se ha garantizado la supervivencia.
Sin embargo, algunos cladoceros pueden asignar incluso mas recursos energéticos a sus
descendientes (Arzate-Cardenas y Martinez-Jeronimo, 2012), lo que pudo aumentar la
fecundidad de Alona como respuesta al estrés promovido por la Cipermetrina. Ademas,
el tamafio de los neonatos de claddceros puede verse influido de diferentes maneras, como
la presencia de depredadores (Repka y Walls, 1998), la disponibilidad de alimentos, la
densidad de poblacién (Gorbi et al., 2011) o la presencia de compuestos toxicos; asi pues,
los neonatos de A. guttata nacidos de hembras intoxicadas fueron mas grandes que los
nacidos de hembras control. Por lo tanto, podemos atribuir este comportamiento a la
capacidad de las hembras intoxicadas de cambiar su disposicion de energia para producir
neonatos mas grandes, asegurando su posible supervivencia en ambientes toxicos

(Arzate-Cardenas y Martinez-Jeronimo, 2012).

La exposicion crénica al Malation afectd a A. guttata reduciendo
significativamente todos los pardmetros demograficos de una manera dependiente
respecto a la concentracion, comenzando por la concentracion mas baja (0.066 pg/L o
1/80 del valor CL50) ambientalmente relevante (Newhart, 2006). En otros estudios, se
han medido efectos adversos como supervivencia, reproduccion y otros en D. magna
intoxicada con Malation (21-d), donde todas las alteraciones se observaron por debajo de
0.23 ug/L (Toumi et al., 2015) cuyo valor esté cerca de lo que afecta a A. guttata en un
periodo similar (14-d). En el sitio web de ECOTOX de USEPA, se encuentran varios
informes sobre efectos de Malation en cladoceros, en los que los valores de LOEC varian
entre 3.10 y 20 ug/L, pero la concentracion mas baja que se probo en nuestro estudio
(0.066 pg/L) es al menos 46 veces menor que la LOEC mas baja descrita para D. magna.
Por lo tanto, se puede afirmar que A. guttata es un organismo muy sensible que se ve
notablemente afectado por el Malation y, por lo tanto, podria sugerirse como organismo

modelo para evaluar la toxicidad en ambientes contaminados por pesticidas.

Con respecto a la prueba de toxicidad cronica con A. guttata expuesta a Faena®,
todos los parametros demograficos se vieron afectados, como se puede observar en la
Figura 9, donde es evidente que desde las concentraciones mas bajas se redujeron la

supervivencia y fecundidad de los cladéceros, y en las concentraciones mas altas

61



probadas se estimulo la reproduccion de esta especie, que puede notarse en el incremento
en la tasa de reproduccion neta. Tal resultado sugiere que Faena® podria estar actuando
como un disruptor endocrino porque no afecta a los organismos a concentraciones bajas
o0 altas. Sin embargo, debe sefialarse que otra posibilidad es que todos los productos
quimicos en ésta formulacion comercial puedan tener actividad de xenoestrégenos y asi
aumentar la fecundidad (Weltje et al., 2005). De ser asi, el incremento de la fecundidad
podria tener efectos negativos a largo plazo en la capacidad de la especie para asignar
energia a otros procesos importantes, lo que significa que una mayor fecundidad no

siempre es una respuesta positiva.

Los efectos negativos antes mencionados coinciden con los hallazgos de Cuhra et
al. (2013), donde los organismos no lograron nacer, pero la cantidad de abortos fué méas
alta en las dafnias intoxicadas que en los controles, ya sea con Glifosato solo (1.35 mg/L)
o la formulacion comercial Round Up®. Por otra parte, Papchenkova et al. (2009)
llevaron a cabo un estudio multigeneracional con D. magna expuesto al Glifosato y
encontraron un mayor namero de eclosiones y crias en las pulgas de agua intoxicadas en
comparacion con el grupo control. Para A. guttata el nimero de nacimientos aumento
significativamente a 2.80 mg/L de Glifosato. Estas comparaciones entre abortos y
nacimientos de cladoceros se realizan en términos de la energia asignada a la produccion
de huevos; en ambos casos, dichos recursos ya no estan disponibles para otros procesos,
sino solo para el desarrollo de embriones. Por lo tanto, es posible comparar el incremento
del nimero de huevos, incluso si no alcanzaron la madurez, concluyendo que el Glifosato
y sus formulaciones comerciales poseen un mecanismo de toxicidad similar a los

xenoestrogenos o estimuladores reproductivos.

Lecane papuana se vio afectada por el Malation y la Cipermetrina en las
concentraciones mas bajas (0.59 y 0.40 mg/L, respectivamente, o 1/80 del valor CL50).
Han sido reportados resultados similares para el rotifero B. calyciflorus expuesto a
Cipermetrina (a 1y 2 mg/L) (Huang et al., 2011), y para el rotifero Philodina acuticornis

expuesto al Malation, que afecta su reproduccion a 0.17 mg/L (Kegley et al., 2016).

Algunos estudios han mostrado que el Glifosato alarga la fase de desarrollo
embrionario y disminuye la fecundidad de B. calyciflorus cuando son expuestos a

concentraciones de 3 mg/L, por lo tanto se esperaba que L. papuana se viera afectada de
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la misma manera con las concentraciones utilizadas de Faena®; sin embargo, la aparente
diferencia podria deberse al hecho de que solo alrededor del 37% de Faena® es Glifosato,
ademas de que la formula comercial es incluso méas toxica que el Glifosato solo. Por lo
tanto, especulamos que Faena® a 3.97 mg/L (Glifosato 1.45 mg/L) podria afectar en
mayor medida a L. papuana, pero los rotiferos utilizados no mostraron ninguna evidencia

de tal sensibilidad a este toxico a las concentraciones probadas durante esta investigacion.

Vera et al. (2012), llevaron a cabo experimentos de microcosmos en los que
diferentes rotiferos fueron expuestos al Glifosato en la férmula comercial Atanor®, lo
que resulté en un aumento de la abundancia de Lecane, que de acuerdo con los resultados
aqui presentados, el Glifosato podria promover la produccion de huevos,
independientemente de los agentes quimicos (vehiculos) encontrados en las
formulaciones comerciales, y por lo tanto alterar los ciclos de reproduccion natural. No
obstante, se requiere mas investigacion para aclarar la participacion de diferentes vias de

sefializacion endocrina.

En general, en las pruebas cronicas, ambas especies muestran una notable
diferencia con respecto a los 6rdenes de magnitud, donde A. guttata fué mas sensible que
L. papuana, esto se puede explicar con los hechos abordados en las pruebas agudas, ya

que las concentraciones utilizadas se derivaron de la CL50 de cada pesticida.
6.3 Deteccion de residuos de pesticidas.

Se evalud la residualidad de los pesticidas en guayaba y suelo de un huerto virgen
en un periodo de 0 a 10 dias después de la aplicacion, los hallazgos mostraron altas
concentraciones que podrian representar un riesgo ambiental y al consumidor; éste
estudio se realiz6 bajo las condiciones ambientales de Calvillo, Aguascalientes, en un
huerto real; sus objetivos fueron proponer la evaluacion de los limites maximos residuales
(LMR) de pesticidas utilizados para la guayaba en México, y compararlos con los
establecidos en instituciones gubernamentales de salud a nivel mundial, ya que un gran
namero de éstos no existen para la guayaba (Cuadro 15); las autoridades sanitarias
mexicanas parecen estar subestimando los riesgos toxicoldgicos, algunas de estas
sustancias deben ser prohibidas o restringidas; también fué de gran importancia evaluar

el peligro que la residualidad de los pesticidas en la fruta representa, para su exportacion
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y consumo, asi como la residualidad en el suelo que puede estar subestimada e incluso
podria ser un peligro potencial para contaminar los cuerpos de agua, pudiendo dafar
organismos no diana (terrestres y acuaticos); ademas, se evalu6 que la técnica SPME-
GC-MS podria ser un método alternativo a QUEChERS utilizado en las instituciones de
salud del gobierno; incluso esta técnica adaptada para evaluar pesticidas en guayaba
(SPME-GC-MS), también es funcional y aplicable para evaluar la presencia y
residualidad de pesticidas en el suelo.

Cuadro 15. Limites Maximos Residuales (mg/kg) de los pesticidas estudiados sobre guayaba en agencias
internacionales. SDG: Sin Datos para Guayaba. (Codex Alimentarius, 2017; Canada.ca, 2017; COFEPRIS,
2016; Europa.eu., 2016; Japanese Positive List, 2017; Pesticides, A., y Authority, V. M., 2012 and USEPA,
2012)

Pesticidas Australia Canada Codex Comision Japon México USA

Alimentarius Europea

Captan SDG SDG SDG 0.03 5 SDG SDG
Carbofuran SDG SDG SDG ol 0.3 SDG Expirado
Cipermetrina SDG 1 SDG 0.05 0.03 SDG 1
Malation SDG SDG SDG 0.02 8 8 8
Metalaxil SDG SDG SDG 0.05 SDG SDG SDG
Paration No listado  No SDG 0.01 0.2 0.01 Expirado
listado
Metilico

6.3.1 Residualidad de los pesticidas en guayaba.

En Mexico, la COFEPRIS ha publicado la lista mas reciente de LMR para
pesticidas; en la cual, ninguno de los pesticidas estudiados esta registrado para la guayaba,
excepto Malation y Paration Metilico con LMR de 8 y 0.01 mg/kg (Cuadro 15)
respectivamente, los restantes (Captan, Carbofuran, Cipermetrina y Metalaxil) ain no han
sido propuestos para tener LMR, se pueden observar casos similares en los LMR de
Australia, Canada o incluso en el Codex Alimentarius, donde la mayoria de estos
pesticidas no tienen LMR para la guayaba (Cuadro 15). Esto es de gran importancia ya

que todos estos pesticidas se aplican en Calvillo con alta frecuencia; quizas el caso mas
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grave en el area es el Malation, utilizado por el 94% de los productores y cuya frecuencia
de uso alcanza hasta 24 aplicaciones por afio, una situacion que nos hace pensar que los
productores no estan orientados adecuadamente para realizar las aplicaciones (De Lira et
al., 2016). De acuerdo con nuestros resultados, el Malation estd presente en guayaba
incluso el dia 10 después de la aplicacion a una concentraciéon de 1.50 mg/kg (Cuadro
12), que esta dentro de los LMR de COFEPRIS, EE.UU. y Japdn, pero no dentro de los
LMR de la Comision Europea (CE) (0.02 mg/kg), y no estan establecidos en Australia,
Canada y el Codex Alimentarius (Cuadro 15). Sin mencionar que las concentraciones de
Malation mencionadas pueden ser subestimadas, ya que nuestro estudio se llevo a cabo
en un huerto virgen, situacion que dificilmente sera la misma en un huerto donde los
productores apliquen pesticidas una vez por quincena, y eso puede ser causa de la
residualidad a lo largo del afio dando lugar a una concentracion constante en la fruta, sin

degradarse o incluso con la posibilidad de aumentar gradualmente.

Devi et al. (2016) realizaron un estudio en guayaba, similar al nuestro, en el que
se evaluo la vida media del Malatién, la cual fue de 3 dias y de 3.30 dias cuando se
aplicaron dosis dobles, mientras que en nuestro studio se encontrd una vida media de 6.17
dias (Cuadro 12) con aplicaciones de acuerdo con las recomendaciones del producto; esto
puede deberse a las muy diferentes condiciones ambientales y climatologicas, mientras
éstos autores realizaron su estudio durante el verano en Hisar, India, a una temperatura
que oscila entre 35 y 45 ° C, nuestro trabajo se realizé a finales de otofio y principios de

invierno, con una temperatura que vario entre 10 y 25 ° C.

Por otro lado, Carbofuran, Metalaxil y Paration Metilico estan presentes en el dia
10 en guayaba en concentraciones de 2.27, 1.58 y 0.015 mg/kg (Cuadro 12),
respectivamente; el valor de Carbofuran esta por encima de los LMR de CE y Japon (0.01
y 0.3 mg/kg respectivamente) (Cuadro 15) y no hay datos para LMR para guayaba (de
Carbofuran) en Australia, Canada, Codex Alimentarius y COFEPRIS; el valor del
Metalaxil estd por encima del LMR de CE, y no hay datos para guayaba del resto de
instituciones mundiales para este pesticida (Cuadro 15); el valor de Paration Metilico esta
por encima de los LMR de CE y COFEPRIS al dia 10, esta por debajo de los de Japdn,
pero esta prohibido en Australia, Canada y USA, y no hay datos en el Codex Alimentarius
para guayaba (Cuadro 15); es importante recordar que el Paration Metilico esta prohibido

en México, y que todavia se usa, al menos el 25% de los productores en Calvillo (De Lira
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et al., 2016), y no necesariamente usan el mismo producto comercial que nosotros
utilizamos para nuestro estudio, el cual solo tiene una concentracion del 2% de Paration
Metilico. Existen pocos estudios sobre guayaba, por lo que es urgente monitorear las
aplicaciones de pesticidas en frutas de México y generar programas de capacitacion
efectivos para productores, asi como acordar LMR mundiales de pesticidas en guayaba y
establecer aquellos que no existen y modificar aquellos que existen que pueden ser de

gran riesgo.

En cuanto a la vida media de estos pesticidas en guayaba, encontramos 8.17, 8.19,
7.60 y 6.63 dias (Cuadro 12) para Carbofuran, Metalaxil, Paration Metilico y Captan
respectivamente; comparando estos resultados con los de otros autores encontramos que,
con los datos en el trabajo de Nigg et al. (1984), se obtuvo una vida media de Carbofuran
de 19.18 dias, lo que es 2.34 veces mas de lo que encontramos, sin embargo, este trabajo
se llevo a cabo con un cultivo de naranja, a los 35 dias y en Lake Alfred, Florida, donde
las condiciones pueden ser menos favorable para la degradacion del producto. Mehta et
al. (1997), encontraron que la vida media del Metalaxil en la mostaza es de entre 1.79 y
2.08 dias, lo que es aproximadamente 4 veces menos de lo que encontramos en nuestro
estudio (8.19 dias) (Cuadro 12), sin embargo este trabajo se llevé a cabo en India en un
clima subtropical, donde las condiciones ambientales pueden favorecer su degradacion,
en contraste el sitio de nuestro estudio tuvo una temperatura promedio de 15.8°C, muy
inferior a la temperatura de cimas tropicales y subtropicales. Segun la ATSDR (2017),
pequefas capas de Paration Metilico formadas en hojas y otras superficies, tienen una
vida media de fotodegradacion de 3.66 dias (88 horas), en nuestro caso fueron 7.60 dias
(Cuadro 12) (2.08 veces mas). Por otro lado, el Captan tiene una vida media en hojas que
puede variar de 3 a 13 dias (USEPA, 1999), similar a lo que obtuvimos. Como se puede
ver, no todos los estudios estan de acuerdo con lo que encontramos, ya que las condiciones
no son las mismas, y probablemente los productos comerciales (y sus concentraciones)
son diferentes; ademas de las matrices y/o areas de aplicacion y por lo tanto su

composicion y tiempos de degradacion varian.
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6.3.2 Comparacion de la residualidad de pesticidas en la guayaba

con otros frutos mexicanos.

Ortelli (2005), presentd un trabajo en el que se llevaron a cabo estudios para
detectar pesticidas en productos citricos importados de diferentes paises, entre ellos
Meéxico, encontrando Paration Metilico en concentraciones de 0.02 mg/kg, casi la misma
concentracion que encontramos en el dia 7 de muestreo (0.027 mg/kg); el paration
Metilico también fue encontrado por Ciscato (2009) a una concentracion cercana a 0.05
mg/kg en chirimoya, que es la misma concentracién que nosotros encontramos en el dia
0. En otro estudio conducido en Costa Grande, Guerrero, los pesticidas fueron
monitoreados en 19 muestras de mango, encontrando Paration Metilico en todas ellas,
ademas de algunos organoclorados (Encarnacion et al., 2016); sin mencionar que los
citricos, la chirimoya y los mangos tienen los mismos LMR que la guayaba en COFEPRIS
y CE (COFEPRIS, 2016; Comision Europea, 2016); segun la ATSDR (2017), el Paration
Metilico se ha encontrado en diversos alimentos en diferentes concentraciones, presente
en zanahorias, manzanas, peras, espinacas (incluso enlatadas), entre otros, en
concentraciones (en este ultimo) de 1.6 mg/kg (32 veces la concentracion que
encontramos el dia 0); es importante sefialar que el producto comercial de Paration
Metilico que utilizamos en nuestro estudio tiene solo el 2% del pesticida, situacion que

puede no ser la misma en los otros estudios.

Otro estudio de Vargas-Gonzalez et al. (2016) en Coahuila, México, encontraron
que hay una larga lista de ingredientes activos (alrededor de 50) que se usan en el cultivo
de meldn, que comprenden muchos pesticidas, incluidos los utilizados para nuestro
estudio, excepto el Paration Metilico; del resto, todos estan permitidos para el meldn; sin
embargo, el Malation, el Carbofuran y la Cipermetrina se consideran peligrosos y vale la
pena mencionar que los LMR para melones segin COFEPRIS también estan
sobreestimados (Malation 8 mg/kg, y para Carbofuran y Metalaxil sin limite aplicado en
suelo), como lo son los de guayaba; si nuestra fruta de guayaba fuera mel6n el dia 10, los
residuos de Carbofuran, Metalaxil y Malation (2.27, 1.58 y 1.50 mg/kg respectivamente)
(Cuadro 12) podrian estar dentro de los LMR de la COFEPRIS, pero estarian por encima
de los LMR segun el Comisién Europea (0.01, 0.2 y 0.02 mg/kg respectivamente, para el

meldn) 227, 7.9 y 75 veces mas, respectivamente, si agregamos que como en Calvillo, en
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Coahuila también hay aplicaciones de hasta 21 veces por ciclo agricola, la residualidad
es inminente; ademas, el 95% de los productores usan mezclas en Coahuila (Vargas-
Gonzalez et al. 2016), lo que puede estar subestimando el efecto téxico de estos

pesticidas.

En 2002, se detectaron varios pesticidas, incluidos Captan y Paratién Metilico en
manzanas frescas en Cuahutémoc, Chihuahua, México (Ramirez et al., 2004); el Captan
se encontro a concentraciones de hasta 0.99 mg/kg, aproximadamente el doble de lo que
encontramos el dia 0 (0.46 mg/kg) y el Paration Metilico a 0.044 mg/kg, casi lo que
encontramos el dia 0 (0.05 mg/kg) (Ambos valores obtenidos con un promedio de 70%
de recuperacion, por lo que pueden estar subestimados); los productores de manzanas
podrian estar sobredosificando pesticidas, porque las concentraciones encontradas en la
manzana cosechada son mas altas que las encontradas en la guayaba el dia que se aplicd
el pesticida, e incluso el LMR de la CE para Paration Metilico en manzana es el mismo
que de guayaba; un caso similar ocurre en Nuevo Leon, México, donde se han encontrado
Malation y Paratién Metilico en los huertos de citricos en concentraciones de hasta 0.44
y 0.009 mg/kg respectivamente (Suérez-Jacobo et al., 2017); la guayaba tuvo una
concentracion de 1.50 y 0.015 mg/kg, respectivamente (Cuadro 12) a los diez dias de la
aplicacion (3.4 y 1.7 veces mas); si tomamos en cuenta la cinética de degradacion de
nuestro estudio, podemos inferir que estos productos citricos corren el riesgo de ser
cosechados cuando solo han pasado unas dos semanas desde la aplicacion de los
pesticidas; cabe aclarar que las condiciones de ambos cultivos no son exactamente las

mismas, a pesar de ser ambos en México.

Todos estos hallazgos y comparaciones indican que los pesticidas podrian ser
aplicados en México en concentraciones mas altas de lo que los productos comerciales
sugieren; se aplican con mucha frecuencia, y los frutos se pueden cosechar en fechas muy
cercanas a las aplicaciones, ya que comparando estos estudios con los nuestros, hay
evidencia de malas practicas en varias areas de México, no solo en Calvillo,

Aguascalientes.

Es importante aclarar que segun las fichas técnicas de los pesticidas comerciales,
dependiendo de la plaga y la fruta, serd la aplicacion de pesticidas en mas o menos

concentraciones, y por lo tanto la residualidad entre las frutas o vegetales puede variar,
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sin embargo, esto no significa que no existe un riesgo inminente ya que muchas frutas
tienen los mismos 0 menos LMR que la guayaba, como el melén. Ademas, en nuestro
trabajo, como en otros estudios, se midi6 el principio activo de cada pesticida
independientemente de los metabolitos; En el caso de los LMR establecidos por la
mayoria de las instituciones gubernamentales mundiales, las cantidades tienen en cuenta
la suma del principio activo y sus metabolitos, por lo que las cantidades que encontramos
podrian ser mayores si medimos estos metabolitos, por lo que el riesgo es subestimado;
ademas, todos los productos comerciales que utilizamos en nuestro estudio tenian entre 2
y 50% del principio activo, excepto el Malation (83.6%), las concentraciones de estos
productos pueden variar incluso en la region de Calvillo.

6.3.3 Residualidad de pesticidas en suelos de huerto de guayaba.

En general, se esperaba que la vida media de todos los pesticidas fuera menor en
el suelo que en la fruta, ya que la aplicacion se hace en la fruta, ademas el suelo tiene
microorganismos que favorecen la degradacion (Newhart, 2006). Sin embargo, en el dia
10 del muestreo, el suelo todavia presento residualidad cuantificable de los pesticidas, a
excepcion del Paration Metilico y Cipermetrina; el primero tal vez debido a la pequefa
concentracion del producto comercial y el segundo debido a la baja tasa de recuperacion
de la extraccion; los otros pesticidas estuvieron presentes en las siguientes
concentraciones: Carbofuran 0.30, Malation 1.31, Metalaxil 0.19 y Captan 0.08 mg/kg
(Cuadro 13); estas concentraciones son algo alarmantes, ya que en todos los casos se
exceden los LMR de CE (Cuadro 15) establecidos para la guayaba pero de una muestra
de suelo (el Carbofuran también excede los LMR japoneses); podemos inferir que la biota
terrestre y acuatica puede verse perjudicada, si estos pesticidas alcanzan una movilizacién
en este periodo de tiempo; ademas, como en la fruta, las concentraciones de Malation
mencionadas para el suelo a los 10 dias podrian subestimarse, ya que como hemos
mencionado arriba, nuestro estudio se llevd a cabo en un huerto virgen y algunos
productores aplican pesticidas en promedio una vez cada quince dias, lo que resulta en
una concentracién constante en el suelo, o peor, un aumento gradual de pesticidas en el
suelo e incluso en agua donde la vida media del Malation puede ser varias semanas.
(Newhart, 2006); algunos estudios han demostrado que el Malation puede ser

extremadamente dafiino para diferentes organismos, por ejemplo, Garza-Leon et al.
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(2017) reportaron que el Malation puede disminuir los parametros poblacionales en
organismos de agua dulce a partir de concentraciones tan bajas como 66 ng/L (19,000
veces menos de lo que encontramos el dia 10); y en estudios con Carbofuran, puede
volverse téxico desde 0.0013 mg/L para Ceriodaphnia dubia (Kegley et al., 2016) 200
veces menos de lo que encontramos el dia 10; ademas, el uso de mezclas de pesticidas
puede provocar dafios a organismos no diana, acuaticos y terrestres, como las larvas de
abejas meliferas (Zhu et al., 2014); entonces puede haber dafio colateral, si agregamos
que hay muchos huertos con drenes a varias represas en Calvillo, probablemente los
pesticidas se estan movilizando y afectando a la biota acudtica y terrestre; Existe
evidencia de que hay algunos drenes contaminados en México, como el sistema de
drenaje agricola del Valle de Culiacan, donde se han encontrado organofosforados en
concentraciones de 1.29 mg/kg (Garcia-de la Parra et al., 2012), casi el mismo valor de
lo que encontramos de Malation a los 10 dias en el suelo (1.31 mg/kg) pero estando en el

agua, de nuevo un indicativo de aplicaciones muy frecuentes o excedidas.

Por otro lado, la vida media del Malation que obtuvimos en el suelo fue de 3.90
dias (Cuadro 13), lo que concuerda con lo que menciona Newhart (2006), de 3 a 7 dias;
aungue hay otros estudios que mencionan que puede durar 17 dias en el suelo y hasta 18
en el agua dependiendo de las condiciones (NPIC, 2010); en el caso del Carbofuran, su
vida media en el campo puede variar de 1 a 5 semanas, dependiendo en gran medida del
tipo de suelo, la humedad, el pH y la temperatura (Cohen et al., 1984); de modo que las
condiciones del cultivo de guayaba Calvillo podrian indicar que son adecuadas para llevar
a cabo una degradacion de Carbofuran en poco tiempo, ya que la vida media de este
pesticida en el suelo fue de 5.54 dias (Cuadro 13), sin embargo no garantiza que tanto el
Malation como el Carbofuran no estaran presentes en la siguiente aplicacion, ya que,

como se menciono, todavia estan presentes en el dia diez a altas concentraciones.

La vida media de los otros pesticidas en el suelo fue de 6.41, 5.90 y 5 dias (Captan,
Metalaxil y Paration Metilico, respectivamente) (Cuadro 13); que en el caso del Captan
esta de acuerdo con la literatura, durando menos de un dia en el agua y de 1 a 10 dias en
el suelo (USEPA, 1999; Kamrin, 1997). Sin embargo, es importante destacar que
Metalaxil y Captan también estan presentes en el dia 10 del muestreo de suelo (0.19 y
0.08 mg/kg respectivamente) (Cuadro 13) y si se estan movilizando, podrian dafar la

biota acuatica, ya que estd documentado que D. magna se ve afectado por Metalaxil de

70



forma crénica en su reproduccion en concentraciones de 0.10 mg/kg (la mitad de lo que
encontramos en el dia 10) y en el caso de Captan puede afectar agudamente a los
protozoos de 0.004 mg/kg en 24 h ( Kegley et al., 2016), veinte veces menos de lo que
encontramos en el suelo en el dia 10 (Cuadro 13).

En un estudio realizado en Rio Verde, San Luis Potosi, en suelo, también se
encontrd, ademas de pesticidas organoclorados, Paration Metilico en el 100% de las
muestras en concentraciones de 0.025 mg/kg en promedio (Velasco et al., 2014 ); en
nuestro estudio, detectamos Paration Metilico en el suelo hasta el dia tres (0.011 mg/kg)
(Cuadro 13), luego la concentracion ya no era detectable, lo que sugiere que las muestras
de San Luis Potosi se encontraban en una zona de aplicacion intensa o el pesticida
comercial utilizado en la zona era mas concentrado, ya que estas muestras contienen 2.27
veces mas Paration Metilico que el nuestro (a los tres dias de aplicacion), cabe mencionar
que los métodos utilizados para extraccion y cuantficacion de éste trabajo fue distnto al
nuestro, por lo que éstas comparaciones pueden estar subestimadas ya que los limites de
deteccion de éstos autores (0.7 ppm) estaban muy por encima de los nuestros (0.001 ppm)
. Ademas, el Paration Metilico también puede tener efectos graves en la biota acuatica.
Se ha documentado que afecta a D. magna de forma aguda desde concentraciones tan
bajas como 0.0001 mg/kg (Kegley et al., 2016) 100 veces menos de lo que encontramos

en el suelo el dia 3, y 250 veces menos de lo que se encontrd en las Rio verde.

6.3.4 Riesgos en el humano por exposicion a pesticidas aplicados en

guayaba.

En Meéxico, se sabe poco sobre los cuidados que tienen los productores y los
aplicadores de pesticidas, y se han realizado muy pocos estudios para evaluar el riesgo;
en Tejupilco, México, se realizd un estudio en el que se evaluaron diferentes aspectos
para monitorear el riesgo de exposicidn a pesticidas en personas intoxicadas, encontrando
que el 71.8% fueron durante actividades agricolas, la mayoria por inhalacion, el 54% de
los casos fueron considerados por inapropiado manejo de pesticidas, el 88.6% tenia
alimentos en los sitios de aplicaciony el 74.2% no uso la proteccion adecuada (Hernandez
et al., 2007); ésta es una situacion que se puede estar replicando en mas areas como
Calvillo, ya que hemos visto que una gran parte de los aplicadores (incluidos los que nos

ayudaron a llevar a cabo este estudio) no estan capacitados adecuadamente para la
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aplicacion de pesticidas, poniendo en riesgo su salud y también la calidad del producto;
ademas del peligro que involucra tanto al producto y su consumo, como a la biota en
general, la aplicacién irresponsable de pesticidas en el territorio mexicano, puede estar
causando dafos a las personas, las que aplican, como las que recoger frutas y personas
que viven cerca de huertos; Mendoza et al. (2015), menciona que en Calvillo,
Aguascalientes, se encuentra el mayor numero de pacientes con enfermedades renales en
el estado, coincidiendo con el elevado uso de pesticidas; en su trabajo menciona que el
71% de la poblacion estudiada presenta coexposicion a pesticidas sugiriendo que este es
un factor importante para el desarrollo de la enfermedad renal; entonces, adicionalmente
a la residualidad en frutas y suelo (y probablemente en agua) los pesticidas podrian
movilizarse a poblaciones rodeadas de huertos de guayabas (en algunos lugares a pocos
metros), dada la residualidad que informamos en el dia 10 y la frecuente aplicacion de
pesticidas, el riesgo podria ser subestimado y puede estar afectando a los colonos de

Calvillo.
6.3.4 Técnicas SPME-GC-MS y QUEChERS-GC-MS.

Como mencionamos anteriormente, esta comparacion se realizo sélo con muestras
de guayaba y solo detectando Malation y Paration Metilico porque son los Unicos
pesticidas en los que se enfoca el Instituto de Servicios de Salud del Estado de
Aguascalientes para guayaba utilizando la metodologia de extraccion QUEChERS; por lo
tanto las mismas muestras que analizamos bajo el método SPME, se enviaron a este
Instituto de Gobierno; los resultados muestran que ambas metodologias son capaces de
detectar Malation en las muestras a los 10 dias, y no hay diferencia significativa entre las
metodologias en cualquier dia de muestreo (prueba de comparaciones multiples de Sidak,
p<0.05), la figura 18 muestra la tendencia que siguieron ambos métodos, con una
diferencia nula; con respecto al Paration Metilico, la metodologia SPME parece ser mas
sensible que QUEChERS ya que ésta ultima no fue capaz de detectarlo incluso en el dia
0, mientras que SPME lo detect6 hasta el dia 10 (0.015 mg/kg) (Cuadro 14) en cantidades
superiores a los LMR de COFEPRIS y CE; por lo tanto, existe evidencia de que el método
SPME podria ser una alternativa a QUEChERS para implementarlo en Institutos
Gubernamentales para determinar pesticidas en vegetales con una sensibilidad igual o

incluso mejor, y que cubra las demandas de LMR establecidos por CE. Algunos trabajos
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han reportado que los métodos de extraccion SPME podrian ser utilizados para sustituir
a QUEChERS buscando pesticidas, Silva et al. (2013) mencionan que los limites de
cuantificacion alcanzados por SPME fueron al menos un orden de magnitud menores que
los logrados por el método QUEChERS midiendo fungicidas en uvas y fresas; otros
estudios reportan que SPME muestra mejores limites de cuantificacion (hasta 200 veces
mas bajos) que QUEChERS midiendo pesticidas en jugos de fruta (Cherta et al., 2013) o
midiendo pesticidas a partir de salsa de espagueti, donde la principal ventaja es la
sensibilidad y simplicidad (Stenerson et al., 2016).

Finalmente, todos los pesticidas, excepto la Cipermetrina fueron detectados bajo
la técnica SPME-GC-MS; los porcentajes de recuperacion que nosotros reportamos para
ambas matrices van desde 65 a 105%, lo cual coincide parcialmente con aquellos
obtenidos por Menezes et al. (2010), cuyos porcentajes variaron de 52 a 117% quién
utilizé como matriz el mango; también coinciden parcialmente con aquellos obtenidos
por Sapahin et al. (2014) de 21 a 117% en diversos vegetales, razon por la cual se pueden
encontrar variaciones en los resultados y sensibilidad de la técnica, donde puede ser muy
buena para ciertos pesticidas en ciertas matrices y cadtica para otros pesticidas, como fue
en nuestro caso la Cipermetrina, la confiabilidad del método dependera del pesticida y

matriz en cuestion.
6. CONCLUSIONES.

En Calvillo, Aguascalientes, México, se han aplicado varios pesticidas durante décadas
debido a su alta produccion de guayaba, actualmente existen problemas emergentes en el
estado, debido a la aplicacion frecuente de pesticidas. Este trabajo fué dividido en dos
partes fundamentales, la primera de ellas Bioldgica y la segunda la instrumental, en el
primer caso se implementaron pruebas de toxicidad aguda y cronica para evaluar el
impacto de pesticidas cominmente utilizados en Calvillo Aguascalientes en especies
nativas de agua dulce, el cladocerano A. guttata y el rotifero L. papuana. De éstas pruebas,
se determinaron concentraciones letales, efectos en procesos de reproduccion y efectos
de disrupcién enddcrina o de hormesis en los organismos de prueba, la susceptibilidad de
éstos organismos se evalud a concentraciones muy bajas, que son de preocupacion
ambiental, ya que se pueden encontrar en los depdsitos naturales de agua. A. guttata fue

el organismo mas sensible y aqui presentamos algunas pruebas de que Faena® podria
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actuar como un disruptor endocrino o probablemente como un xenoestrégeno, induciendo
un aumento de la fecundidad en el clad6cero. Finalmente, proponemos estas dos especies
como organismos modelo para la evaluacién de toxicidad en ambientes tropicales y

subtropicales.

En cuanto a la parte instrumental del trabajo, se sabe que algunas politicas nacionales e
internacionales sobre salud y seguridad han cambiado y se han establecido mas
restricciones legales para prevenir la acumulacidon de residuos de pesticidas en los
productos agricolas, Por lo tanto, con éste proyecto se evalud la residualidad de los
pesticidas mas usados en Calvillo Aguascalientes en cultivos de guayaba utilizando una
técnica de microextraccion en fase sélida (SPME) donde encontramos alta residualidad
de cinco pesticidas (Captan, Carbofuran, Malation, Metalaxil y Paration) en un huerto
virgen de guayaba donde se aplicaron estos pesticidas; diez dias después de la aplicacion
solo dos pesticidas (Captan y Cipermetrina) estaban por debajo de los limites de deteccion
de nuestra técnica. En el caso del suelo, la residualidad también fue alta y solo dos
pesticidas (Cipermetrina y Paration) estuvieron por debajo de los limites de deteccion
diez dias después de la aplicacion. Casi todos los pesticidas estudiados aqui, en algin
momento superaron los LMR mundiales establecidos para la guayaba, en algunos casos
en varios 6rdenes de magnitud. Solo dos: el Captan y la Cipermetrina aparentemente no
exceden estos limites diez dias despues de la aplicacion del pesticida. La mayoria de los
LMR de las agencias internacionales no existen para varios pesticidas que se sabe que se
aplican sobre la guayaba, o si existen son en muchos casos superados, ademas se estimo
el riesgo que representa el uso de éstos pesticidas en otros huertos frutales cultivados en
México y fue monitoreada la residualidad de los pesticidas en suelo donde puede existir
una posible movilizacion y toxicidad para biota terrestre y acuatica; todos éstos hechos
representan una seria amenaza para la salud humana y ambiental en la region de Calvillo,
Aguascalientes, México, donde las practicas inadecuadas de aplicacion de pesticidas
podrian ser comunes y se han reportado serios problemas de salud en la poblacion en el

pasado.

Finalmente también se propuso SPME como alternativa para extraccion de pesticidas en
lugar del método QUEChERS utilizado en algunas instituciones de salud gubernamentales

en México, cuya comparacién entre éstas dos metodologias de extraccion sugiere que el
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método SPME podria ser una alternativa a QUEChERS para implementarlo en Institutos

Gubernamentales para determinar pesticidas en vegetales.
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Abstract In Agumcalientes, Metico, there is a special con-
cern about pesticides becmse of their intensive use on guava
produdtion areas, which are located in the vicinity of water
regervoirs; thus, non-target organisms could be exposed.
Themeafter, the aim of this work was to assess the effect of
cyparmethrin, Faena® {glyphosate), and malathion, which are
the most used pesticides in Aguascalientes” guava production,
on the indigenous freshwater species Alona gufiata
(cladoceran) and Lecane papuana (roti fer). Acute 48-h toxic-
ity tests wenre carnied out, and LCsq values were caloulated.
Then, five sublethal concentrations (1/80, 140, 1/20, 1/10,
and 155 of the respective LC ) were selected for the chronic
assays: (@) intinsic growth rabe analysis in the otife and (b)
partial life table analvsis in the cladocenn. The results of the
acute toecicity tests showed that A guitat was more sensitive
to malathion (LCs = 526 # 107 mg/L) at concentralions
found i natural envirmments with continuous application
on guava fields, wheres L papuana was mome sensitive to
Faena® (LCsy = 19.89 mpg/L). The somatic growth of
A, guttata was inhibited for the chronic exposure to
cyparmethring In addition, evpermethrin and Faena® seemed
to exent endocrine disuptive effects on A, gurtata, Moreover,
malathion chronie exposure significantly decreased the sur-
vival of A guttats. Moreover, L papuana was affected chron-
ically for the three pesticides,
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Introduction

Pesticides are chemical substimoes wsed o control or ebminate
organisms that are considered pests, which can cause human mnd
animal diseases or even affect agricultuml and forestry produc-
tion (USEPA 2000). Despite the importinee of peticide in
agriculture to morease crop vield, these chemicals have become
important pollutants that cawse negative effects at different bio-
logical trophic levels, mehiding human health (Alvarado-Flores
etal. 2015). Pesticides are mainly used for agriculture in high
concentrations over extendead areas, and litle is known of how
their degrdation products affect non-target orzanisms m termes-
trial md freshwater avimonments, alenng speces abundmee
and ecosvstem structure {Bekaov @ al, 20130, Pollutants in
adquatic ecosystems at concentrations as low as faw nmogrms
cim cuse domage to living biota and modife the mtemctions
within the trophic webs; therefore, it is imporant to use sensitive
mmarkers o assess the envimommeantal sk associged (o pesticde
use and exposure (Rebechi et al 2014).

The use of pasticides in M&tico is increasmg, with an an-
mual consumption of about 95 kt (Hernandez- Antonio and
Hansen 2011). In the state of Aguascalientes located in
Central Mexico, eight crops are being cultivated, but guava
cultivar mepresents ong of the most importint products in the
region at national level (Padilla-Ramirez et al. 2005), For its
culture, croplands are situated in the surmundings of water
neservoirs, which can be polluted by pestiades; additionally,
recent survevs within agricultural producers in the state of
Apascalientes suggest that the most frequently applied pes-
ticides in guava culture are evpermethrin, glyphosate, and
malathion (De Lira et al. 2016; Mendoza et al. 2015).
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