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CAPITULO 1
PLAGUICIDAS: GENERALIDADES, USOS E IMPACTOS SOBRE EL
AMBIENTEY LA SALUD

Maria Luisa Castrejon-Godinez!, Enrique Sanchez-Salinas? y Ma. Laura Ortiz-
Hernandez?

Introduccion

En el transcurso de los dltimos 150 afios el hombre ha fabricado muy diversos
compuestos quimicos con objeto de satisfacer las necesidades crecientes del
desarrollo tecnolégico y mejorar su calidad de vida. Desde el inicio de la
revolucion industrial, se estiman en mas de 120,000 las sustancias quimicas de
nueva sintesis y los subproductos derivados de éstas producidos por la
actividad humana, censo que se incrementa dia a dia y que parece no tener fin
si se considera que se incorporan a la lista cerca de 2,000 nuevos compuestos
cada afio (Olea y Ferndndez 2001). Dentro de estos compuestos quimicos, se
encuentran los plaguicidas.

En los tltimos afios, el incremento en la produccién de alimentos ha sido gracias
al uso de compuestos quimicos, ya que el empleo de los plaguicidas, herbicidas
y fertilizantes ayudan a incrementar los rendimientos de los cultivos y satisfacer
las demandas de alimentos para la poblacién mundial, ademas del beneficio en
los programas de salud y en la lucha contra enfermedades transmitidas por
vectores o con huéspedes intermediarios (Mateen ef al. 1994; Olea y Ferndndez
2001). Sin embargo, al mismo tiempo, han dado origen a una preocupaciéon
creciente de su efecto sobre los ecosistemas terrestres y acuéticos. Debido a sus
caracteristicas quimicas, los plaguicidas son contaminantes persistentes que
resisten en grado variable la degradacién fotoquimica, quimica y bioquimica,
por lo que su vida media en el ambiente puede ser elevada, dependiendo de la
estructura quimica. El uso indiscriminado que en el pasado se ha dado a estos
compuestos, ha propiciado que en la actualidad se detecten residuos de estos en
el ambiente y se asocien con riesgo potencial a la salud puablica.

Un plaguicida se define como una sustancia o mezcla de estas destinadas a
prevenir, controlar o destruir cualquier aquello que se considere como una
plaga, esto incluye a los vectores causantes de enfermedades humanas y

Programa de Gestion Ambiental Universitario. Universidad Auténoma del Estado de Morelos. Av.
Universidad 1001 col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México. C.P. 62209

2Laboratorio de Investigaciones Ambientales, Centro de Investigacion en Biotecnologia, Universidad
Auténoma del Estado de Morelos
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animales, especies de plantas o animales, indeseables por causar algtn tipo de
perjuicio o interferencia en la produccién, elaboracion, almacenamiento,
transporte o comercializacién de alimentos para humanos o animales, productos
agricolas y ganaderos, asi como madera y sus productos derivados. El término
plaguicida incluye, ademas, a todas las sustancias destinadas a ser utilizadas
como reguladoras del crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes,
agentes para reducir la densidad de fruta, o evitar su caida prematura, y todas
las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cosecha para
proteger al producto contra su deterioro durante el almacenamiento y transporte
(FAO 2002; CICOPLAFEST 2004).

La historia de los plaguicidas se divide en tres fases: la primera se refiere al
periodo anterior al afio 1870, en donde se utilizaban plaguicidas naturales o al
azufre; en la segunda fase incluye al uso de plaguicidas inorganicos (1870-1945),
en donde se desarrollaron los sulfuros y se les encontré una aplicacién practica
como fungicidas; posteriormente fueron los compuestos arsenicales los que se
emplearon para el tratamiento de las plagas de insectos en la produccion
agricola. En la tercera fase (desde 1945 a la actualidad), ha predominado el uso
de plaguicidas sintéticos organicos, disefiados, sintetizados y producidos por el
hombre, por lo cual son llamados plaguicidas quimicos. En este tipo de
sustancias se incluye principalmente a los organoclorados, los organofosforados
y a los carbamatos. Posteriormente. Fue en 1940 cuando aparecieron en el
mercado los primeros plaguicidas organoclorados que tienen su maximo
exponente en el dicloro difenil tricloroetano o DDT. Desde entonces se han
empleado tanto en los tratamientos agricolas como en el control de plagas
vehiculizadas por insectos portadores.

En este capitulo se proporciona informaciéon acerca de las caracteristicas
generales de los plaguicidas, su clasificacion, su uso y especialmente, los efectos
negativos que han generado sobre el ambiente y la salud.

Clasificacién de los plaguicidas

De acuerdo con el CICOPLAFEST (2004) los plaguicidas pueden ser clasificados
de acuerdo con los siguientes parametros: la concentracion de su principio
activo, el tipo de plaga que controlan, su mecanismo de accién, composiciéon
quimica, persistencia o por su uso.

12
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Por su concentracion los plaguicidas se dividen en:

e Plaguicida técnico: Solido, liquido o gas que contiene la maxima
concentracién del ingrediente activo como resultado final de su
proceso de fabricacion, formulado a partir del cual se parte para
preparar un plaguicida formulado.

e Plaguicida formulado: Constituye la forma usual de aplicacion y
corresponde a la mezcla de uno o mas plaguicidas técnicos con uno
o més ingredientes conocidos como “inertes”, cuyo objeto es dar
estabilidad al ingrediente activo.

Por los organismos que controlan los plaguicidas pueden dividirse en:

Las sustancias quimicas que se usan como plaguicidas cubren una amplia gama
de compuestos. La manera mas practica de agruparlos es teniendo en cuenta el
efecto que producen sobre las plagas. De esta forma se clasifican en insecticidas,
fungicidas, herbicidas y rodenticidas (Madrigal 1978; Kennes et al. 1994).

¢ Insecticidas: Son los plaguicidas que controlan y destruyen artrépodos.
En este grupo estan incluidos los acaricidas, molusquicidas, larvicidas y
nematicidas.

e Fungicidas: Son los plaguicidas que se usan para eliminar los hongos.

e Herbicidas: Estdn constituidos por los plaguicidas que destruyen las
malas hierbas de manera general o selectiva. En este grupo estan
incluidos los defoliantes y arboricidas.

¢ Rodenticidas: Son los plaguicidas empleados para el control de ratas y
otros roedores.

Cada uno de los cuatro grupos esta compuesto por sustancias de naturaleza
diferente y mas del 90% del total de los plaguicidas utilizados en México son
organosintéticos.

Por su mecanismo de accion los plaguicidas se dividen en:

e Plaguicidas de contacto: Acttian principalmente al ser absorbido por
los tejidos externos del organismo blanco.

e Plaguicidas de ingestién: Acttan al ser ingeridos por la plaga.
Plaguicidas sistémicos: Acttan al absorberse y trasladarse por el
sistema vascular de plantas o animales.

e Plaguicidas fumigantes: Acttian al difundirse en estado gaseoso o
de vapor y penetrar por todas las vias de absorcion.

e Plaguicidas repelentes: Actdan impidiendo el ataque de las plagas.

e Plaguicidas defoliantes: Causa la caida del follaje de las plantas.
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Por su composicion quimica los plaguicidas se clasifican en:

e Compuestos inorganicos: Son compuestos que carecen de carbono.
El catélogo de plaguicidas solo considera a los derivados del cobre,
azufre, zinc y aluminio.

e Compuestos organicos: Son compuestos que contiene atomos de
carbono en su estructura quimica. La mayoria son de origen
sintético, fabricados a partir de compuestos quimicos basicos, por
ejemplo aquellos extraidos de plantas, se consideran boténicos.

e Plaguicidas biolégicos: Comprenden a los virus, microorganismos
o derivados de su metabolismo, formulados como insumos.

Por su persistencia

El grado de persistencia de un plaguicida estd determinado por el tiempo que
transcurre entre la aplicacion del plaguicida y la degradacién ambiental de este
compuesto; por lo que la persistencia de un contaminante se define como la
propiedad de un compuesto para retener sus caracteristicas fisicas, quimicas y
funcionales en el medio a través del cual es transportado o distribuido por un
periodo limitado después de su emision (Badii y Landeros, 2007). En la tabla 1.1
se agrupan a los plaguicidas de acuerdo con su persistencia.

Tabla 1.1. Clasificacion de los plaguicidas de acuerdo a su persistencia.

Categoria Persistencia
Ligeramente persistentes Menos de 4 semanas
Poco persistentes De 4 a 26 semanas
Mediamente persistentes De 27 a 52 semanas
Altamente persistentes Mas de 1 afio y menos de 20
Permanentes Mas de 20 afios

Por su uso los plaguicidas se clasifican en:

La clasificacion de los plaguicidas de acuerdo a su uso se relaciona
principalmente con el tipo de actividad econémica en la que estos compuestos
son utilizados de manera principal. En la tabla 1.2 se enumeran los diferentes
tipos de plaguicidas distribuidos con base en su uso.
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Tabla 1.2. Clasificacién de los plaguicidas de acuerdo a su uso.

Tipo de Plaguicida Uso

Agricola Uso en diversas extensiones, en sistemas de produccién agricola y
en productos y subproductos de origen vegetal.

Forestal Uso en bosques y maderas.

Urbano Uso exclusivo en areas urbanas, industriales, areas no cultivadas,
drenes, canales de riego, lagos, presas, lagunas y vias de
comunicacion.

Pecuario Uso en animales o instalaciones de produccién intensiva o

extensiva cuyo producto serd destinado al consumo humano o a
usos industriales. Incluye el uso en animales domésticos.
Doméstico Uso en el interior del hogar.

Industrial Se utiliza como materia prima en el proceso industrial para la
formulacién de plaguicidas o productos de uso directo.

Principales grupos de plaguicidas y su composicién

El criterio para clasificar a los diferentes grupos de plaguicidas esta relacionado
a la variedad de su composicién quimica (Tabla 1.3).

Importancia de los plaguicidas

A nivel mundial, aproximadamente 9,000 especies de insectos, 50,000 especies
de plantas patégenas y 8,0000 de malas hierbas dafian a los cultivos. Los insectos
causan una pérdida aproximada del 14%, las plantas patégenas del 13% y malas
hierbas del 13% (Pimentel 2009). Al observar estas cifras se entiende que los
plaguicidas son importantes para la produccién de alimentos, pues cerca de un
tercio de los productos agricolas son producidos por el uso de plaguicidas (Liu
et al. 2002). Sin la aplicaciéon de estos productos quimicos, la pérdida de frutas,
vegetales y cereales por dafios causados por las plagas, alcanzarian 78%, 54% y
32%, respectivamente (Cai 2008)

Es indudable el beneficio derivado del uso de los plaguicidas en los programas
de salud y en la lucha contra enfermedades transmitidas por vectores o por
huéspedes intermediarios. En cuanto a la agricultura, se ha manifestado
frecuentemente que, debido al empleo de plaguicidas, herbicidas y fertilizantes,
las cosechas asi como la ganaderia ha incrementado su productividad debido a
una reduccion en las pérdidas ocasionadas por plagas (Sanchez-Salinas y Ortiz-
Hernéndez 2011). Estos beneficios interactian en los &mbitos social, econémico
y ambiental, y en los niveles local, nacional y mundial, los cuales integran
conjuntamente una matriz compleja (Olea y Fernandez 2001).
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Tabla 1.3. Principales grupos de plaguicidas segtin su composicién quimica

(Ortiz et al. 2002).

Grupo Composicién Ejemplos

Organoclorados Atomos de carbono, cloro, hidrogeno | Se dividen en tres grupos: a)
y en ocasiones oxigeno. Carecen de | relativos al DDT; b) relativos al
sitios intramoleculares activos. Son | benceno: lindano y BCH, y c) cloro
apolares y lipofilicos, muy estables en | dienos: clordano, endosulfan y
el ambiente. endrin.

Organofosforados Derivados del acido fosférico. Poseen | Se dividen en tres grupos: a)
un atomo central de fésforo en la | alifaticos: forato, dimetoato b)
molécula. Mas téxicos y menos | ciclicos: paration metilico. c¢)
estables en relaciéon a los | heterociclicos: diazinon.
organoclorados.

Carbamatos Estructura quimica basada en wun | a) derivados de ésteres
atomo alcaloide de la planta | carbamatos: Carbaryl
Physistigma venenosum. b) derivados del 4cido tiocarbamico:

methomyl
c) carbamatos: propoxur.

Tiocarbamatos Difieren de los carbamatos en su | Ditiocarbamato, mancozeb, maneb.
estructura molecular en que
contienen un grupo -S- en su
composicion.

Piretroides Compuestos sintéticos similares a las | Cipermetrina, fenvalerato,
piretrinas (alcaloides obtenidos de los | permetrina, aletrina, tetrametrina.
pétalos de Chysanthemun
cinerariefolium).

Organoazufrados Poseen un azufre como atomo central | Porpartige.
en su molécula. Toxicos a dcaros y de
baja toxicidad a insectos.

Dinitrofenoles Se reconocen por la presencia de dos | Trifluralina.
grupos nitro (-NO2) unidos a un anillo
fendlico.

Compuestos Carecen de carbono en su | Arsénico pentéxido, obpa, fosfito de

inorganicos composicion. magnesio, cloruro de mercurio,

arsenato de plomo, bromuro de
metilo, antimonio, mercurio,
selenio, talio y fésforo blanco.

Compuestos de | Productos derivados directamente de | Rotenona, nicotina, aceite de canola

origen botanico vegetales que no se sintetizan
quimicamente.

Biolégicos Virus, microorganismos derivados de | Bacillus  thuringensis,  Ascovirus,
su metabolismo. Metharrizium

Organoestanicos Presencia de un estafio como atomo | Azocyclotin, Cyhexatin, dowco,
central de la molécula. plictran.

De  composicién
diversa

De cobre, derivados de triazinas, de la
urea, de cloronitrofendlicos, del dcido
acidos

fenoxiacético,  bipiridilos,

tricloroacéticos, etc.

Diuron, fluometuron, thidiazuron,
atrazina, dinocap, silbes, talimidas.
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Los plaguicidas en México

Segtin los datos disponibles, en México los estados con mayor uso de plaguicidas
son Sinaloa, Chiapas, Veracruz, Jalisco, Nayarit, Colima, Sonora, Baja California,
Tamaulipas, Michoacén, Tabasco, Estado de México, Puebla y Oaxaca. Se calcula
que en estas catorce entidades se aplica el 80 % del total de plaguicidas usados
en el pais, ademas se asocia a las zonas con mayor contaminacion por el uso de
estos agroquimicos con algunos tipos de cultivo (Albert 2004).

De acuerdo con los datos de la SEMARNAT (2012), en el pais se produjeron 86
mil toneladas de plaguicidas tan sélo en el 2009. Sin embargo, la FAO report6
que ese mismo afio se consumieron mas 126 mil toneladas de plaguicidas
(fungicidas, bactericidas, herbicidas e insecticidas) (FAOSTAT 2012). Como se
muestra en la Figura 1.1, esta tendencia de consumo se ha mantenido
practicamente estable desde el afio 2005.

60 -
50
40
30
20
10

0 ! T T T T T T 1
2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Anos

Toneladas (miles)

Fungicidas y Bactericidas —s—Herbicidas —+—Insecticidas

Figura 1.1. Uso de plaguicidas en México (FAOSTAT 2012).
Plaguicidas obsoletos y residuos

Existen plaguicidas obsoletos que han dejado de usarse debido a que han sido
prohibidos, estan deteriorados, ha vencido su fecha de caducidad, o no puede
usarse por cualquier otra razén. En ocasiones las condiciones de
almacenamiento pueden provocar fugas o derrames accidentales, lo cual se trae
como consecuencia filtraciones al suelo y a los cuerpos de agua.

La SEMARNAT (2011) reporté que en México existen 44,584.165 litros de
plaguicidas obsoletos y/o caducos, 262,474.444 kg de plaguicidas en
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presentaciéon solida, asi como 500 m3 de suelo contaminado por estos
compuestos, lo cual constituye una problematica que debe ser atendida y
solucionada lo mas pronto posible.

Efecto de los plaguicidas en el ambiente

Los riesgos del uso de plaguicidas son altos (Pimentel 2009), ya que la mayoria
de los plaguicidas son muy téxicos a los humanos y al ambiente. Una vez
aplicados, los plaguicidas y algunos metabolitos producto de su degradacion,
llegan al aire, suelos y aguas superficiales, por lo que resulta una acumulacion
de sustancias t6xicas que ponen en peligro a la salud y al ambiente.

El uso de plaguicidas puede causar efectos adversos sobre las diferentes formas
de vida y sobre los ecosistemas, esto dependera del grado de sensibilidad de los
organismos en cuestion y de la toxicidad y persistencia del plaguicida
(CICLOPLAFEST 2004). Como resultado de précticas inadecuadas,
frecuentemente estos compuestos constituyen una de las formas de
contaminacién mas importantes debido a que no sélo impactan a los suelos de
las &reas en donde son aplicados, sino que también llegan a través de los rios
hasta las zonas costeras afectando a especies marinas. La aplicacion de
plaguicidas genera, ademads, efectos adversos sobre la flora y la fauna a lo largo
de su recorrido (Lichtinger et al. 2001).

Como consecuencia de la aplicacién de millones de toneladas de plaguicidas
anualmente a nivel mundial, se han generado grandes cantidades de residuos,
tanto liquidos como soélidos, ademas de los envases contenedores de estos
compuestos, los cuales se depositan directamente y sin control sobre el suelo y
el agua, ocasionando un grave problema de contaminacion a los ecosistemas y
sus diferentes cadenas troéficas (Pasillos et al. 2001; Ortiz-Herndndez et al. 1997).
Otra fuente de contaminacién potencial se relaciona con el almacenaje
inadecuado de productos plaguicidas caducos y obsoletos, generalmente
dispuestos sin ningtn control y expuestos al ambiente (FAO 2002). Entre las
consecuencias derivadas de la contaminacién de los suelos por la accion de los
plaguicidas se encuentran la pérdida de su fertilidad y de su capacidad
biodegradadora, entre otras. Factores que de manera directa o indirectamente
permiten la supervivencia de la flora y la fauna, dada la estrecha interrelacién
que existe entre los diferentes elementos que constituyen a los ecosistemas,
razén por la que la contaminacién de los suelos por plaguicidas constituye un
problema ecolégico de inmediata atencién.
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Efectos de los plaguicidas sobre la salud humana

Los posibles dafios a la salud humana ocasionados por los plaguicidas estan
relacionados principalmente con su estructura quimica. De sus propiedades
tisicoquimicas dependera su afinidad por sistemas biol6égicos especificos y, de
manera preponderante, la dosis a la que los humanos presentarian dafios
ocasionados por la exposicién a los mismos.

La mayoria de los plaguicidas se absorben por ingestion, inhalacién, por via
cutdnea u ocular. Estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
seflalan que en el mundo actualmente ocurren cerca de 3 millones de
intoxicaciones agudas por plaguicidas, de las cuales aproximadamente 220,000
resultan en casos fatales (Gonzélez et al. 2001; Bird et al. 2008).

La intoxicacion por plaguicidas se relaciona con el desarrollo de reacciones
alérgicas como vomito, cefalea, conjuntivitis, diarrea, calambres abdominales,
disnea, tos; entre otras. Ademds causan alteraciones neurolégicas,
reproductivas, endécrinas, inmunoldgicas, fracasos funcionales y alteraciones
del comportamiento debido a la aparicion de tumores y lesiones degenerativas
principalmente en higado y rifion (Olea y Fernandez 2001).

Mecanismos de toxicidad de los plaguicidas

A pesar de su importancia tanto en la agricultura como en las actividades de
salud publica, los efectos toxicos que generan los plaguicidas en el ser humano
son innegables (OMS y OPS 1993). La biodisponibilidad de un determinado
plaguicida en el organismo depende de su toxicocinética, término que incluye
su velocidad de absorcién, distribuciéon, metabolismo y eliminacion. Los
procesos toxicocinéticos estdn influenciados tanto por factores externos,
relacionados con los patrones de exposicion y con las sustancias quimicas (tipo
de empleo, temperatura ambiental, tipo de plaguicida, frecuencia, intensidad y
duracion de la exposicién, etc.) (Fait y Colosio 1998), como por factores
inherentes al individuo (edad, sexo, dotacion genética, estado de salud, estado
nutricional, estilos de vida, via principal de absorcién, etc.) (OMS y OPS 1990,
1993; Fait y Colosio 1998).

Las vias de entrada al cuerpo pueden ser variadas y simultaneas, las mas
comunes son la via dérmica, la digestiva y la respiratoria. Los plaguicidas
penetran en la piel por difusiéon pasiva atravesando el estrato cérneo. En el
medio laboral la via dérmica es la mas importante, pues a través de ella y en
funcién de la superficie de piel expuesta, se absorben cantidades significativas
de diversos plaguicidas que varian en su nivel de absorcién. Otro factor
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importante relacionado a la gravedad del dafio a la salud generado por la
intoxicacién por plaguicidas son las dietas bajas o carentes de proteinas y los
estados de deshidratacién en los individuos afectados. A este respecto, una gran
parte de la poblacion laboral y general expuesta a la acciéon toéxica de los
plaguicidas, vive en paises subdesarrollados o en vias de desarrollo, donde el
uso de estos compuestos, sin las medidas adecuadas de seguridad, es tan comtun
como las carencias nutricionales anteriormente mencionadas.

Los plaguicidas liposolubles se difunden a través de los componentes grasos de
la piel y la sangre, mientras que los de moléculas hidrosolubles lo hacen a través
del material proteico intracelular. Hay dos tipos de reacciones por las que los
plaguicidas se metabolizan en el organismo: las reacciones de primera fase
(oxidacion, reduccion e hidrélisis), que generalmente son catalizadas por
enzimas hepaticas, y las de segunda fase, que son la conjugacién y la sintesis.
Los metabolitos resultantes de la primera fase son ligados a moléculas
endogenas, sintetizandose componentes solubles en agua y son féacilmente
eliminables a través de la bilis y la orina, como los metabolitos hidrosolubles de
los piretroides. La biotransformacién de los plaguicidas puede dar como
resultado sustancias de reducida toxicidad o quimicamente inactivas, como
ocurre con el metabolito final del dimetoato. Por el contrario, pueden generarse
sustancias toxicamente mds activas que el compuesto original, como es el caso
del carbosulfan al transformarse en carbofurén, o del paratién que da origen al
paraoxén, metabolitos con alta afinidad por el ADN y con capacidades
mutagenas importantes.

El cuerpo humano elimina los plaguicidas por tres vias principalmente: la orina,
las heces fecales y el aire exhalado. Algunos productos hidrosolubles, como el
lindano y los herbicidas tipo fenoxi, son eliminados facilmente por via urinaria
sin haber sufrido cambio alguno. La bilis es el medio principal por el que algunos
compuestos liposolubles como el dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) y otros
organoclorados (OC) se eliminan en las heces fecales.

Particularmente todos los plaguicidas derivados del 4cido fosférico, presentan
un modo de accién primario semejante, definido de modo general, puede
decirse que en los plaguicidas organofosforados la accion téxica especifica tiene
lugar a nivel sindptico, en donde el neurotransmisor acetilcolina acttia sobre la
membrana postsindptica a la que despolariza, excitando a las células efectoras,
pertenecientes a glandulas, fibras musculares lisas, fibras musculares estriadas
y a algunas neuronas. Una vez conseguido su objetivo, estimulo, la funcién de
este neurotransmisor debe terminar, lo que ocurre por accién de la
acetilcolinesterasa, enzima que rapidamente hidroliza a la acetilcolina, con lo
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que esta deja de actuar y las células efectoras entran en reposo, para volverse a
reactivar cuando el organismo lo demande (CICOPLAFEST 2004).

De esta manera los compuestos organofosforados acttian inhibiendo la actividad
de la acetilcolinesterasa, lo que da como resultado la acumulacién excesiva de
este neurotransmisor y en consecuencia una estimulaciéon sostenida de sus
células efectoras, propiciando una perdida en la coordinacién muscular,
convulsiones y finalmente la muerte (Mohammad y Varela 2008).

Mecanismos de disipacién de los plaguicidas del ambiente

Los principales mecanismos de disipacién o transporte de los plaguicidas a
través del medio ambiente son diversos, actualmente se han identificado
residuos en todo los comportamientos ambientales (aire, suelo y agua) y en
todas las regiones geogréficas incluyendo aquellas muy remotas al sitio original
de su aplicacion tales como los océanos, desiertos y zonas polares (Liu et al. 2009;
Anurag-Sharma et al. 2012). Igualmente se ha demostrado su presencia en
organismos de todos los niveles tréficos, desde el plancton hasta las ballenas y
los animales del Artico (OMS 2000).

Cuando los plaguicidas se dispersan en el ambiente, se convierten en
contaminantes de los sistemas bioticos y abiéticos, amenazando la existencia de
plantas y animales ademas de representar un peligro para la salud humana. Los
efectos negativos de los plaguicidas para el ambiente incluyen (Ortiz-Hernandez
2002):

a) Laresistencia que desarrollan muchos insectos plaga.

b) Lareduccién poblacional de animales y vegetales.

c) Presencia de contaminantes persistentes en el agua, aire y suelo, asi
como en los organismos.

d) Contaminan la atmésfera, aguas subterraneas y superficiales incluyendo
la eutrofizacion.

e) Intoxicaciones masivas de personas ocupacionalmente expuestas.

f) Afectan la fertilidad del suelo, la cual depende de los microorganismos
y de su interaccién con los materiales organicos e inorganicos del mismo.

Las principales propiedades de los plaguicidas que afectan la movilidad
incluyen la solubilidad acuosa, la hidrofobicidad (Kow), ionizacién, tamafio
molecular, volatilidad y reactividad de los constituyentes del suelo y la
persistencia en el ambiente.
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Para poder evaluar la peligrosidad de un plaguicida se deben conocer sus
propiedades fisicas y quimicas, resaltando las siguientes (Gramatica y Di
Guardo 2002):

1) La presion de vapor, que determina su volatilidad.

2) Lasolubilidad en agua, que influye en la filtracién en el suelo hacia los
mantos acuiferos.

3) El coeficiente de particion octanol/agua, permite conocer su capacidad
de penetrar a través de las membranas biolégicas y de acumulacion en
el tejido adiposo.

4) Su persistencia, que indica cual es la vida media de las sustancias en el
ambiente conservando sus propiedades toxicas.

Otra de las rutas importantes para el transporte de los plaguicidas es el viento.
La volatilizacién aumenta su dispersion en el ambiente y representa la tendencia
del plaguicida a pesar a la fase gaseosa.

En general todas las sustancias orgénicas son volatiles, dependiendo de su
presion de vapor, del estado fisico en que se encuentren y de la temperatura
ambiente. La volatilidad se mide a partir de la constante de Henry que depende
de la presion de vapor y de la solubilidad en agua.

Los plaguicidas con presion de vapor mayor a 10.6 mm Hg pueden facilmente
volatilizarse y tienden a alejarse del lugar donde fueron aplicados. La ley de
Henry describe la tendencia de un plaguicida a volatilizarse del agua o suelo
htiimedo. La tasa de pérdidas de plaguicidas por volatilizacion depende de
varias de sus caracteristicas tales como presiéon de vapor, temperatura,
volatilidad intrinseca y de la velocidad de difusiéon hasta la superficie de
evaporaciéon. Cuando el plaguicida tiene una alta solubilidad en agua con
relacion a su presion de vapor, el plaguicida se disolverd principalmente en
agua, por lo que un valor alto de la ley de Henry, indicard que un plaguicida
tiene un potencial elevado para volatilizarse del suelo humedo, un valor bajo
predice un mayor potencial de lixiviacion del plaguicida (EPA-USDA 2005;
Tomlin 2000).

Los plaguicidas muy solubles en agua se absorben con baja afinidad a los suelos
y por lo tanto, son facilmente transportados del lugar de aplicacién por una
lluvia, riego o escurrimiento hasta los cuerpos de agua superficial y/o
subterrdnea, por lo que el agua puede ser contaminada.
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Los plaguicidas pueden ser degradados parcial o totalmente, o pueden
permanecer sin cambios y regresar a la atmodsfera por volatilizacion y/o
bioconcentrarse en los organismos acuaticos (INE 2005).

La lixiviacién es uno de los pardmetros mas importantes para la evaluacion del
movimiento de una sustancia en el suelo. Esta ligado a la dinamica del agua, a
la estructura del suelo y a factores propios del plaguicida. Los compuestos
aplicados al suelo tienden a desplazarse con el agua y lixiviar a través del perfil,
alcanzando las capas mas profundas y el acuifero, que en consecuencia resulta
contaminado.

Los plaguicidas en el agua pueden favorecer el fenémeno de biomagnificacién,
que se refiere a la tendencia de acumularse a lo largo de la cadena tréfica,
exhibiendo concentraciones sucesivamente mayores al ascender del nivel
tréfico. La concentracion del plaguicida en el organismo consumidor es mayor
que la concentracién en el organismo consumido (Ortiz-Herndndez 2002).

Por otro lado, el suelo es un recurso natural esencial, debido a que
indirectamente determina los patrones de distribucién animal y vegetal.
Ademas, sirve como receptor para la multitud de compuestos orgénicos e
inorganicos (Porta ef al. 1999). Cuando los plaguicidas son aplicados al suelo los
residuos no se depositan en forma independiente, sino que se concentra mas en
la superficie donde su zona de accion se ejerce hasta una profundidad de unos
30-40 cm, aunque el 50% del plaguicida permanece a menos de 2.5 cm
(Doménech 1995). Los principales mecanismos de transporte de los plaguicidas
a través del suelo son la adveccion, difusion, dispersion y los diferentes procesos
que los afectan. Estos procesos pueden ser hidrodindmicos, biéticos y abioticos.
El proceso hidrodindmico incluye fenémenos resultantes del movimiento de
fluidos en el subsuelo. Los procesos bidticos involucran microorganismos que
transforman los plaguicidas los cuales aumentan o disminuyen su movilidad.
Los procesos abidticos resultan de las interacciones entre el suelo y los
contaminantes, debido a las propiedades del plaguicida y a las del subsuelo. Las
principales son el intercambio i6nico, oxidacién/reduccion,
precipitaciéon/disolucion, hidrdlisis y sorcién (Bollag y Liu 1990):

Intercambio i6nico
El intercambio i6nico es parte del proceso de adsorcién, debido a la afinidad de
la superficie del solido por el plaguicida. Este intercambio se caracteriza por que

el material adsorbente tiene carga eléctrica en su superficie, que es mayor en
comparacion con las areas superficiales de las particulas coloidales que lo
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forman. En consecuencia, se da una acumulacién de iones de carga opuesta en
la interfase s6lido/liquido, para neutralizar el desbalance eléctrico. Estos, a su
vez, pueden ser intercambiados mientras continte el desequilibrio de cargas
(Bailey y White 1970; Roy et al. 1991).

Oxidacion/reduccion

Las reacciones quimicas de reduccién-oxidacién (redox) pueden ocurrir con
moléculas organicas o inorgdnicas y abarcan la ganancia o pérdida de oxigeno.
Este mecanismo también puede ser inducido por la actividad metabdlica de
microorganismos nativos; tales transformaciones son denominadas
biodegradacion. Debido a la pequefia cantidad de oxigeno en el suelo, la
mayoria de las transformaciones ocurren por el camino de la reduccién procesos
anaerobicos (Senesi 1992; Bohn 1993).

Disolucién/precipitacién

La disolucion es la degradacion de sustancias quimicas en el agua. Los solutos
pueden ser cationes o aniones inorganicos, orgéanicos polares y no polares. La
precipitacién es lo opuesto a la disolucién cuando la concentracién de un soluto
excede la solubilidad del compuesto, pasa a un estado solido precipitando la
solucioén. La parte que queda fuera de la solucién se le llama precipitado. Este
proceso es reversible si la concentraciéon del soluto disminuye a valores por
debajo de su solubilidad, puede ocurrir la disolucion del precipitado (Cepeda
1991).

Hidrélisis

Se le denomina hidrdlisis al proceso en el cual las sustancias quimicas pueden
reaccionar con las moléculas de agua. Frecuentemente este proceso se describe
como un intercambio entre un ién hidroxilo y un grupo aniénico de compuestos
quimicos, los cuales dan como resultado la descomposicién del compuesto.

La hidrdlisis en el suelo es afectada por factores tales como el pH, temperatura,
tipo de suelo, capacidad de sorcién y contenido de agua. Su importancia en el
transporte de los plaguicidas radica en que, segtin las caracteristicas del medio
pueden generar especies solubles o insolubles, lo que afecta directamente la
movilidad de los plaguicidas (Cheng 1990).
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Sorcién/desorcion

La disponibilidad regulada por los procesos de adsorciéon y desorciéon
caracterizan la retencién de los plaguicidas. La adsorcién es el primer proceso
que permite fijar estos mismos a las particulas del suelo. La desorcion es el
proceso contrario, es decir, la liberacién de compuestos retenidos (Calvet 1989;
Barriuso et al. 1994; Sarmabh et al. 2009).

La sorcién es un término general que engloba la adsorcién y absorcién, dos
términos que designan fenémenos similares. La adsorcién es un proceso por el
cual los atomos en la superficie de un sélido, atraen y retienen moléculas de
otros compuestos.

Mecanismos de tratamiento de plaguicidas
Métodos fisicos

El método fisico mas utilizado en la actualidad para la eliminaciéon de los
plaguicidas caducados es la incineraciéon a altas temperaturas en hornos
especiales. Los plaguicidas se vuelven a envasar en los lugares que estan
abandonados, y son transportados a un pais que cuente con instalaciones
especiales para la eliminacion adecuada de estos desechos. La FAO estima que
el costo de estas operaciones oscila entre 3,000 y 4,000 dé6lares por cada tonelada
(Ortiz-Hernandez 2002).

Métodos quimicos

Una de las técnicas més utilizada para la degradacion de los plaguicidas son los
procesos avanzados de oxidacién, los cuales consisten en el uso de especies
transitorias poderosas, principalmente el radical hidroxilo. La fotocatalisis
heterogénea con TiO> es un método utilizado para la produccién del tipo de
radicales anteriormente mencionado (Ferrusquia et al. 2008). Sin embargo, estos
métodos presentan diversas desventajas, como son la wutilizacion de
catalizadores quimicos como el didxido de titanio, ademas del empleo de
tecnologias costosas, como la necesaria para la generacion del ozono.

La degradacion de los plaguicidas, en especial la del paration metilico, se ha
estudiado mediante la hidrdlisis bajo diversas condiciones experimentales. La
mayoria de los plaguicidas organofosforados experimentan hidroélisis cuando se
encuentran en un medio basico. En este tipo de medios y con la presencia de
cationes metdlicos, se favorece la formacién de complejos intermediarios que
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pueden conducir a la hidrodlisis u otras reacciones de transformaciéon que
permitan la eliminacién de los plaguicidas (Wan et al. 1994).

De acuerdo con diferentes estudios realizados, la degradacién de los plaguicidas
organofosforados mediante reacciones quimicas implica un control riguroso de
las condiciones bajo las cuales se llevan a cabo experimentos, tales como el
mantenimiento de pH alcalinos, ademas de la presencia de complejos formados
con iones metalicos, lo cual implica la formacion de contaminantes secundarios
(Manzanilla-Cano et al. 2001).

Biodegradacién

Una alternativa de saneamiento de ambientes contaminados por plaguicidas con
un importante auge a nivel mundial es la biorremediacion, proceso que permite
la biodegradacién de los compuestos contaminantes. Esta técnica se basa en la
capacidad de los microorganismos para transformar contaminantes orgénicos
en compuestos quimicamente mds sencillos y deseablemente inocuos al
ambiente. Algunos compuestos, como los hidrocarburos, pueden llegar a ser
completamente mineralizados.

La capacidad de biodegradacion de los microorganismos no sélo depende de las
caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas del suelo, sino también de las
propiedades quimicas del contaminante, por lo que en base a la informacién
obtenida a través de la caracterizacion del sitio contaminado y el conocimiento
de las condiciones 6ptimas de degradacion se puede determinar la factibilidad
de una técnica de biorremediacion para cada sitio especifico (Leahy y Colwell
1990).

El proceso de biodegradacién se lleva a cabo mediante las reacciones por las
cuales los microorganismos heterotréficos se nutren y captan la energia
necesaria para satisfacer sus necesidades tomando como fuente principal de
carbono a los plaguicidas (Yeomans ef al. 2004). Los estudios de biorremediacién
se han centrado en gran medida en el aislamiento y caracterizacion, a través de
la utilizacién de herramientas genémicas, de cepas bacterianas o un consorcio
bacteriano con un metabolismo que presente propiedades de transformacién de
los contaminantes (Chauhan y Rakesh 2010).
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Enzimas degradadoras

En la actualidad se han aislado y caracterizado diversos microorganismos
provenientes de sitios contaminados con plaguicidas, los cuales utilizan estos
altimos como su fuente principal de carbono.

La capacidad degradadora de organofosforados de las bacterias se debe en ellas,
a la presencia de enzimas conocidas como fosfotriesterasas, pertenecientes al
grupo de las anhidrasas de organofosforados. Estas enzimas responsables de
iniciar la degradacién son altamente eficientes, tienen la capacidad de hidrolizar
en un amplio rango de plaguicidas, catalizando la ruptura de las uniones de
P=0, P-F y/o P=S de sus estructuras. La mayoria de los microorganismos con
estas capacidades son bacterias Gram negativas, que expresan estas enzimas
pueden localizarse intracelularmente o ser secretadas a través del espacio
peripldsmico. Recientemente estas enzimas han sido motivo de gran interés, por
lo cual han generado una investigacion exhaustiva para establecer su potencial
para remediar sitios contaminados con plaguicidas residuales, asi como armas
quimicas tales como el somdn y el sarin (Zhang et al. 2005).

Como se muestra en la Tabla 1.4, estas enzimas, en su mayoria, se han logrado
aislar de bacterias que presentan la capacidad de degradar plaguicidas, no sélo
de suelos contaminados, sino que también de aguas residuales.

Consideraciones finales

Los plaguicidas son sustancias de gran importancia para la sociedad debido a
los beneficios derivados de su uso, en el control de plagas y vectores causantes
de enfermedades. Sin embargo el uso generalizado de agroquimicos, se ha
asociado ampliamente con la contaminacion del agua, suelo y alimentos, razén
por lo cual es necesario implementar acciones para garantizar su eliminacion de
una manera segura, eficiente y viable econémicamente.
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Tabla 1.4. Microorganismos aislados de diferentes ambientes contaminados con plaguicidas
(Ortiz-Hernandez et al. 2011).

Microorganismo Plaguicida Sitio de Referencia
aislamiento
BACTERIAS
Ochrobactrum sp. Metil paratién Qiu et al. 2006
Arthrobacter sp. Endosulfan Weir et al. 2006
Sphingomonas spp. Isoproturén Suelo Bending y Rodriguez
2007

Burkholderia sp. Fenitrotion Hong et al. 2007
Sphingomonas sp. Clorpirifés Aguas residuales | Li et al. 2007
Enterobacter spp. Clorpirifés Suelo Singh et al. 2004
Acinetobacter radioresistens Metil paratién Aguas residuales | Liu ef al. 2007
Ochrobactrum sp. Castellaniella sp., | Igepal CO-210
Variovorax sp., Pseudomonas sp. Igepal CO-520 DiGioia et al. 2008
Pseudomonas frederiksbergensis Dimetoato, Al-Qurainy y Abdel-

Malation Megeed 2009
Bacillus pumilus Clorpirifés Suelo Anwar et al. 2009
Bacillus sp. Mesotrione Battison et al. 2009
Serratia liquefaciens, Serratia Diazinén Cycon et al. 2009
marcescens, Pseudomonas sp.
Enterobacter aerogenes Bifentrin, Aguas residuales | Liao et al. 2009

Fenpropatrin,

Cipermetrina
Pseudomonas putida, Burkholderia Propenofos Malghani et al. 2009
gladioli Suelo
Stenotrophomonas sp. DDT Mwangi et al. 2010
Providencia stuartii Clorpirifés Rani et al. 2009
Pseudomonas putida Propiconazole Rizésfera Sarkar et al. 2009
Micrococcus sp. Diurén Diurén Sharma ef al. 2010
Sphingobium sp. Metil  paratién, | Aguas residuales | Yuanfan et al. 2010

Fenpropatrin

HONGOS
Aspergillus niger Endosulfdn Suelo Bhalerao y Puranik
2007
Ganoderma australe Lindano Muiién de Pinus | Rigas et al. 2007
pinea
Trichosporon sp. Clorpirifés Aguas residuales | Xu et al. 2007
Verticillium sp. DSP Clorpirifés Suelo Fang et al. 2008
T. versicolor (R26) Atrazina Bastos y Magan, 2009
Aspergillus sydowii, Bionectria DDT Esponja marina | Ortega ef al. 2010
sp., Penicillium miczynskii,
Trichoderma sp.
ALGAS
Chlorophyceae sp., Scenedesmus spp., | Fenamifos Suelo Caceres et al. 2008
Cyanobacteria, Nostoc spp.
Anabaena sp. Aguas residuales | Caceres et al. 2008
LEVADURAS

Lipomyces kononenkoae | Picloram | Suelo | Sadowsky et al. 2009
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CAPITULO 2
EL ENDOSULFAN: UN ANALISIS DE SU SITUACION ACTUAL Y
PERSPECTIVAS

Mariana Romero-Aguilar, Enrique Sanchez-Salinas y Ma. Laura Ortiz-
Hernandez

Introduccion

Los compuestos organicos persistentes (COP) son compuestos que por sus
caracteristicas fisicoquimicas resisten, en un grado variable, la degradacién
fotoquimica, quimica y bioquimica, lo que causa que su vida media en el
ambiente sea elevada. Se han identificado diferentes concentraciones en
muestras de agua, aire y suelo de todas las regiones del mundo, inclusive en
desiertos y regiones polares lejanas a los sitios de aplicacion o liberacion.
Aunque existen COP de origen natural, la gran mayoria de estos compuestos
son xenobidticos. Por mucho tiempo han tenido diversos usos, ejemplos de estos
son los bifenilos policlorados (PCB), los éteres de difenilo polibromados (PBDE)
y el dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) (Matthews 2006).

Algunos plaguicidas clorados como el dieldrin, endrin, heptacloro, DDT y BHC,
se han utilizado ampliamente en diversos tipos de cultivos y en la prevencion
de enfermedades transmitidas por vectores, principalmente insectos. Su
estructura les confiere diferentes caracteristicas como alta estabilidad quimica,
insolubilidad en agua, no volatilidad, alta toxicidad, persistencia ambiental,
bioacumulacién y alta solubilidad en disolventes organicos, ademas de ser
lipofilicos. En 2004 se les designé como contaminantes orgénicos persistentes.
Su uso ha sido prohibido en muchos paises desde la década de 1970 (Ramirez y
Lacasafia 2001, Kataoka et al. 2010, Greig et al. 2011)

En general su vida media en el ambiente es de 5 afios, sin embargo, puede variar
de acuerdo con las caracteristicas quimicas particulares de los productos. Por
ejemplo, el beta hexaclorociclohexano permanece en el ambiente 3 afios,
mientras que para el DDT, la vida media es de 25 a 30 afos (Terrones et al. 2000).

En todo el mundo y principalmente en los sistemas agricolas modernos, los
plaguicidas han sido usados para el control de organismos plaga y para

Laboratorio de Investigaciones Ambientales, Centro de Investigacién en Biotecnologia, Universidad
Auténoma del Estado de Morelos. Av. Universidad 1001 col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México.
C.P. 62209.
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incrementar la producciéon de los cultivos (Sharma et al. 2012). La basqueda de
mas y mejores métodos de control, llevé al uso de plaguicidas botanicos a
principios de 1940, y la piretrina y rotenina fueron dos de los productos
utilizados para el combate de insectos; sin embargo, su uso disminuy6 por su
rapido deterioro ante la luz solar.

Fue a partir de la Segunda Guerra Mundial cuando se utilizé por primera vez
un compuesto sintetizado quimicamente para el control de insectos que
producian enfermedades a las tropas, siendo el DDT el primer plaguicida
sintetizado para el control de los mosquitos (Matthews 2006). Dentro del grupo
de los compuestos organoclorados, destaca el endosulfdn, el cual ha sido
utilizado ampliamente en diversos paises (Weber et al. 2010).

Descripcion del endosulfan

El endosulfan (6,7,8,9,10,10-hexachloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahidro-6,9-metano-2,4,3-
benzodioxatiepina-3-oxido) (CAS 115-29-7) es un plaguicida organoclorado que se
clasifica como un ciclodieno. Sin embargo, su grupo diéster sulfito es
relativamente reactivo y como consecuencia, su persistencia en el ambiente es
mas baja que la de otros ciclodienos, aunque todavia mayor que la de muchos
otros insecticidas (Awasthi ef al. 1997; Sutherland et al. 2000). Su composicion es
principalmente de dos isémeros a y [-endosulfan o endosulfan I y II,
respectivamente, en una relacién aproximada de 7:3 (Figura 2.1). Estos isomeros
tienen una amplia distribucién en el ambiente y han sido detectados en
diferentes compartimentos ambientales (suelos, aguas, atmésfera y sedimentos),
asi como a distancias considerables desde el punto de su aplicacién original
(Sharma et al. 2012; Kalyani 2010; Kataoka et al. 2010; Sarat y Singh 2010; Liu et
al. 2009; 1999).
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Figura 2.1. Estructuras quimicas del endosulfan. A, a-endosulfan; B, -endosulfan

y C, endosulfan sulfato (Weber et al. 2010).

El endosulfan ha sido clasificado como un compuesto orgénico persistente por
el Comité revisor de los contaminantes orgénicos (POPRC, por su siglas en
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inglés), durante la convenciéon de Estocolmo, Suecia (Sharma et al. 2012). La
Organizacién Mundial de la Salud (2002) clasifica al endosulfan en la Clase II:
moderadamente peligroso. Fue introducido por primera vez al mercado en 1954
y es utilizado ampliamente en el control de numerosos insectos en una amplia
variedad de cultivos alimentarios y no alimentarios (Guerin 1999; Sutherland et
al. 2000; Kumar y Philip 2007; Weber et al. 2010). Es usado extensivamente
debido a su amplio espectro de actividad y relativos bajos costos (Liu et al. 2009).
Se utiliza principalmente en los cultivos de cereales, té, café, algodon,
oleaginosas, frutas y verduras (Kalyani et al. 2010; Sarat y Singh 2010). A pesar
no estar autorizado para la floricultura, se estima que en diversos paises, tales
como Colombia, Ecuador, México, India, Kenia y Zimbabue, existen 190,000
personas empleadas en esta actividad y que se encuentran ocupacionalmente
expuestas a este organoclorado (Flores et al. 2011).

En México la CICOPLAFEST (2004) autorizé su uso para cultivos de alfalfa,
algodon, calabaza, caha de azucar, cebada, fresa, frijol, jitomate y maiz, entre
otros mas.

La producciéon y uso de este organoclorado aumenté debido a severas
restricciones en mas de treinta paises (Liu et al. 2009), lo mismo ocurrié con el
DDT y el hexaclorociclohexano (HCH), plaguicidas de la misma familia quimica
(Sutherland et al. 2000; Sarat y Singh 2010).

De acuerdo con la Agencia de proteccion Ambiental de los Estados Unidos de
América (EPA por sus siglas en inglés), se estima que se usaron 630 toneladas
de endosulfdn anualmente durante el periodo de 1987 a 1997, con una
produccién durante la década de los 80°s de aproximadamente 12,800 toneladas.
Estados Unidos de América exporté mas de 136 toneladas de este ingrediente
activo de 2001 a 2003, principalmente a paises de América Latina. Se calcula que
a nivel global se han producido 308,000 toneladas entre 1950 y 2000. Sélo en la
India se ha estimado que existen seis plantas que producen aproximadamente
5,400 toneladas anuales y en China se fabrican anualmente 2,800 toneladas
(Saiyed et al. 2003; Weber et al. 2010).

Efectos en el ambiente
En el ambiente, el endosulfan puede sufrir una transformacién quimica y pasar
de PB-endosulfan a a-endosulfan, sin que esta reaccién sea reversible. Se ha

demostrado que el a-endosulfan se volatiliza dos veces mas que el B-endosulfan,
por lo tanto, su conversioén provoca que se libere una mayor concentracién de
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plaguicida a la atmosfera y con ello su dispersiéon sea mas amplia al lugar de su
aplicacion (Weber et al. 2010).

Su tiempo de vida media en suelo se calcula entre los 60 y 800 dias. Sin embargo,
en aguas subterraneas y sedimentos se ha identificado que puede permanecer
hasta 6 afios (Kumar 2007; Castillo et al. 2011). De acuerdo con diversos autores,
el endosulfan puede sufrir una degradaciéon natural, debido a los cambios
ambientales, como por ejemplo, un pH alcalino y foto-oxidaciéon por luz
ultravioleta. Estos procesos se pueden llevar a cabo en el suelo y en el agua
(Kumar y Philip 2007). En general, los isomeros alfa y beta endosulfan son
degradados a través de la oxidacién del azufre formando sulfato endosulfan
(con mayor toxicidad que el endosulfan en cualquiera de sus isémeros) o
hidrolisis que da origen al metabolito no téxico diol endosulfdn. En el ambiente,
el sulfato endosulfan es el residuo mas detectado en suelos, tejidos de plantasy
animales. Por lo anterior, la acumulacion de dicho residuo en el suelo afecta
negativamente a este y su productividad (Katoaka et al. 2010; Castillo et al. 2011).

Debido a su uso amplio y su distribucion en el ambiente, el endosulfan
contamina suelos, aguas subterraneas y superficiales, sedimentos y atmésfera
(Sharma et al. 2012; Castillo et al. 2011; Liu et al. 2009; Kumar 2007,).

Efectos en los organismos

Por sus caracteristicas quimicas, toxicidad y persistencia los efectos biol6gicos
del endosulfan en los organismos son diversos. Su efecto insecticida se basa
principalmente en su efecto neurotéxico (Park et al. 2001; Stenersen 2004;
Castillo et al. 2011).

Sin embargo, no sélo afecta a estos organismos blanco, ya que cuando se
encuentra en ambientes acudticos es extremadamente toxico para peces e
invertebrados. En anfibios se ha observado su efecto como agente disruptor de
hormonas, suprimiendo la accién de la testosterona y 17p-estradiol, lo cual ha
provocado una baja en la tasa de natalidad de comunidades de animales
silvestres (Awasthi et al. 1997; Sutherland ef al. 2000; Hussain et al. 2007; Kumar
y Philip 2007; Kataoka et al. 2010).

En mamiferos se ha determinado toxicidad gonadal, genotoxicidad y la
neurotoxicidad (Sutherland et al. 2000), son un antagonista de los receptores
GABA abiertos por canales de cloro y un inhibidor de Ca?*, Mg?* ATPasa.
Ambas enzimas estan involucradas en la transferencia de impulsos nerviosos.
Se han administrado diversas dosis letales en ratas que van de una LDsp de 50
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mg/kg hasta 80 mg/kg, se clasifica como un plaguicida moderadamente
riesgoso (Park et al. 2001; Stenersen 2004).

Varios estudios han determinado que su toxicidad gonadal, genotoxicidad y
neurotoxicidad es alta. En mamiferos marinos, Greig et al. (2011) mencionan que
este organoclorado y otros COP, debido a su caracteristica lipofilica, se
almacenan en el tejido graso. Un ejemplo de esto es la transferencia de estos
compuestos a través de la placenta. En especies como la Phoca vitulina y
Halichoerus grypus, la transferencia se da a través de la leche materna, o bien a
través de las presas ingeridas (Katoaka et al. 2010).

Efectos sobre la salud humana

La fuente principal de contaminacién y absorcion del endosulfan es a través de
la exposicion durante su aplicacion y manipulacion de la poblacién
ocupacionalmente expuesta (Flores et al. 2011; Hughesa et al. 2011). Ademas, por
su presencia en los alrededores de los campos agricolas, en la atmoésfera, suelos,
sedimentos, aguas superficiales y los productos alimenticios el endosulfdn se
encuentra en contacto con diversos organismos (Hussain et al. 2007)

Terrones et al. (2000) han reportado la presencia DDT, b-BHC, y-BHC, dieldrin,
metoxicloro, lindano y heptacloro en suero sanguineo, tejido adiposo, cordén
umbilical y leche materna de mujeres en etapa terminal del embarazo en el
estado de Aguascalientes. No existen informes oficiales que sehalen la
utilizaciéon de estos compuestos en el control de brotes sanitarios o uso
comercial.

Se ha observado una disminucién de la concentraciéon de estrégeno, lo que causa
un incremento en la probabilidad de contraer cancer de mama debido a los altos
niveles de 16-hidroxiestronina, causante del desarrollo de células cancerigenas.
En glandulas mamarias se ha observado una afectacion en el mRNA, que
provoca una modificacién en la actividad transcripcional (Park ef al. 2001;
Waliszewski et al. 2003; Stenersen 2004).

Se han encontrado correlacion entre el empleo en la industria de flores cortadas
y el riesgo de aborto espontidneo, ademds de la incidencia de aberraciones
cromosémicas estructurales y numéricas en trabajadores agricolas de Quito,
Ecuador, que habian estado expuestos a una mezcla de diversos plaguicidas,
incluyendo el endosulfan (Hughesa et al. 2011).
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Convenios internacionales

Debido a las caracteristicas mencionadas y la problemaética asociada al uso, el
endosulfan ha sido motivo de diversos estudios que permitan tener bases
cientificas para su prohibicién a nivel internacional. En algunos paises ha sido
prohibido desde hace mas de una década, sin embargo en otros como la India
sigue siendo utilizado para el control de plagas (Kumar y Philip 2007). Diversos
grupos ambientalistas han solicitado la inclusion del endosulfan a los convenios
internacionales que norman la distribucién de los COP.

En el 2008, la Red de Accién en Plaguicidas y sus Alternativas para América
Latina (RAP-AL) presenté el primer reporte regional sobre alternativas al
endosulfan en América Latina, el cual describe las caracteristicas de toxicidad,
persistencia y bioacumulacion del endosulfan, lo cual provocé que la que la
Union Europea lo nominara para ingresar al Convenio de Estocolmo sobre
Contaminantes Organicos persistentes (COP) (Bejarano 2009).

A partir de ese momento comenzaron los trabajos para que este plaguicida
entrara al Anexo A de dicho convenio, para lo cual el comité de examen de los
COP concluy6 que seria incluido en el Anexo D, que establece los requisitos de
informacion y criterios de seleccion. Posteriormente, en el 2009, el comité aprobé
el perfil de riesgos del endosulfan de acuerdo con el Anexo E del convenio, lo
que permitié que un grupo de trabajo, del cual México formé parte, preparara
la evaluacién del manejo de riesgos, segtn las indicaciones del Anexo F del
dicho convenio (que incluye la consideracién de alternativas y aspectos
socioecondmicos). Asi surgi6 el segundo reporte regional de la RAP-AL, en la
cual se establecieron las alternativas de tratamientos, alternativas no quimicas,
y su estado actual en Bolivia, Costa Rica, Cuba, Chile y Paraguay. Después de
esta evaluacion tan detallada, el endosulfan, sus isémeros alfa y beta, asi como
el principal producto de degradacioén, el sulfato de endosulfan, se incluyeron en
el Anexo A del Convenio de Estocolmo para su eliminacién global, con
posibilidad de excepciones especificas y temporales.

En México, para cumplir con lo establecido en el Convenio de Estocolmo, el
Instituto Nacional de Ecologia, el el afio 2011 realiz6 el Diagndstico de la
Situacién del Endosulfan en México (INE 2011), el cual presenté una serie de
alternativas no quimicas de sustituciéon que se han aplicado de manera exitosa
como son:
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e El control biolégico con insectos depredadores y parasitos, asi como
microorganismos entomopatogenos,

e Eluso de trampas,

¢ El manejo del cultivo o control cultural: fecha de siembra, densidad
de siembra adecuada, variedad resistente o tolerante, podas,
nutriciéon balanceada del cultivo, rotaciones y/o asociaciones de
cultivos,

e El uso de bioinsecticidas o insecticidas de origen vegetal y
semioquimicos (sustancias quimicas producidas por un organismo
que sirven de intermediarios con otros organismos, por ejemplo, las
feromonas) , y

e FEl control manual, entre otros.

Opciones de tratamientos del endosulfan para su eliminacion

Existen diferentes opciones desarrolladas para el tratamiento del endosulfan, las
cuales incluyen procesos quimicos, fisicoquimicos y fisicos.

Gupta e Imran-Ali (2007) presentaron una propuesta de tratamiento con una
suspension de carbon producida en generadores industriales de combustible a
base de aceite. Fue tratado con peréxido de hidrogeno, calentado a 200°C,
llevado a una pirolisis de 400°C, a una solucién 1M de HCl y empaquetado en
una columna tipo Batch. La méxima adsorcién se encontr6 a los 90 min, pH 6.5,
0.025 dosis g/L, y 25°C con una eficiencia de adsorciéon de endosulfan de 34.11
y 36.06 mg/g.

Barcelo et al. (2008) realizaron estudios de degradacién fotoquimica en
soluciones acuosas del endosulfan a través de irradiacion luz ultravioleta a una
longitud de onda 254 nm. Obteniendo una posible via de degradacion
fotoquimica, obteniendo la formacién del endosulfan diol, su transformacién a
endosulfdn-éter y, finalmente, la degradaciéon completa del éter, a través de
desplazamientos de potencia. Otro proceso alternativo es la electrodidlisis y
Manisankar et al. (2001) demostraron que un electrodo de polipirrol revestido de
carbon vitreo, es efectivo.

Por otro lado, existe la opcién de aplicar tratamientos biolégicos, pues diferentes
reportes en la literatura indican que se han utilizando consorcios microbianos
anaerobios y aerobios para lograr la degradacién biolégica del endosulfan,
principalmente para lograr la oxidacién del sulfato endosulfén, con resultados
positivos (Weber et al. 2010). Debido a que estos procesos presentan ventajas
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sobre los anteriormente mencionados, en este capitulo se describira con mas
detalle el tratamiento biol6gico del endosulfan.

Tratamiento biolégico

Diversos organismos nativos presentes en los ambientes contaminados se han
adaptado a dichas condiciones, por lo que representan una opcién para ser
utilizados en estudios de degradacion del contaminante en suelos y aguas (Sarat
y Singh 2010). Con ello se propicia el tratamiento biol6gico, que utiliza sistemas
vivos o sus partes (células completas o enzimas aisladas), los cuales catalizan
reacciones quimicas, sobre estos compuestos xenobidticos hasta llevarlos a
compuestos mas sencillos y menos toxicos. Mediante la actividad degradadora
de microorganismos capaces de asimilarlos como fuente alterna de carbono y
energia, se puede llegar a la mineralizacion del contaminante.

Para el caso del endosulfan, los principales organismos utilizados para el
tratamiento biolégico son las bacterias y en menor medida, organismos en
cultivos mixtos, induciendo que la tnica fuente de carbono sea el plaguicida.

Es importante conocer las reacciones de transformacion del endosulfan, pues
significan una herramienta fundamental para el proceso del tratamiento
biolégico. En condiciones aerobias se lleva a cabo una transformacién por
oxidacion, dando como resultado sulfato endosulfén, y de acuerdo con la ruta
metabodlica propuesta por Klema y LaBelle (2007), se produce endosulfan
monoalcohol (Figura 2.2). En baja concentracion de oxigeno o en su ausencia,
sufre hidrélisis generando endosulfan diol, y como metabolito final en un pH
alcalino, hidroxicarboxilato endosulfan (Awasthi et al. 1997; Sutherland et al.
2000; Kumar 2007; Kataoka et al. 2010; Sarat y Singh 2010; Castillo et al. 2011). Sin
embargo, el sulfato endosulfan es tan téxico y persistente como el compuesto
original, mientras que el endosulfdn diol puede transformarse adicionalmente
en éter endosulfén, endosulfan-éter hidroxilo, endosulfan dialdehido y lactona
endosulfan, que son metabolitos menos téxicos (Sutherland et al. 2000; Sarat y
Singh 2010).
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Figura 2.2. Ruta de degradacion del endosulfan (University of Minnesota.
Biocatalysis/Biodegradation Database,
http:/ /www.umbbd.ethz.ch/end/end_map.html).

45



Los Plaguicidas en México: aspectos generales, toxicoldgicos y ambientales

En la tabla 2.1, se muestran algunos organismos aislados de suelos agricolas
reportadas con la capacidad de degradaciéon de endosulfan utilizados como
cultivos puros.

Tabla 2.1. Organismos capaces de degradacién de endosulfan

Organismo Tipo Metabolito Autor
Phanerochaete chrysosporium Hongo Sulfato endosulfdn Kataoka et al. 2010
Trichoderma harzianum Hongo Sulfato endosulfan Kataoka et al. 2010
Aspergillus terreus Hongo Sulfato endosulfan Kataoka 2010
Klebsiella pneumoniae Bacteria Kwon et al. 2005
Burkholderia cepacia Bacteria Hussain et al 2007
Staphylococcus sp. Bacteria Mineralizacién Kumar y Philip
Bacillus sp. completa 2006
Pseudomonas spinosa Bacteria Hussain et al. 2007
Pseudomonas aeruginosa Bacteria Hussain et al. 2007

Generalmente se utiliza el tratamiento a través de cultivos en laboratorio, sin
embargo, en los suelos agricolas, las propiedades y caracteristicas de estos
complica su tratamiento, debido principalmente por la variacion espacial de los
factores bidticos y abidticos a través de la profundidad del mismo. Kumar y
Philip (2007), hacen un tratamiento en una reactor a escala piloto, obteniendo
como resultado que la maxima eficiencia de degradacion (78% + 0,2 y 86,91 +
0,2%) se llevaron a cabo en la parte inferior del reactor en donde se favorecieron
las condiciones anaerdbicas.

Consideraciones finales

El ensosulfan es un plaguicida organoclorado que por sus caracteristicas de
persistencia y toxicidad, ha sido incluido como compuesto organico persistente
en el Convenio de Estocolmo, lo que significa que es necesario desarrollar
estrategias para su eliminacion. En este capitulo se ha discutido sus efectos sobre
el ambiente y la salud, por lo que es importante reiterar la necesidad de
desarrollar tecnologias propias para tratar residuos de este plaguicida o para
remediar sitios contaminados. Existen diferentes opciones de tratamiento, pero
una que ofrece ventajas importantes y que causa menores efectos colaterales
sobre el ambiente y salud, es el tratamiento biolégico. Actualmente existen
reportes de numerosos microorganismos que se han aislado de sitios
contaminados y que se han caracterizado en funcién de sus capacidades de
degradacion; ellos son una herramienta potencial para la degradaciéon de los
residuos de este plaguicida.
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CAPITULO 3
ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN TEJIDOS HUMANOS Y
ALIMENTOS

Alicia Reyes-Garcia!, Rafael Valencia-Quintana?, Juana Sanchez-Alarcon?,
Maria Magdalena Garcia-Fabilal, Stefan M. Waliszewski® y Julieta Castillo-
Cadena!

Introduccion

En el andlisis de los niveles de plaguicidas en tejidos humanos debemos
considerar las distintas formas en las que la poblacién en general puede estar
expuesta, asi como identificar los diferentes grupos de riesgo por edad y género
entre otros aspectos. Se pueden considerar bdasicamente la exposiciéon
profesional y la exposicién ambiental. Dentro de la primera clasificacién se
incluyen a los trabajadores de las industrias de formulaciéon y sintesis de
plaguicidas, a los aplicadores de plaguicidas en campafias sanitarias, a los
trabajadores agricolas que preparan y aplican las mezclas de plaguicidas, asi
como también a los trabajadores del campo que laboran en terrenos en los que
previamente se han aplicado dichos compuestos. La poblacién en general
también puede estar expuesta a través de la contaminacién de los alimentos, del
aire, del suelo y del agua por dichos compuestos.

Por lo anterior, es indispensable el monitoreo de los residuos de plaguicidas en
diferentes matrices ambientales y biol6gicas con el proposito de vigilar que éstos
no sobrepasen los limites de tolerancia permitidos por las normas regulatorias y
que siempre sean inferiores a la dosis o ingestion diaria admisible (IDA). Para el
caso del monitoreo de residuos de plaguicidas en humanos, las muestras mas
empleadas han sido tejido adiposo, suero sanguineo, leche materna y orina. Se
recomienda la congelacién de la muestra para su transporte y almacenamiento,
sin la adicion de algtn conservador.

La cuantificacién de los plaguicidas se realiza por determinacién cuantitativa
del compuesto original, asi como de sus metabolitos, presentes en las diferentes
matrices biol6gicas. En algunas otras ocasiones, que no competen a lo tratado en
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el presente capitulo, a través de un analisis se puede determinar los niveles de
afectacion de los plaguicidas sobre alguna funcién biolégica, tales como el
aumento o disminucién de alguna actividad enzimatica (v. gr. colinesterasas), o
algtin otro biomarcador (v. gr. hiperglucemia y glucosuria), o bien, tiempos de
coagulacion, entre otros.

La presencia de residuos de plaguicidas en seres humanos asi como en otros
organismos, se debe, en parte, a su capacidad de persistencia y a sus
propiedades fisicoquimicas como su hidrofobicidad, lo que les permite
acumularse en los tejidos y 6rganos de los animales, el hombre y las plantas. Los
plaguicidas organoclorados (OC) debido a sus propiedades lipofilicas y de
persistencia se acumulan en el compartimiento graso de los organismos
(Waliszewski et al. 2008). En la organogénesis, los fetos estan expuestos debido
al paso de sustancias acumuladas a través de la placenta y, en una etapa
posterior al parto, el bebé queda expuesto al aspirar aire contaminado y al
consumir alimentos de origen animal como la leche y productos céarnicos
(Waliszewski et al. 2000b, 2004; Alegria et al. 2005).

Las mujeres embarazadas y los recién nacidos son poblaciones especialmente
susceptibles a la exposicion de los plaguicidas persistentes. Se ha constatado un
equilibrio toxicocinético en el depésito de sustancias persistentes durante el
embarazo debido al transporte del tejido adiposo materno al feto. Esto consiste
en un proceso pasivo de transporte y de equilibrio entre las concentraciones
maternas y las del feto. La exposicion a sus residuos se puede manifestar en el
desarrollo de diferentes patologias cuya gravedad depende de los factores de
exposicion, predisposiciéon genética y del estado general de salud (Waliszewski
et al. 2005a,b). El equilibrio toxicocinético también se da entre los niveles de
plaguicidas en el tejido adiposo y en la sangre después de una continua
exposicion y absorcion. Este hecho ha facilitado la vigilancia de las poblaciones
en riesgo al poder contar con un método menos invasivo que una biopsia de
tejido adiposo.

A continuacion se hace una breve resefia de los estudios realizados en México
enfocados a determinar los residuos de plaguicidas en matrices bioldgicas y
alimentos. La gran mayoria de estos estudios coinciden en que los plaguicidas
OC son los mas persistentes, y dentro de éstos los mayormente determinados
son el dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) y sus metabolitos. Las matrices
biol6gicas mas analizadas han sido el tejido adiposo, el suero sanguineo, el suero
de cordén umbilical y la leche materna. Las mujeres han sido el objetivo
primordial en estos estudios, y en menor proporcién, los nifios y los hombres
adultos.
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Estudios realizados en México

Aunque el DDT vy el lindano (y-HCH), utilizados en México hasta 1999, han
proveido de grandes beneficios al combate de vectores transmisores de
enfermedades, y a la agricultura en la proteccion de las cosechas. Sus
propiedades de persistencia en el ambiente y de bioconcentracién en tejidos del
cuerpo humano, rico en lipidos, reflejan la magnitud de la contaminacién
ambiental. Los analisis de tejido adiposo materno, suero sanguineo materno,
suero de cordén umbilical, calostro y leche materna madura, indican la
circulacion de estos compuestos a través de todos los compartimientos del
cuerpo, incluso a través de la barrera placentaria. Los andlisis pareados de los
niveles de residuos de plaguicidas OC entre el suero sanguineo materno y el
suero del cordéon umbilical, demuestran una correlacién significativa, y su
transferencia de la madre al feto, al igual que los andlisis entre el tejido adiposo,
el calostro y la leche madura. Por otra parte, se ha evidenciado que la lactaciéon
es un medio de descontaminacion (Waliszewski et al. 2001).

En 1997 se reviso6 el impacto potencial del DDT sobre la salud publica en México.
Los patrones de produccion y de consumo durante los 20 afios anteriores fueron
descritos y comparados con los de Estados Unidos. Se revis6 la informacion de
estudios sobre la determinacion de los niveles de este insecticida en sangre,
tejido adiposo y muestras de leche materna de mujeres mexicanas. Los niveles
ajustados de DDE encontrados fueron de 6.66 ppb en tejido adiposo y de 0.594
ppm en leche materna. En su momento se recomend¢ la realizacion de estudios
epidemioldgicos para evaluar la asociaciéon entre los niveles de DDT
acumulados en tejido adiposo y la incidencia de cancer de seno entre mujeres
mexicanas (Lopez-Carrillo et al. 1997).

Anailisis de residuos de plaguicidas en tejido adiposo y otras matrices

El tejido adiposo es seleccionado como la matriz idénea para los estudios acerca
del grado de acumulacién de plaguicidas OC debido a su alto contenido de
acidos grasos, los que almacenan en la grasa neutra (triglicéridos) y sustancias
quimicas lipofilicas (Waliszewski et al. 2008). La mayoria de los estudios
realizados en México en relacion al monitoreo de residuos de plaguicidas se han
llevado a cabo en tejido adiposo. Dichos estudios consideran algunos factores
confusores tales como la edad y el sexo.

En un estudio reciente se determinaron los niveles de los plaguicidas OC HCB;

o-B-yv-HCH; p,p’'DDE; o,p'DDT y p,p'DDT, en tejido adiposo de mujeres
originarias del estado de Puebla, México. Fueron analizadas 75 muestras de
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tejido adiposo abdominal tomadas en 2010 durante las autopsias en el Servicio
Forense de Puebla. Los resultados fueron expresados en mg/kg. Se encontro:
p,p'DDE en el total de las muestras, con una media de 1.464 mg/kg; p,p’'DDT en
el 96% de las muestras, con una media de 0.105 mg/kg; o,p’DDT en 89.3% de las
muestras monitoreadas, con una media de 0.025 mg/kg; y B-HCH en el 94.7%
de las muestras, con una media de 0.108 mg/kg (Waliszewski et al. 2012).

Se realiz6 un estudio similar en 150 individuos del estado de Veracruz, México,
para determinar los niveles de estos plaguicidas OC en tejido adiposo. Se
encontraron diferencias significativas en algunos de ellos al comparar los grupos
por edad, sexo y los niveles encontrados en 2008 con los de 2010, se observé una
tendencia a la disminuciéon en 3-HCH, p,p’'DDE y DDT. En las muestras
analizadas se encontr6 lo siguiente: se detecté p,p’DDE en el total de las
muestras, con una media de 1.643 mg/kg; p,p’DDT en 99.3% de las muestras,
con un nivel promedio de 0.227 mg/kg; f-HCH en 97.3% con un nivel promedio
de 0.063 mg/kg; y o,p’'DDT en 93.3% de las muestras con una concentracion
promedio de 0.022 mg/kg (Waliszewski et al. 2011a).

En el estado de Veracruz fueron tomadas muestras de tejido adiposo de las
cavidades abdominales de 69 mujeres embarazadas durante sus cirugias de
cesdrea, y 34 muestras de donadores (grupo testigo) fueron tomadas durante las
autopsias; estas muestras fueron analizadas por cromatografia de gases (GC) con
detector de captura de electrones (ECD). Los resultados mostraron que los
niveles medios fueron mds altos en el grupo testigo que en el grupo de las
mujeres embarazadas, B-HCH 0.064 vs. 0.027; p,p’DDE 1.187 vs. 0.745; o,p’DDT
0.016 vs. 0.011; p,p’DDT 0.117 vs. 0.099 y £-DDT 1.337 vs. 0.854, respectivamente.
Las mujeres embarazadas de mayor edad presentaron un incremento en los
niveles de los plaguicidas mas resistentes. No se encontré correlacién entre el
indice de masa corporal y los plaguicidas OC en las mujeres embarazadas
(Herrero-Mercado et al. 2010a).

Muestras de tejido abdominal de 80 personas originarias del estado de Veracruz
y 80 originarias de Puebla, México, fueron analizadas y comparadas para
determinar los niveles de contaminacién por OC (DDT, HCH). Los niveles del
primer grupo fueron mas elevados respecto del segundo: 3-HCH, 0.072 vs. 0.029
mg/kg; p,p’DDE, 2.364 vs. 0.726 mg/kg; o,p’DDT, 0.022 vs. 0.025; p,p’DDT, 0.192
vs. 0.061 mg/kg y 2-DDT, 2.589 vs. 0.806. La poblaciéon de Veracruz presenté
significativamente un riesgo mayor. Al dividir las poblaciones por sexo, origen
y causa de muerte no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.
El estudio indic6 una exposiciéon prolongada a DDT de los mexicanos, a causa
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de su uso sanitario y de la persistencia de sus residuos en suelo y aire
(Waliszewski et al. 2010).

Los plaguicidas OC también han sido encontrados en tejido adiposo del seno de
mujeres que tuvieron cirugia debido a la presencia de tumores. Participaron 127
mujeres con tumores de seno malignos, 127 con tumores de seno benignos y 127
que conformaron el grupo testigo sin anormalidades en el seno. Al comparar los
niveles de plaguicidas en los diferentes grupos se encontré que los valores
mayores estuvieron en el grupo de mujeres con tumores benignos. Para cada
compuesto los valores encontrados, desde el grupo testigo hasta los grupos con
tumores malignos y benignos, fueron: para HCB, 0.045, 0.099, 0.116 mg/kg; para
-HCH, 0.163, 0.265, 0.319 mg/kg; para p,p’'DDE, 0.782, 0.980, 1.761 mg/kg; para
o,p'DDT 0.035, 0.094, 0.176 mg/kg; para p,p’'DDT, 0.296, 0.351, 0.661 mg/kg;
para £-DDT, 1-112, 1.423, 2.601 mg/kg, respectivamente (Waliszewski et al.
2005b).

Con el propésito de determinar los niveles de plaguicidas OC persistentes en
mujeres con carcinoma mamario, se analizaron 21 muestras de tejido adiposo
adherido al tumor, y 21 muestras de tejido adiposo abdominal de mujeres
sometidas a cirugias de hernias, como grupo testigo. Los valores de HCB fueron
0.043 mg/kg en el testigo y de 0.036 mg/kg en el grupo de enfermas. Los niveles
de p-HCH fueron de 0.282 mg/kg y de 0.320 mg/kg para el testigo y grupo con
cancer, respectivamente. El p,p’DDE mostr6 0.746 y 1.098 mg/kg; el o,p’DDT
presentd 0.041 y 0.141; el p,p’DDT exhibi¢ 0.350 y 0.398, en el mismo orden
respectivamente. El valor total indicé 2-DDT 1.133 mg/kg en el grupo testigo y
de 1.638 mg/kg en las enfermas. En general los niveles mds altos fueron
encontrados en el grupo de las pacientes con carcinoma mamario. Las pruebas
estadisticas revelan una posible coincidencia entre la exposicion mayor a
plaguicidas OC y una mayor prevalencia de carcinoma mamario (Waliszewski
et al. 2003).

Se ha analizado el consumo de alimentos en relacion a los niveles de DDE en el
tejido adiposo de 207 mujeres residentes de diferentes estados de México, con
bajos y altos niveles de exposicién al DDT. Los hallazgos sugieren que ciertos
alimentos sirven como vehiculos para los residuos de DDE y confirma que
amamantar es un mecanismo para la eliminaciéon de este insecticida que se
acumula con los afios en el cuerpo humano (Galvan-Portillo et al. 2002). En el
periodo de 1988 a 1998 se analizaron 326 muestras de tejido adiposo humano, en
ellas se encontr6 una elevada cantidad de DDT y su metabolito DDE, que
alcanz6 valores promedio maximos de 6.67 mg/kg y 1891 mg/kg,
respectivamente (Waliszewski et al. 2000). En otro estudio similar, la tendencia
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de los residuos de plaguicidas OC en tejido adiposo humano entre 1988 y 1997,
ha sido evaluada en el estado de Veracruz. Para ello se analizaron 287 muestras
de tejido adiposo, y los resultados indicaron al DDT como dominante. Las
fluctuaciones de los niveles de éste revelan una tendencia a disminuir durante
el periodo estudiado (Waliszewski et al. 1998).

Con el propésito de evaluar la exposiciéon ocupacional a OC se tomaron
muestras de tejido adiposo de 40 trabajadores quienes se dedicaban a aplicar
dichos compuestos en campanas sanitarias en el estado de Veracruz. Las
concentraciones medias determinadas fueron las siguientes: DDT total: 104.48
ng/kg; p,p’DDE: 60.98 nug/kg; p,p’DDT: 31.0 ng/kg; o,p’DDT: 2.10 ng/kg; y
p,p’DDD: 0.95 pg/kg. Estos elevados niveles de DDT en tejido adiposo alertan
sobre la necesidad de programas de prevencién y la promocién de medidas de
higiene y aplicacién mas segura (Rivero-Rodriguez et al. 1997).

Las concentraciones de residuos de insecticidas OC como DDT, DDE, B- y y-
HCH, fueron determinados en muestras de tejido adiposo humano obtenido
durante autopsias de dreas urbanas y suburbanas de Veracruz entre 1988 y 1991;
los niveles medios decrecieron de 17.45 mg/kg en 1988 a 14.06 mg/kg en 1991.
Los niveles mas altos fueron encontrados en las dreas suburbanas y en personas
mayores de 51 afos, asi como en pacientes que murieron de desérdenes
cardiovasculares (Waliszewski et al. 1996). Residuos de p-HCH, y-HCH,
p,p’'DDE, o,p’DDT y p,p’'DDT fueron analizadas en 177 muestras de tejido
adiposo de personas fallecidas en la Ciudad de Veracruz en los afios 1988, 1991
y 1992. Los niveles encontrados de y-HCH fueron superiores a los reportados en
otros paises. El contenido total de DDT present6 una tendencia ascendente al
alcanzar un nivel promedio de 24.82 en 1992, con 18.91 mg/kg de DDE. El origen
de esta contaminaciéon se atribuye principalmente a la alimentacién
(Waliszewski et al. 1995a). Un total de 90 muestras de tejido adiposo humano
fueron tomadas durante las autopsias y analizadas para la determinacién de
plaguicidas OC. La frecuencia y niveles medios (mg/kg) encontrados fueron: o-
HCH: 5.5%, 0.30; p-HCH: 10.0%, 0.25; p,p’DDE: 100%, 18.91; o,p’DDT: 54.4%,
1.19; y p,p'DDT: 100%, 4.72. La concentracién y frecuencia de y-HCH y p-HCH
fueron muy bajas, el compuesto dominante fue el p,p’DDE y la cantidad total de
DDT fue de 24.14 mg/kg. Los niveles mas altos fueron encontrados en la
poblacién del area suburbana y en las personas mayores de 50 afios no se
encontraron diferencias entre géneros (Waliszewski et al. 1995b).

En 1980 se determinaron los niveles de residuos de plaguicidas OC en tejido

adiposo de habitantes de tres ciudades mexicanas de diferentes caracteristicas
socioecondmicas. Fueron encontrados residuos diferentes de OC en las
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muestras, principalmente DDT y BHC. En uno de los grupos la media de DDE
fue de 18.36 ppm en base lipidica, uno de los niveles mas grandes reportados en
las referencias (Albert et al. 1980).

Suero sanguineo

Con el propésito de determinar los niveles de los plaguicidas OC HCB, o-p-y-
HCH, p,p’DDE; o,p’DDT y p,p’'DDT, en suero sanguineo de habitantes del
estado de Veracruz, México, se analizaron 150 muestras de suero sobrante
después de analisis clinicos mediante GC-ECD. Se detectaron: p,p’DDE en el
total de las muestras, promediando 15.8 mg/kg y 8.4 ug/L; p,p’'DDT estuvo
presente en 41.3% de las muestras monitoreadas con una media de 3.1 mg/kgy
1.4 ng/L; se encontré B-HCH en el 48.6 % de las muestras con 4.9 mg/kg y 2.7
ng/L; o,p’DDT fue determinado sélo en 3.3 % de las muestras con 2.7 mg/kg y
14 pg/L. Las muestras reagrupadas por género presentaron diferencias
significativas para las concentraciones de 3-HCH y p,p’DDE en mujeres. Por otra
parte, se encontré que la edad es un factor asociado positivamente con los
niveles de plaguicidas OC en los habitantes de Veracruz (Waliszewski et al.
2011b).

Se determinaron los niveles de DDT y DDE en trabajadores del Programa de
Prevencién y Control del Paludismo en Tapachula, Chiapas. Participaron 32
trabajadores a quienes se les encontraron niveles promedio en sangre de
86.85ug/L y 264.95 ng/L de DDT y DDE, respectivamente. El total de los
trabajadores presentaron residuos de estos plaguicidas. Los trabajadores
encargados de rociar presentaron niveles mas altos que los trabajadores con
actividades de supervision, asi como los trabajadores que tenian mas de 10 afios
de exposicion laboral con respecto a los que tenian menos de 10 afios. Al
comparar el nivel educativo los trabajadores que tenian educacién primaria
presentaron mayores niveles que los que tuvieron un mayor nivel educativo
(Herrera-Portugal et al. 2009).

Este mismo grupo determiné los niveles sanguineos de DDT y DDE en mujeres
en edad reproductiva de la misma regién. Se detecté DDT en 73.33%, DDE en
46.67% y ambos plaguicidas en 53.33% de las mujeres participantes. Se
encontraron diferencias significativas al comparar a las mujeres provenientes de
un medio rural con las de un medio urbano, siendo los niveles de DDT del doble
y los de DDE mas del triple en las primeras al compararlas con las segundas. El
numero de partos tiene influencia en los niveles encontrados mostrando una
relacion negativa, el mismo comportamiento estuvo presente en relacién con el
consumo de productos lacteos (Herrera-Portugal et al. 2008a).
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Otro grupo vulnerable analizado por Herrera-Portugal (2008b) ha sido el de los
nifios de comunidades endémicas de paludismo en Chiapas, México. Se
cuantificaron los niveles sanguineos de DDT y DDE en dos comunidades con
diferentes historias de exposicién, en 80 nifios de 6 a 12 afios, utilizando GC. Los
resultados mostraron que los nifios del drea de mayor exposicion presentaron
los niveles mas elevados, al compararse con los niveles encontrados en el érea
de menor exposiciéon. En el primer grupo también encontraron una relaciéon
directa de los niveles de plaguicidas con el consumo de pescado. El tiempo de
lactancia y la edad de los nifios son factores que también influyen.

Se analizaron 118 muestras de suero sanguineo humano para la determinacién
de los niveles de plaguicidas OC obtenidos de autopsias de victimas de
accidentes automovilisticos en el estado de Veracruz entre los afios 2000 y 2001.
Los niveles de metabolitos de insecticidas como 3-HCH y p,p’DDE en sangre se
incrementaron entre 1997 y 2001, pero los niveles de p,p’'DDT disminuyeron en
2001 debido a que el uso del DDT en el control de la malaria en México fue
restringido (Waliszewski et al. 2004b).

Los niveles de DDT y deltametrina han sido evaluados en muestras humanas en
diferentes areas con malaria en México (Chiapas y Oaxaca). Al considerar los
niveles ambientales de estos compuestos, los niveles en sangre pueden ser
explicados por la ingestién de suelo/polvo, de leche humana y el consumo de
pescado u otros alimentos contaminados (Yafiez et al. 2002).

Se hizo la determinacién de plaguicidas en suero de 52 floricultores de Villa
Guerrero, Estado de México, también en 46 comerciantes del mercado local,
quienes viven en este municipio pero no trabajan con plaguicidas, y finalmente
en 38 estudiantes y personal administrativo de la Universidad Auténoma del
Estado de México. Para la extraccién a partir del suero se emple6 una columna
Oasis y se inyect6 en el cromatdgrafo de gases-masas. En el suero de los
floricultores se encontraron los siguientes plaguicidas: topcide, carbofuran,
furanone, maneb, zineb y pentaclorofenol (PCP), y ninguno en los otros dos
grupos (Castillo-Cadena et al. 2006).

Suero de cordéon umbilical

Los plaguicidas OC se acumulan en compartimentos ricos en lipidos dentro de
los organismos. Durante el embarazo, estos compuestos pasan a través de las
barreras placentarias y aparecen en sangre del cordéon umbilical. En el estado de
Veracruz se determinaron niveles de plaguicidas OC en 70 muestras de sangre
de cordén umbilical tomadas durante el proceso de parto de mujeres, en el 2009,
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y se encontré: B-HCH (4%, 3.9 ug/L); p,p’DDE(100%, 0.7 ug/L); y p,p’DDT (4%,
1.4 ug/L). En general, las muestras de sangre de cordon umbilical en Veracruz
contienen plaguicidas OC, especialmente p,p 'DDE, lo que confirma la presencia
de estos compuestos en el ambiente, asi como su transferencia de la madre al
feto (Herrero-Mercado et al. 2010b). Barraza-Vazquez et al. (2008) han
determinado los niveles de exposicion a DDT y han evaluado los factores
maternos determinantes de las concentraciones de DDE en suero del cordon
umbilical de recién nacidos. Se encontr6é correlacion positiva entre la
concentracién del DDE en el suero materno y del cordén umbilical.

Leche materna

A pesar de que en México se ha prohibido el uso de aldrin, dieldrin y endrin,
que se ha restringido el uso de lindano y HCH y que la utilizacién del DDT esta
reservada a campafas sanitarias oficiales, hoy en dia se sigue registrando su
presencia en la leche materna (Prado et al. 2001). Numerosas investigaciones han
reconocido la presencia de plaguicidas OC persistentes en leche materna, y
actualmente es analizada como un bioindicador de su contaminacién. Por otra
parte, la leche materna es considerada la ruta mas importante para la
eliminacién de plaguicidas OC depositados en el cuerpo de la madre. El
equilibrio de los plaguicidas en el cuerpo humano considera los elementos de
los procesos internos de transporte, el patrén de equilibrio entre plaguicidas y
el contenido graso de los tejidos, asi como la movilizacién de lipidos y
lipoproteinas entre los compartimentos corporales.

Se llev6 a cabo un estudio con el propédsito de determinar los niveles de
plaguicidas OC en muestras de leche materna dentro de los dias cuatro y treinta
de la lactancia, y la tendencia de su concentraciéon con el tiempo, con el fin de
pronosticar el patrén de excrecion de los residuos de plaguicidas. Las muestras
fueron tomadas de 40 participantes y analizadas por GLC-ECD, observando que
los niveles de los residuos de plaguicidas OC disminuyen durante la lactancia:
B-HCH de 0.095 a 0.066 mg/kg, p,p'DDE de 1.807 a 1.423 mg/kgy p,p'DDT de
0.528 a 0.405 mg/kg. El bebé recién nacido, expuesto durante la lactancia, tiene
residuos de plaguicidas cuyos niveles disminuyen permanentemente. Los
niveles dependen no sélo de la alimentacion con leche materna, sino también de
la exposicion ambiental, la cual incluye la contaminacién del aire como una
fuente significativa (Waliszewski et al. 2009).

En otro estudio, en Chelem, Yucatin, fue analizada leche materna para

determinar los niveles de plaguicidas OC. Los niveles de este compuesto
presentan una tendencia a disminuir con el nimero de nacimientos (unipara,
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multipara) aunque no es significativo, pero el 36% de las muestras excedieron
los niveles de ingesta diaria aceptable (IDA) para la Reunion Conjunta
FAO/WHO sobre Residuos de Plaguicidas (JMPR-FAO/WHO) (Rodas-Ortiz et
al. 2008). Entre 1997 y 1999 se analiz6 el contenido de plaguicidas OC en 37
muestras de leche materna de una zona urbana y 26 de una zona suburbana de
la misma ciudad por GC-ECD. Los resultados presentaron los siguientes
porcentajes de ocurrencia y concentracién en mg/ g: B-HCH (37.8, 0.70); dieldrin
(62.2, 1.74); aldrin (54, 0.30), heptacloro (48,6%, 0,40); p,p’'DDT (37,8%, 1,11);
p,p'DDE (32,4%, 1,06). En la zona suburbana, se encontré: p-HCH (65%, 0,53);
aldrin (76,9%, 0,06); heptacloro (38,4%, 0,13); p,p’DDT (26,9%, 0,18); p,p’'DDE
(96,1%, 0,65). La zona urbana present6é niveles criticos de aldrin + dieldrin,
heptacloro, y DDT + metabolitos: 13,6; 6,9 y 2,0 veces el valor limite méximo de
residuos (LMR), respectivamente. En la zona suburbana la relacién fue de 0,4;
1,7y 0,7 (Prado et al. 2004).

Residuos de plaguicidas OC fueron medidos en 108 muestras de leche materna
por CG-ECD, en una regién suburbana cercana a la Ciudad de México, los
niveles medios de residuos encontrados en las muestras fueron: ¥ DDT 2.55
ng/g (98%), ¥ HCH 0.693 ng/g (63%), endrin 0.077 pg/g (4.6%), heptacloro +
heptacloro epéxido 0.259 pg/g (66%) y aldrin + dieldrin 0.059 pg/g (98%). £
DDT, ¥ HCH y endrin estuvieron dentro de la norma ADI. Sin embargo,
heptacloro epéxido y aldrin+dieldrin sobrepasaron esté limite 2 y 2.4 veces en
36.2 y 53% de las muestras respectivamente. Se analizaron y correlacionaron
positivamente algunos factores como: lugar de residencia, nimero de hijos, edad
de la madre, contenido de grasa en leche y consumo de pescado y la presencia
de plaguicidas (Prado et al. 2001).

En 1999, en el estado de Morelos fueron evaluadas 24 mujeres de entre 21 y 36
afos de edad, por la asociacion entre el amamantamiento y los niveles séricos
de DDT en estas mujeres con nifios criados en dicho estado. Se concluy6 que el
amamantamiento lleva a una rapida remocioén de los metabolitos del DDT
comparado con las tasas de eliminacién de las no lactantes cuyos niveles fueron
similares a los encontrados 20 afios atras en los Estados Unidos (L6pez-Carrillo
et al. 2001).

También se determinaron los niveles de plaguicidas OC en leche materna de
mujeres que vivian en areas urbanas y rurales en el centro de México. Niveles
elevados de DDT y de sus metabolitos p,p’DDT y DDE, fueron encontrados en
la Ciudad de México, Cuernavaca y el area rural de Morelos. Como era de
esperarse los niveles mds altos de exposicién a estos plaguicidas fueron
encontrados en las dreas rurales del estado de Morelos (Elvia et al. 2000).
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Se documentaron los niveles y factores determinantes de los metabolitos del
DDT en la leche materna de 50 mujeres adultas que vivian en la Ciudad de
Meéxico. Los niveles de OC fueron determinados por GC. Los principales
determinantes fueron la edad, el tiempo de lactacién, tiempo de vivir en un area
agricola, y consumo de carne y pescado. Se estim6 que los bebés que son
amamantados ingieren DDT por arriba de los niveles recomendados por la
FAO/WHO. Se necesita investigar las posibles enfermedades que pudieran
desarrollarse (Torres et al. 1999).

Con el propésito de determinar el nivel de contaminacién por plaguicidas OC
como reflejo de la exposicién humana en areas tropicales, se recolectaron 619
muestras de leche materna de mujeres saludables de entre 15 y 30 dias después
de parto en 1995. Se detectaron 14 plaguicidas, entre ellos f-HCH y p,p’DDE en
el total de las muestras y el p,p’DDT en 99.4%, con valores promedio de 0.431,
4.050 y 1.611 mg/ kg respectivamente. El p,p’DDE y el p,p’DDT representaron el
68 y 27% del DDT total, respectivamente, que presenté un nivel medio de 5.492
mg/kg, con un nivel maximo de 99.339 mg/kg. Estos valores exceden por
mucho los niveles recomendados (Waliszewski 1997). Otras muestras de leche
fueron tomadas de 15 madres en la regién de la Comarca Lagunera en México,
y fueron analizadas para la determinacién de residuos de plaguicidas OC. Los
mas abundantes fueron p,p’DDE, p,p’DDT y B-BCH y sus niveles estuvieron por
arriba de los recomendados por la FAO/WHO (Albert et al. 1981).

Gradientes de niveles de plaguicidas organoclorados en mas de una
matriz biolégica

Algunos estudios han propuesto determinar los niveles de 3-HCH, p,p’'DDE,
o,p’DDT y p,p"DDT, y calcular las razones de los coeficientes de particion en
tejido adiposo materno, suero sanguineo materno y suero de sangre de cordén
umbilical, en los binomios madre/hijo. En el estado de Veracruz, México, se
analizaron 70 binomios madre/hijo por GC-ECD, en las diferentes matrices
biolégicas indicadas. Como en la mayoria de los estudios descritos, el p,p" DDE
fue el mayor componente OC detectado en tejido adiposo materno (0.770
mg/kg), suero sanguineo materno (5.8 mg/kg) y suero de cordén umbilical (6.9
mg/kg). El p,p'DDT fue detectado a 0.101 mg/kg, 2.2 mg/kg, y 5.9 mg/kg
respectivamente. Los niveles detectados de B-HCH fueron 0.027 mg/kg, 4.2
mg/kg y 28.0 mg/kg respectivamente. El o,p’DDT fue encontrado tnicamente
en el tejido adiposo materno con una concentraciéon de 0.11 mg/kg. Los
coeficientes de particion entre las muestras identifican incrementos
significativos en las concentraciones del tejido adiposo al suero sanguineo
materno y al suero sanguineo del cordén umbilical. Los incrementos indican que
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el tejido adiposo materno libera plaguicidas OC al suero sanguineo y que éstos
son transportados a la sangre del cordén umbilical (Herrero-Mercado et al. 2011).
Por otro lado, se determinaron los niveles de DDT y de sus metabolitos en tejido
adiposo materno, suero sanguineo y leche materna de 112 residentes en
Veracruz, México, entre 1997 y 1999. Los resultados mostraron niveles mayores
del p,p’DDE en tejido adiposo con 3.76 mg/ kg, seguido por 3.49 mg/kg en suero
sanguineo, y 3.23 mg/kg en leche materna, la misma tendencia se observé con
p.p'DDT con 0.97, 0.82 y 0.51 mg/kg en el mismo orden de muestras. La mayor
concentracion de DDT total en leche materna se encontré en la poblacion
suburbana con 4.84 mg/kg vs. 2.49 mg/kg de la poblacién urbana. También se
observé un aumento en los niveles con la edad, de 2.97 mg/kg en madres
menores de 20 afios a 4.60 mg/kg en mujeres mayores de 40 afios y un descenso
con el nimero de hijos de 4.10 a 3.41 mg/kg en madres con uno y tres hijos
respectivamente. Se concluyé que el DDT acumulado en el tejido adiposo
materno forma un equilibrio con el suero sanguineo y se excreta con las grasas
endogenas que participan en la formacion de la leche (Waliszewski et al. 2002).

Para establecer la distribucién de plaguicidas OC en el cuerpo humano, los
gradientes de concentracién entre tejido adiposo, el suero de sangre materna y
el suero de cordon umbilical han sido determinados. Fueron tomadas muestras
de tejido adiposo materno, de suero sanguineo y de sangre de cordén umbilical
de 64 voluntarias admitidas para una cirugia cesarea en Veracruz entre 1997 y
1998. Los resultados encontrados por GC indican que los plaguicidas OC
absorbidos atraviesan la barrera placentaria y alcanzan un estado de equilibrio
entre la madre y el feto. Los niveles totales mas elevados fueron encontrados en
el tejido adiposo materno (4.51 mg/kg DDE y 1.27 mg/kg p,p’DDT) seguido del
suero sanguineo materno (4,45 mg/kg DDE y 0.78 mg/kg p,p’DDT), y del suero
de sangre de cordon umbilical (4.70 mg/kg DDE y 0.88 mg/kg p,p'DDT)
(Waliszewski et al. 2000b).

El DDT y otros plaguicidas relacionados fueron detectados en leche materna,
suero sanguineo, sangre de cordén umbilical, asi como de tejido adiposo en
mujeres sanas en etapa terminal de embarazo. Las muestras fueron tomadas
durante las cirugias de cesarea, excepto la leche materna que se recolect6 el
décimo dia del puerperio. Los compuestos analizados fueron: B-HCH, y-HCH,
heptacloro, aldrin, dieldrin, p,p’DDE, p,p’'DDD, p,p’DDT y metoxicloro. En
todas las muestras analizadas se identific6é al menos uno de los plaguicidas OC
evaluados. El andlisis de correlacion entre las concentraciones totales de DDT
presentes en suero materno con las identificadas en el tejido adiposo y suero del
cordén umbilical fueron altamente significativas. En la leche materna se
encontraron los niveles mas elevados de DDT total con un promedio de 2.053
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ng/ g, 2.8 veces mas que el limite permitido de IDA. Este nivel se incrementa en
una relacioén positiva con la edad de la madre (Terrones et al. 2000).

Los niveles de DDE en tejido adiposo han sido referidos como un indicador
preferente de la exposicion acumulada a DDT, sin embargo, muestras de suero
sanguineo son mas féciles de obtener y analizar. Como parte de un estudio
realizado entre 1994 y 1996, 198 muestras pareadas de tejido adiposo y suero
fueron obtenidas de 72 mujeres con cancer de seno histolégicamente confirmado
y de 126 mujeres con enfermedades de seno benignas. Se encontré una
correlacion significativa entre los niveles de plaguicidas encontrados, la relacion
tejido adiposo/suero no varia con el tipo de enfermedad diagnosticada. Por lo
que se recomienda la determinacién en suero en lugar del tejido adiposo por ser
una técnica menos invasiva (Lopez-Carrillo et al. 1999).

Residuos de plaguicidas en alimentos

Desde el punto de vista legislativo, existen varios reglamentos de tipo
internacional en donde se estipulan los LMR que pueden tener los alimentos,
uno de ellos es la base de datos en linea del codex para los plaguicidas y los
limites maximos para residuos extrafios (LMRE) adoptados por la Comisién
Mixta FAO/OMS del Codex Alimentarius en su 22° periodo de sesiones de 1997.

Los alimentos enumerados no deben contener una cantidad mayor de residuos
de plaguicidas que la que sefiala el LMR o LMRE (en mg/kg) en las situaciones
siguientes: a) el punto de entrada a un pais, o b) el punto de entrada en los
canales comerciales de un pais. Los LMR y LMRE son de aplicacién para el
contenido en residuos de la muestra final representativa del lote y de la porcion
de los productos bésicos analizados.

Sobre los alimentos que mas plaguicidas requieren en su cultivo

Los cultivos que mayor volumen de estos productos requieren son el maiz y las
hortalizas (Tabla 3.1). Segtin la Asociacién Mexicana de la Industria de los
Plaguicidas y Fertilizantes (AMIPFAC), en 1995 el volumen de plaguicidas
utilizados ascendi6 a 54,678.96 t de las cuales: 25,516.71 toneladas (47 %) fueron
insecticidas, 15,719.13 toneladas (29%) fueron herbicidas, 9,318.65 toneladas
(17%) fungicidas y 4,318.65 toneladas (7%) de otros.

Investigaciones realizadas en México sobre la presencia de plaguicidas
en alimentos

Atn cuando los plaguicidas han sido desarrollados para producir efectos toxicos
en las plagas a las que combaten, y a pesar de que estos efectos también pueden
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llegar a producirse en organismos vivos no blanco, la exposicion en el ambiente
y el ser humano ha creado serios problemas. A pesar de la importancia de tal
situaciéon se han realizado muy contadas investigaciones en México sobre el
problema de la contaminacién de alimentos, de las cuales destacan los siguientes
resultados (Tabla 3.2), en donde se han reportado cantidades de plaguicidas que

rebasan la normatividad internacional.

Tabla 3.1. Demanda de plaguicidas en los principales cultivos en México (t).

Cultivo Insecticidas Herbicidas Fungicidas Otros Total
Maiz 7,831.7 5,209.7 32.7 88.9 13,163.1
Algodén 2,370 4732 313.6 2644 3,422.9
Papa 1,529.1 137.2 1,456.9 175.8 3,298.9
Chile 1,708.5 143.9 601.5 2424 2,696.3
Tomate 1,298.9 183.1 1,277.1 300.8 3,059.9
Frijol 1,825.2 70.8 179.3 222 2,097.5
Citricos 329.1 604.0 540.1 146.5 1,619.7
Sorgo 578.2 1,022.9 0.9 1.9 1,603.9
Platano 338.7 460.5 560.4 114.7 14742
Potreros 40.3 848.2 0.0 2.0 890.5
Trigo 233.6 4179 1474 6.6 805.5
Aguacate 76.3 133.0 303.6 574 570.3
Café 129.2 291.2 111.0 26.9 559.0
Soya 420.8 23.6 69.6 8.5 522.5
Arroz 51.7 362.6 4.0 5.6 4239
Pifia 190.0 1719 9.7 31.1 402.7
Tabaco 281.2 0.0 63.4 50.4 3949
Control 42 339.5 0.0 227 366.3
industrial
Cebada 119.2 178.5 15.2 6.6 319.5

Fuente: AMIPFAC 1995.

Tabla 3.2. Algunos estudios de contaminacién en alimentos realizados en México.

Lugar Ao Estudios

Sinaloa 1988 Determinacién de residuos de plaguicidas piretroides en el cultivo de
tomate.

México 1997 Determinacién de residuos de plaguicidas OC en leche pasteurizada de
vaca de diversas zonas de la reptblica.

Chiapas 1998 Huertos frutales encontrando organofosforados (OF) de alta peligrosidad.

Yucatin 1998 En huertos de hortalizas y aguas subterraneas, encontrando OF en altas
concentraciones en temporada de lluvias.

Sonora 2010 Piretroides en tomate, lechuga, chile verde, cebolla blanca, cebollin y papa

Fuente: Milenio 2012.

En México existe una legislacion que se aplica en las diversas etapas del ciclo de
vida de los plaguicidas: importacion, exportacion, uso, comercializacion y
transporte. Para su control en alimentos, existen normas sé6lo a nivel de analisis
de residuos de plaguicidas en grasas de diversas especies animales, y para
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productos agricolas se establecen normas para efectuar ensayos en campo y para
limites maximos de residuos de plaguicidas.

Las normativas internacionales sobre seguridad alimentaria consideran la
presencia de plaguicidas en las materias primas de origen animal o vegetal a
través de la gestion de los materiales comprados, los cuales son definidos como
programas prerrequisitos, son programas que desarrollan las empresas en temas
especificos, por ejemplo presencia de contaminantes quimicos en materias
primas. Se les llama prerrequisitos porque es necesario aplicarlos antes de
acceder a alguna certificaciéon de producto o de la certificacién del Sistema de
Gestion de Seguridad Alimentaria, adicionalmente las empresas procesadoras
de alimentos requieren elaborar un inventario de normativas nacionales e
internacionales aplicables a materias primas (“Boletin técnico” 2011). En los
siguientes niveles de la cadena alimentaria seria necesario verificar si los
alimentos minimamente procesados, como frutas y vegetales listos para
consumo han sido verificados para determinar la presencia de plaguicidas por
parte del comercializador, antes de colocar dichos alimentos en el punto de
venta final.

Consideraciones finales

Es clara la inexistencia de programas gubernamentales permanentes de
verificacién de los niveles de residuos de plaguicidas en alimentos y seres
humanos. Se han realizados estudios puntuales en varios estados de la
Reptblica Mexicana y algunos sélo se abordan cuando se presentan brotes por
intoxicacioén directa o alimentaria, principalmente por plaguicidas OC algunos
de los cuales ya estdn fuera del mercado. Se necesita investigar las posibles
enfermedades que pudieran desarrollarse en animales y humanos, que tengan
plaguicidas en su interior, asi como documentar la contaminacién por
plaguicidas de otros grupos quimicos.
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CAPITULO 4
GENOTOXICIDAD DE PLAGUICIDAS: BIOENSAYOS A CORTO PLAZO

Rafael Valencia-Quintana!, Sandra Gémez-Arroyo?, Julieta Castillo-Cadena® y
Juana Sanchez-Alarcén!

Introduccion

La demostracién de que los plaguicidas pueden inducir efectos genotoxicos,
desde microorganismos hasta seres humanos, ha estimulado la investigacion en
esta drea. El progreso alcanzado en este campo se debe, en gran parte, al
desarrollo y uso amplio de bioensayos genéticos de corto plazo. Su simplicidad,
sensibilidad al dafio genético y relativa rapidez han permitido que la
investigacién en toxicologia genética florezca.

Los resultados de los bioensayos genéticos son relevantes para los seres
humanos ya que el blanco toxicolégico es el ADN, el cual existe en todas las
formas de vida. Asi, en teoria, se podria pensar que los compuestos que son
capaces de alterar el material genético de alguna especie, tienen el potencial de
producir efectos similares en otras especies, incluyendo el ser humano, aunque
en la realidad no es tan sencillo. En general, las alteraciones al material genético
son deletéreas para el organismo y pueden llevar a severas e irreversibles
consecuencias para la salud. Estas consecuencias comtnmente se asocian a la
exposiciébn a compuestos genotdxicos incluyen al cancer, defectos en el
nacimiento y enfermedades cardiacas.

Los estudios sobre la genotoxicidad de los plaguicidas en México son
relativamente pocos. Este trabajo presenta una compilaciéon y un analisis de la
informacién encontrada, contiene una breve descripcion acerca de los
bioensayos (Figura 4.1) y los biomarcadores genéticos que han sido usados para
evaluar a los plaguicidas (Figura 4.2).
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Figura 4.1. Bioensayos de genotoxicidad de corto plazo empleados en el estudio
de plaguicidas en México.

Teratogénesis Otros Aberraciones
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Figura 4.2. Biomarcadores citogenéticos identificados en estudios con plaguicidas
en México.

En México, los ensayos de mutagenicidad que usan microrganismos tales como
bacterias, representan el 8% de todos los que se emplean para evaluar la
actividad genotdxica de los plaguicidas (Gémez Arroyo et al. 1991, 2007a; Cortés-
Eslava et al. 1993, 1994, 2009a, 2009b; Jiménez y Villasana 2009) (Figura 4.1).
Aunque pueden emplearse diversos organismos, el ensayo de Salmonella
desarrollado por Bruce N. Ames es el que predomina en esta categoria con sus
diferentes variantes. Investigadores en México también han utilizado las
pruebas de mutacién rosa en Tradescantia (Alvarez-Moya et al. 2002, 2003, 2011),
asi como mutaciones letales ligadas al sexo (Rodriguez Arnaiz et al. 1989) y
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mutacion somatica y recombinacién mitética (Heres-Pulido et al. 2007, 2008;
Ramos-Morales et al. 2009) en Drosophila melanogaster. Ademds de la
mutagenicidad, han sido empleados otros bioensayos sensibles a otras
categorias de dafio genético para evaluar a los plaguicidas. Dafio al ADN y dafio
cromosémico han sido evaluados usando plantas, animales y cultivos celulares,
también se han realizado bioensayos a corto plazo in vivo.

Entre los biomarcadores empleados en México destacan los intercambios de
cromatidas hermanas (ICH, 23%); la fragmentacién del ADN o ensayo cometa
(EC) (20%); los microntcleos (MN, 19%); las aberraciones cromosémicas (AC,
17%); y las mutaciones (17%). S6lo en un estudio se evaluaron los posibles
efectos teratogénicos de los plaguicidas (Altamirano-Lozano et al. 1989).
Algunos estudios han aplicado el ensayo de contenido de ADN (Yafez et al.
2004), asi como el de dafio a este Gltimo en espermatozoides de ratones (Pifia-
Guzman et al. 2006, 2009) asi como de humanos (Salazar-Arredondo et al. 2008),
los cuales representaron el 3% de los estudios realizados en México entre 1985y
2011 para la determinacién del potencial genotoxico de plaguicidas empleando
bioensayos de corto plazo (Figura 4.2). A continuacion se hard un breve analisis
de estos estudios. En primer lugar sobre bioensayos utilizados, y en segundo
lugar en relacion a los biomarcadores de genotoxicidad inducidos por estos
compuestos.

Bioensayos de genotoxicidad empleados en el estudio de plaguicidas
en México

El dafio genético se precisa en términos de lesiones estructurales que ocurren en
el ADN, de estas, tres tipos principales pueden ser descritas: la mutagénesis se
refiere a cambios puntuales en los genes, los cuales ocurren en la secuencia de
bases del ADN dentro de un gen; la clastogénesis se refiere a cambios en la
estructura cromosémica, que resulta en la ganancia, pérdida o rearreglos de los
cromosomas; y finalmente, la aneuploidia, que se refiere a la ganancia o perdida
de cromosomas intactos.

Mas de 200 pruebas de corto plazo que utilizan microorganismos, insectos,
plantas y animales han sido desarrolladas durante los tltimos 50 afios para
ayudar a la identificacion de agentes que representen un riesgo genético para los
humanos (Valencia Quintana et al. 2009). Las pruebas pueden ser organizadas
en grupos mayores con base en los sistemas biolégicos empleados, tales como
microrganismos, plantas, animales y cultivos celulares; y al biomarcador
genético detectado, como AC, MN, ICH y fragmentacion de ADN (ensayo
cometa), entre otros.
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Microorganismos

Los bioensayos bacterianos detectan agentes que inducen mutaciones génicas y
dafio primario al ADN. En esta categoria se encuentra la bien conocida prueba
de Salmonella o prueba de Ames.

Salmonella typhimurium. Una deficiencia de los ensayos con microorganismos
es que las bacterias carecen de muchas de las enzimas metabdlicas presentes en
los mamiferos. Algunas de estas enzimas transforman los xenobidticos en
compuestos electrofilicos que se unen covalentemente al ADN. El metabolismo
de los mamiferos puede ser imitado in vitro adicionando homogenado de higado
de roedor, denominado fraccién S9. Las enzimas de este homogenado, junto con
cofactores pueden activar muchos compuestos que de lo contrario serian no
mutagénicos en los bioensayos in vitro. La contraparte vegetal de este
metabolismo se obtiene de fracciones de tejidos vegetales como la raiz y se
denomina fraccién S10.

El ensayo de coincubacién de células vegetales TX1 de Nicotiana/microrganismo
(Salmonella) ha sido utilizado para analizar la activaciéon genotoxica de
plaguicidas organofosforados (OF) como volatén (o foxim), gusatiéon (o metil
azinfos) (Gémez-Arroyo et al. 1991, 2007a; Cortés-Eslava et al. 1993, 2009a,b) y
baitién (Cortés-Eslava et al. 1994). También se han evaluado los herbicidas
tiocarbdmicos, Eradicane y Asulox y micoherbicida derivado de Cercospora
piaropi (Jiménez y Villasana 2009).

Otra forma de suplir la activacion metabdlica es empleando las fracciones
microsémicas de higado de rata, fraccion S9 o la fraccién microsémica de raices
de Vicia faba, fraccion S10. Con ambas fracciones se han evaluado los herbicidas
Eradicane y Asulox y con la activacion vegetal exégena han sido estudiados el
azinfos metil y el foxim (Gémez-Arroyo et al. 2007a; Cortés-Eslava et al. 2009a,b).
Este tipo de estudios han sido importantes en la elucidacién de promutagenos,
que son sustancias inactivas por si mismas, pero que los metabolitos producidos
por la accion de las fracciones microsémicas animal (S9) y/o vegetal (510) y/o
del sistema vegetal coincubado con la bacteria (células TX1 de Nicotiana, o algin
otro sistema vegetal), son capaces de inducir dafio genético en el organismo
centinela.

El metil azinfos es incapaz de inducir dafio cuando se expone de forma directa
a Salmonella, sin embargo, cuando se aplica en presencia de células vegetales de
Nicotiana o la fraccion microsémica vegetal S10, tiene el potencial de incrementar
significativamente su actividad mutagénica, lo que demuestra que éste es un
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mutageno indirecto o promutdgeno, que puede ser activado por el metabolismo
vegetal. De igual manera, el efecto contrario puede ser evidenciado con este
mismo sistema de prueba. Foxim (o volatén) tiene el potencial de incrementar
significativamente la actividad mutagénica de forma directa en Salmonella. Sin
embargo, en presencia de la activacion vegetal, la actividad mutagénica no fue
detectada. En otras palabras, un mutdgeno directo puede ser inactivado por
efecto del metabolismo (Gémez-Arroyo et al. 1991a, 2007a; Cortés-Eslava et al.
1993, 2009a,b).

Se ha probado la activacion vegetal in vivo, en donde el plaguicida es aplicado a
un sistema vegetal y, posteriormente, los extractos de esta planta son aplicados
al microorganismo, asi se evalta su actividad mutagénica. El baition fue
aplicado a las raices de Vicia faba y posteriormente los extractos de las raices se
aplicaron a Salmonella. Los resultados demostraron que los extractos fueron
capaces de incrementar la frecuencia de mutaciones revertantes en la cepa
TA100. Por el contrario, al aplicar el insecticida de forma directa no produjo
efecto mutagénico (Cortés-Eslava et al.1994).

Los estudios realizados con Eradicane, Asulox y el micoherbicida
(bioplaguicida) (Jiménez y Villasana 2009), fueron negativos atin en presencia
de la activaciéon metabdlica.

Plantas

Como en muchos otros estudios en donde se emplean plantas para evaluar el
potencial genotdxico de los xenobidticos, V. faba es el organismo maés utilizado
(67%), para el estudio de la actividad de los plaguicidas (Figura 4.3) (Gémez
Arroyo et al. 1985, 1988, 1990, 1992; Fernandez et al. 1991, 1994; Valencia-
Quintana et al. 1991, 1996, 1998, 1993a,b, 2002, 2005, 2009; Rosales-Hernandez et
al. 1996; Guillén y Bautista 2002; Guillén et al. 2002; Flores-Maya et al. 2005,
Flores-Marquez et al. 2009; Barba-Garcia et al. 2010).

Otros estudios en México con plaguicidas han sido desarrollados con
Tradescantia (17%) (Rico et al. 1999; Alvarez-Moya et al. 2001b, 2002, 2003, 2011;
Ruiz-Flores 2003), Allium cepa (13%) (Ferndndez et al. 1994, 2002; Ferndndez y
Gomez-Arroyo 1996; Rivera-Leon et al. 2009) y s6lo un trabajo se realiz6é con
Agave tequilana, cuyos resultados indicaron que puede ser utilizada para
demostrar dafio genético, ademas de los sistemas tradicionalmente usados como
bioensayos de genotoxicidad (3%) (Alvarez-Moya et al. 2001) (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Bioensayos con plantas empleados en el estudio del potencial genotéxico
de plaguicidas en México.

Vicia faba. Los diferentes grupos quimicos de plaguicidas han sido evaluados
con V. faba. El heptacloro, un insecticida organoclorado (OC), result6 ser activo
en la induccion de dafio genético en este sistema (Gémez-Arroyo et al. 1985). La
misma respuesta fue encontrada con los OF y sus metabolitos como malatién
(Gomez-Arroyo et al. 1985), metil paration (Gémez-Arroyo et al. 1985, 1988),
dimetoato, oxidemet6én metil, metil azinfos y foxim (Gémez-Arroyo et al. 1988;
Flores-Méarquez et al. 2009), asi como diazinén (Guillén y Bautista 2002; Barba-
Garcia et al. 2010). Plaguicidas de otros grupos también han dado respuestas
positivas como linurén (Gémez-Arroyo et al. 1990), carbofuradéan (Fernandez et
al. 1991), metomil (o lannate-90) (Valencia-Quintana et al. 1991, 1993a,b, 1998,
2002, 2009), carbofuran (Fernandez et al. 1994), eptan y asuldan (Rosales-
Hernéndez et al. 1996), pirimor-50 (Valencia-Quintana et al. 1996, 2002), captan
y maneb (Guillén y Bautista 2002), metribuzin y ametrin (Flores-Maya et al.
2005), oxamil (o Vydate L-24) (Valencia-Quintana et al. 2005), y volatéon (Gémez-
Arroyo et al. 2009). Las respuestas negativas en este sistema han sido reportados
en metil paratiéon (Gomez-Arroyo et al. 1985), Vydate L-24 (Valencia-Quintana et
al. 1993a,b), diurén (Gémez-Arroyo et al. 1990), y diazinén, en presencia de un
extracto en dimetilsulf6xido (DMSO) de ruda (Guillén et al. 2002).

Tradescantia. Con este sistema se han evaluado la hidrazida malica (Alvarez-

Moya et al. 2001) y el glifosato (Alvarez-Moya et al. 2001, 2003, 2011). Se han
reportado respuestas positivas en el primer caso, y en el tltimo, los resultados
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han sido contradictorios, ya que depende del marcador evaluado y de las
condiciones del estudio.

Allium cepa. El carbofurdn ha dado respuestas positivas en su capacidad
genotdxica con este bioensayo (Ferndndez et al. 1994). Lo mismo ocurre con
unden-50 (Ferndndez y Gomez-Arroyo 1996) y faena (Fernandez et al. 2002;
Rivera-Le6n et al. 2009).

Estudios en animales

Son pocos los animales que han sido empleados como bioensayos en estudios
de genotoxicidad inducida por plaguicidas en México, se han utilizado
basicamente roedores (41%), peces (29%) e insectos (24%) entre otros (Figura
4.4).

Roedores
41%

Figura 4.4. Principales bioensayos animales empleados en estudios de genotoxicidad
de plaguicidas en México.

Drosophila melanogaster. Con este sistema han sido encontrados resultados
positivos con dalapén (Rodriguez-Arnaiz et al. 1989), al igual que con
triasulfurén, amber, bentazén, basagran (Heres-Pulido et al. 2007, 2008), y con
glifosato (Ramos-Morales et al. 2009), herbicidas ampliamente utilizados.

Roedores. El diazinén (Altamirano-Lozano et al. 1989), el 2,4-D (Pifia y Madrigal
1996; Madrigal-Bujaidar et al. 2001), el metamidofos (Noriega-Ortega 2005) y el
dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) (Canales-Aguirre et al. 2011), han sido
analizados por sus propiedades genotdéxicas con estos organismos como
bioensayo de genotoxicidad. Todos los resultados obtenidos fueron positivos. El
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criceto sirio también ha sido utilizado como bioensayo. Se han expuesto células
embrionarias de este roedor al insecticida bufoprezin, el cual mostr6 tener
capacidad genotoxica (Herrera et al. 1993).

Peces. Especies como Cyprinus carpio (Nepomuceno y Spano et al. 1995),
Oncorhynchus mykiss y Goodea atripinnis (Arévalo Herndndez et al. 2011), entre
otras (Marquez 2008; Gonzalez-Mille et al. 2010), han sido empleadas para
evaluar el efecto de metil paratién, paraquat, benlate, HCB, HCH, DDT, DDE,
mirex y una mezcla compleja con 2,4-D. La trucha arcoiris también ha resultado
ser un buen ensayo como se demostré al exponerla al paraquat y al acido 2,4-
diclorofenoxiacético (Martinez-Tabche et al. 2004), en todos los casos se
reportaron resultados positivos.

Cultivos celulares

Por mucho, en México, los linfocitos humanos en cultivo son el sistema biologico
mas utilizado para determinar el dafio genético inducido por los plaguicidas
(Figura 4.5). También se han empleado otras lineas celulares como las hepéaticas
(Vega et al. 2009) y en células TK6, TK7, entre otras.

Otros
12%

Cultivos de
linfocitos

humanos
88%

Figura 4.5. Cultivos celulares empleados en la evaluacién del potencial genotdxico
de plaguicidas en estudios realizados en México.

Linfocitos humanos. Metil paratién (o folidol), dimetoato (o rogor), foxim (o
bay77488) (Gomez-Arroyo et al. 1987), propoxur (Gémez-Arroyo et al. 1995),
oxamilo y tiodicarb (Valencia-Quintana et al. 1995), metasistox R-25 (Bojérquez
y Mérquez 1996), butilate y molinate (Espinoza-Ramirez et al. 1996; Gémez-
Arroyo et al. 1996; Calderén-Segura et al. 1999), lannate (Herndndez y Castillo
1999; Calderén-Segura et al. 2007; Valencia-Quintana et al. 2009), metribuzina y
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ametrina (Flores-Maya 1999, 2005; Gémez de la Cruz et al. 2002), metil azinfos
(Andrade-Morales et al. 2002), glifosato (Alvarez-Moya et al. 2003), DDT y sus
metabolitos (Yanez et al. 2004), etil paraoxon (metabolito) (Islas-Gonzalez et al.
2005), tamaroén, lannate y manzate, asi como la combinacion entre estos (Castillo-
Cadena et al. 2007, 2008), gusation folidol y folimat (Sanchez-Estrada et al. 2011),
han dado respuestas positivas con todos y cada uno de ellos, bajo diferentes
condiciones de estudio, en algunos casos de forma directa, pero la mayoria de
ellos con activacion metabolica, ya sea vegetal o animal, lo cual quiere decir que
son promutdgenos y requieren ser transformados para manifestar su actividad
genotoxica.

En tratamientos directos, se han encontrado resultados negativos con algunos
de estos plaguicidas. De igual manera otros plaguicidas han sido incapaces de
inducir dafio genético en este sistema de prueba como el metil azinfos (o
gusation) (Goémez-Arroyo et al. 1987), diurén (Gémez-Arroyo et al. 1991),
endosulfan, z-cipermetrina y azadiractina (Goémez-Arroyo et al. 2007b). Sin
embargo, estos tltimos no han sido probados en presencia de alguna fraccion
metabdlica exégena, por lo que sera necesario demostrar si alguno de ellos es un
promutageno antes de presentarlo como inocuo. El paraoxén ha sido evaluado
para determinar si es capaz de inducir MN y examinar el papel de los
polimorfismos de PON1 en su potencial genotéxico, lo cual ha dado resultados
positivos en este sistema de prueba (Rojas-Garcia et al. 2009).

Biomarcadores citogenéticos y su asociacién con los plaguicidas

Ademés de la mutagénesis, los otros dos tipos de dafio al ADN son la
clastogénesis y la aneuploidia, los cuales se refieren a alteraciones en la
estructura de los cromosomas o en su namero de estos. Los efectos clastogénicos
incluyen: las AC, las cuales involucran grandes deleciones, traslocaciones u
otros rearreglos del ADN; la formacién de MN, los cuales son fragmentos de
cromosomas, o cromosomas cuyo centromero ha sido dafiado; y los ICH que son
intercambios de ADN en loci homélogos. Los biomarcadores inducidos por los
plaguicidas abarcan AC, MN, ICH y la fragmentacion del ADN a través del
ensayo cometa, entre otros.

Aberraciones cromosomicas

Cuando se utilizaron las AC como biomarcadores de dafio genotéxico todos los
plaguicidas evaluados dieron respuestas positivas, a excepcion del propoxur
(Gémez-Arroyo et al. 1991), y aunque el Vydate L-24 fue negativo en linfocitos
humanos (Valencia-Quintana et al. 1993a,b), cuando se probé en V. faba fue capaz
de inducir AC (Valencia-Quintana et al. 2005). Este comportamiento, como en
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otros casos, hace sospechar que este insecticida pudiera comportarse como un
promutdgeno en sistemas animales que requiere del metabolismo vegetal para
ser activado, lo cual debera ser probado.

La induccién de AC por los plaguicidas ha sido demostrada en V. faba (Gomez-
Arroyo et al. 1985, 1992; Fernandez et al. 1991, 1994; Valencia-Quintana et al. 1991,
1993a,b, 2005, 2009), en A. cepa (Fernandez et al. 1994; Ferndndez y Gomez-
Arroyo 1996), en linfocitos humanos (Gémez-Arroyo et al. 1991; Bojérquez y
Marquez 1996; Rocha y Castillo 1999; Yafiez et al. 2004; Valencia-Quintana et al.
2008), en células de médula 6sea (Altamirano-Lozano et al. 1989) y en
espermatocitos de raton (Pifia y Madrigal 1996).

Microntcleos

Los plaguicidas tiene la capacidad de inducir MN en V. faba (Gémez-Arroyo et
al. 1985; Fernandez et al. 1994; Guillén y Bautista 2002; Guillén et al. 2002), células
embrionarias de criceto sirio en cultivo (Herrera et al. 1993), A. cepa (Ferndndez
et al. 1994, 2002; Fernandez y Gomez-Arroyo 1996; Rivera-Prado et al. 2009),
peces (Nepomuceno y Spano 1995; Maérquez 2008), linfocitos humanos
(Bojorquez y Maérquez 1996; Islas-Gonzalez et al. 2005, Mérquez 2008),
Tradescantia (Rico et al. 1999; Ruiz-Flores 2003), ratones Balb/c (Noriega-Ortega
2005), células TK6 (Prado-Flores et al. 2007, 2009), y células de la mucosa oral de
ratas Winstar (Canales-Aguirre et al. 2011). El metil paratiéon fue incapaz de
inducir MN en V. faba (Gémez Arroyo et al. 1985).

Intercambios de cromatidas hermanas

La induccién de ICH fue un biomarcador efectivo, cuando los plaguicidas
fueron probados para determinar su potencial genotoxico en linfocitos humanos
(Goémez-Arroyo et al. 1987, 1995, 1996; Espinoza-Ramirez et al. 1996; Calderén-
Segura et al. 1999; Hernandez y Castillo 1999; Flores-Maya et al. 2005; Andrade-
Morales et al. 2002; Gémez de la Cruz et al. 2002; Castillo-Cadena et al. 2007, 2008;
Valencia-Quintana et al. 2009), V. faba (Gémez-Arroyo et al. 1988, 1990; Rosales-
Hernandez 1996; Valencia-Quintana et al. 1996, 1998, 2002), células de médula
6sea de ratén (Altamirano-Lozano et al. 1989; Hernandez y Madrigal 1996;
Madrigal Bujaidar et al. 2001), y espermatogonias de ratén (Madrigal Bujaidar et
al. 2001)

Con esta prueba se han encontrado resultados negativos con diurén y linurén

(Gémez-Arroyo et al. 1990), asi como con endosulfan, metamidofos y Z-
cipermetrina (Gémez-Arroyo et al. 2007). Cabe sefialar que son el resultado de
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pruebas directas, es decir, en ausencia de cualquier fraccién metabdlica. Se
demostré6 que algunos de estos plaguicidas eran promutdgenos, pues las
respuestas positivas solo se dieron en presencia de una fraccién metabdlica
exégena ya fuera animal (S9) o vegetal (510). En tratamientos directos no se
encontraron incrementos significativos en las frecuencias de ICH con propoxur
(Gémez-Arroyo et al. 1991), molinate y butilate (Calderén-Segura et al. 1999), asi
como con lannate (Hernandez y Castillo 1999), metribuzina y ametrina (Gémez
de la Cruz et al. 2002; Flores-Maya et al. 2005), ni con metilazinfos (o gusation)
(Gomez-Arroyo et al. 1987; Andrade-Morales et al. 2002).

Ensayo cometa

Una de las pruebas que cada vez tiene mds resonancia en la evaluacién de las
propiedades mutagénicas de los diversos contaminantes ambientales es la de
fraccionamiento de ADN o EC. Esta prueba ha ayudado a identificar plaguicidas
potencialmente mutagénicos en diversos bioensayos de prueba como el Agave
tequilana (Alvarez Moya et al. 2001), Tradescantia (Alvarez Moya et al. 2001, 2003,
2011), peces (Martinez-Tabche et al. 2004; Gonzélez-Mille et al. 2010; Arévalo
Hernandez et al. 2011), células sanguineas (Yanez et al. 2004; Islas Guzman et al.
2005; Calderon-Segura et al. 2007, 2010; Sanchez-Estrada et al. 2011), ostras
(Anguiano et al. 2007), V. faba (Flores-Marquez et al. 2009; Barba-Garcia et al.
2010), células TK6 (Prado et al. 2009), células hepaticas (Vega et al. 2009), lombriz
de tierra (Espinoza-Reyes 2010), y en roedores (Canales-Aguirre et al. 2011). En
este tipo de ensayo también se puede incluir la activacion metabodlica como parte
del diseno experimental.

Indice mitdtico, indice de replicacidn, cinética de proliferacién celular

Complementando, los andlisis de biomarcadores de genotoxicidad para
determinar el potencial genotdxico de plaguicidas, algunos autores analizan los
efectos de estos plaguicidas sobre parametros como el indice mitético (IM),
indice de replicacién (IR) y la cinética de proliferacién celular (Figura 4.6). Los
efectos encontrados son muy diversos, algunos plaguicidas tienen la capacidad
de reducir o retrasar estos parametros y en otros casos inhibirlos o aumentarlos,
e incluso no inducir alguna alteraciéon de los mismos. Todo esto depende del
bioensayo utilizado y de las condiciones de experimentacion, es decir, si fueron
tratamientos directos o en presencia de activacién metabdlica in vivo o in vitro,
ya fuera animal (S9) o vegetal (S10).
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Figura 4.6. Bioensayos en donde se evaltian los parametros de citotoxicidad como
complemento de los andlisis de genotoxicidad de plaguicidas en estudios
realizados en México.

Estos biomarcadores se han determinado cuando los plaguicidas han sido
probados en: células de médula 6sea de raton (Altamirano-Lozano et al. 1989),
V. faba (Valencia-Quintana et al. 1993a, b), y linfocitos humanos (Valencia-
Quintana et al. 1995, 2009; Gémez-Arroyo et al. 1996, 2007b; Calderén-Segura y
Espinoza-Ramirez 1998; Herndndez y Castillo 1999; Rocha y Castillo 1999;
Flores-Maya 2000, Castillo-Cadena et al. 2007, 2008; Sodi y Arce et al. 2007;
Marquez 2008).

Otros estudios realizados en México con plaguicidas que involucran
efectos sobre el material genético

Expresion génica. Se han evaluado los efectos del lindano sobre la expresion
génica en tilapia (Colli-Dula et al. 2009). La expresién de algunos genes fue
confirmada mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa cuantitativa en
tiempo real (QPCR-RT), encontrando que la exposicién a lindano dispara la
expresion diferencial de los genes de la inmonuglobulina de cadena pesada
(IgH), del factor de coagulaciéon V (FV), de la casein cinasa 2 alfa (CK2a) y del
receptor “protein-tyrosine-like phosphatase” (RPT-LP), sugiriendo que la
exposicion a este insecticida puede disparar una réapida respuesta del sistema
inmune en tilapias.

Se han analizado las alteraciones en la expresiéon génica en morulas de
embriones de cerdo a diferentes concentraciones de malatiéon después de la
fertilizacion in vitro (Salazar et al. 2007). Genes relacionados con el metabolismo
mitocondrial, como citocromo ¢, subunidades I y III, genes nucleares como el
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complejo mayor de histocompatibilidad I (MCH I) y una proteina hipotética
relacionada con un factor “splicing” fueron los blancos del efecto desregulador
del malation. Se cree que el uso y la exposicién a malation pueden tener
implicaciones reproductoras.

Polimorfismos. Los polimorfismos de la PON1 dan mayor susceptibilidad a la
intoxicacién por OF, como fue demostrado con el paraoxén, al inducir un
incremento significativo dosis-dependiente de la frecuencia de MN en linfocitos
humanos (Rojas-Garcia et al. 2009).

Antigenotoxicidad. En algunas investigaciones se han evaluado las propiedades
antigenotdxicas de diferentes agentes como extractos vegetales y de algunos
frutos. Hernandez y Castillo (1999), asi como Rocha y Castillo (1999),
demostraron el efecto genoprotector de la vitamina C en linfocitos humanos
contra el dano inducido por lannate, determinando la frecuencia de ICH. El
extracto de ruda con DMSO fue eficaz para evitar la inducciéon de MN por
diazinon en V. faba (Guillén et al. 2002), lo cual no ocurrié con el extracto de la
misma planta en acetona. Cortés-Eslava et al. (2003) probaron el efecto
genoprotector del perejil en el ensayo de coincubaciéon de célula vegetal
(Nicotiana)/ microrganismo (Salmonella), con metil paration. Ruiz-Flores et al.
(2003) han evaluado los efectos anticlastogénicos de los extractos de Spirullina
mdxima sobre la induccién de microntcleos por hidrazida malica en Tradescantia.
Los indices de inhibicién del efecto genotdxico obtenidos indican que la
espirulina en un agente anticlastogénico. Los extractos de tuna (Cortés-Eslava et
al. 2008) y de kiwi (Cortés-Eslava et al. 2009b) también han demostrado sus
propiedades genoprotectoras, al disminuir el niimero de revertantes inducidos
por azinfos metil y gusation, respectivamente, en el sistema de prueba de
Salmonella con fraccion metabdlica exégena vegetal (S10).

Consideraciones finales

Cuando los plaguicidas son manejados inadecuadamente ponen en peligro la
integridad genética de los seres humanos y de la biota en general. Las evidencias
de sus efectos genotoxicos han sido citadas. La genotoxicidad de algunos
contaminantes ambientales puede afectar la salud humana. Los plaguicidas son
una clase de contaminantes ambientales que pueden, en algunos casos, alterar
las rutas hormonales o afectar directamente el ADN. El namero de
biomarcadores disponibles para evaluar el riesgo genético es muy amplio, no
obstante los estudios realizados en México solo han empleado una pequefia
fraccion de éstos, al igual que de los bioensayos. Los cultivos celulares son los
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bioensayos més empleados en la evaluacion de la genotoxicidad de plaguicidas
en México, seguido de las plantas, animales y microrganismos.

Aunque el EC cada vez esta siendo mds aceptado como biomarcador para
determinar la genotoxicidad de diferentes agentes, los ICH han resultado ser los
mas empleados. Después del EC se encuentran los MN y las mutaciones entre
otros. S6lo un estudio abordo¢ la teratogénesis en raton.

Dentro de los ensayos vegetales, destaca por mucho V. faba, sobre Tradescantia'y
Allium cepa, siendo muy sensibles a la exposicion de plaguicidas. Roedores,
insectos (D. melanogaster) y peces destacan entre los bioensayos animales. Los
linfocitos humanos dominan cuando los cultivos celulares son empleados como
bioensayo. En pocos estudios se han empleado lineas celulares hepaticas y
linfoblastoides (TK6, TK?). La variedad de plaguicidas que ha sido evaluada en
los estudios desarrollados en México es muy poca, aunque destacan los OF y
OC; otros grupos de plaguicidas han sido descuidados, puesto que de ellos s6lo
hay poco estudios o inclusive no han sido probados para demostrar su actividad
genotoxica.

Es importante estimular la investigacion en esta linea, dado el papel
preponderante que tienen los plaguicidas en nuestro pais, la peligrosidad
demostrada hasta el momento, y su ubicua presencia, puesto que se han
encontrado en alimentos, sangre, musculos y leche no solo de animales sino
también de seres humanos, ademdas de encontrarse en diferentes matrices
ambientales (aire, agua y suelo). Es importante destacar algunos estudios que
intentan descubrir agentes genoprotectores en extractos vegetales y de frutos,
entre otras fuentes, como una posible alternativa para disminuir el riesgo por la
exposicién a plaguicidas, pero atn falta mucho por hacer.
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CAPITULO 5
GENOTOXICIDAD DE PLAGUICIDAS. ESTUDIOS EN PERSONAS
LABORAL Y/O AMBIENTALMENTE EXPUESTAS

Julieta Castillo-Cadenal, Juana Sanchez-Alarcén?, Juan Carlos Sanchez-Meza!
y Rafael Valencia-Quintana?

Introduccion

Los plaguicidas se pueden definir como sustancias que sirven para combatir los
parésitos en los cultivos, ganado, animales domésticos y seres humanos, asi
como su ambiente (Primo y Carrasco 1996). La utilizacion de estas sustancias ha
conseguido aumentar la produccion de alimentos y mejorar la salud humana,
sin embargo es importante conocer los riegos y la toxicidad de los plaguicidas,
especialmente para las especies que no son su objetivo, antes de que sean
aplicados masivamente, asi como asegurar que la aplicacion se lleve a cabo de
una manera adecuada, disminuyendo asi los posibles dafios. Los plaguicidas
han sido considerados como mutégenos potenciales, por contener ingredientes
con propiedades para provocar cambios en el ADN (Martinez-Valenzuela y
Goémez-Arroyo 2007).

Hay una preocupaciéon constante por los efectos nocivos derivados de la
utilizacién de plaguicidas en las actividades agricolas, ya que, el nimero de
plaguicidas usados en la actualidad es muy alto, y su composicién quimica muy
variada, por lo que los efectos toxicos y los problemas ambientales son complejos
y diversos. Por otro lado, la introduccién de especies nuevas y mas productivas
por el agricultor genera desequilibrios ecol6gicos que tienen como consecuencia
la proliferacion de plagas debido a la desaparicién de los predadores naturales,
y como consecuencia, mayor uso de plaguicidas.

El sector agricola es considerado como el grupo poblacional con més alto riesgo
de exposicion a estos compuestos, por lo que se han realizado diversos estudios
con la finalidad de evaluar el riesgo genotdxico que implican, sobre todo para
los trabajadores agricolas. Se han empleado biomarcadores como las de
aberraciones cromosémicas (AC), microndcleos (MN), intercambio de
cromatidas hermanas (ICH) y ensayo cometa (EC), cuyos resultados han sido

1 Facultad de Quimica, Universidad Auténoma del Estado de México. Paseo Colén esq. Paseo Tollocan
s/n, Toluca, Estado de México, México. C.P. 50100.

2 Facultad de Agrobiologia, Universidad Auténoma de Tlaxcala. Calle del Bosque s/n, col. Centro,
Tlaxcala. C.P. 90000.
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controvertidos, ya que existen diferentes factores que pueden causar diferencias
como pueden ser el grupo quimico al que pertenecen los plaguicidas, la
formulacion técnica y el ingrediente activo que constituye el producto, el tipo de
exposicion (crénica o aguda), el tiempo que ha estado expuesto el individuo, la
forma en que ha sido el contacto (directo o indirecto), la cantidad empleada, la
exposicion a mezclas, el clima y la temporada del afio en el que se asperjan y la
edad de las personas, entre otros (Martinez-Valenzuela y Gémez Arroyo 2007).

Seguin estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cada afio se
intoxican con plaguicidas entre 500 mil y 1 millén de personas, y unas 20 mil
mueren. Al menos la mitad de los intoxicados y el 75% de los que fallecen son
trabajadores agricolas, el resto de los casos se debe a envenenamientos por
consumo de alimentos contaminados. Las agencias de regulacién estiman que
alrededor del 30% de los plaguicidas comercializados en los paises en desarrollo,
destinados a la agricultura y a la salud ptblica, no cumplen con las normas de
calidad aceptadas internacionalmente. Estos plaguicidas contienen con
frecuencia compuestos o impurezas que han sido restringidos en otros paises
por su peligrosidad, pues constituyen una amenaza para la salud humana y el
ambiente (OMS 1993).

Podemos considerar que los danos a la salud, particularmente sobre el ADN en
individuos ocupacionalmente expuestos a plaguicidas, comparados con los
estudios en modelos experimentales, han sido poco documentados a nivel
mundial, situacion que es muy similar en México. En este capitulo se mostraran
y comentaran los datos nacionales, destacando los plaguicidas mas empleados
segtn el tipo de actividad agricola y los efectos genotéxicos encontrados.

Biomarcadores de genotoxicidad

Los biomarcadores de genotoxicidad son aquellos indicadores biolégicos que
ponen de manifiesto la forma en que est4 siendo dafiado el material genético.
Dentro de los estudios para el anélisis de genotoxicidad, el citogenético es el mas
utilizado por ser uno de los més conocidos y experimentados, ademas de que es
cuantitativo y ha sido considerado como uno de los métodos mas sensibles para
detectar mutdgenos ambientales (Vega 1985). Dentro de los parametros
citogenéticos existe una variedad de biomarcadores de efecto genotéxico, de los
cuales podemos mencionar el indice mitético (IM), aberraciones cromosémicas
(AQ), intercambio entre cromatidas hermanas (ICH), la cinética de proliferaciéon
celular (CPC), los microntcleos, las mutaciones génicas y el ensayo cometa
(Gonsebatt et al. 1994; Tice 1995).
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Indice mitotico

El IM es un pardmetro citologico que mide la capacidad de una célula para
dividirse y ha sido muy util para evaluar efectos citotoxicos. El IM se refiere al
porcentaje de acumulacién de metafases después de la detencién de la mitosis.
Las células en el estadio Go se dedican a tareas metabolicas generales y
permanecen asi durante dias o semanas. No obstante tan pronto como la célula
se prepara para dividirse, pasa del periodo Go a Gi e inicia los procesos
bioquimicos conducentes a la mitosis. Una variacién en el indice mitético se
atribuye principalmente a la fase G1 (Lyne et al. 1992) (Figura 5.1).
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Figura 5.1. En esta imagen se puede apreciar una mitosis. En la parte de arriba un ntcleo
transformado y hacia abajo y a la derecha dos ntcleos no transformados.
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Aberraciones cromosomicas

Las AC pueden ser estudiadas en cualquier poblacién de células en proliferaciéon
o en cualquier poblacién de células que no estén ciclando, ya que puede ser
estimulada por un agente mitogénico para entrar al ciclo celular (De Weerd-
Kastelein et al. 1997). Es frecuente asumir que éste es un ensayo simple e
informativo para monitorear poblaciones humanas, dando informacién sobre el
potencial clastogénico o mutagénico de exposiciones. Las aberraciones
estructurales se dan como resultado de la exposicion de los cromosomas a la
accion de agentes clastogénicos que los dafian y ocasionan alteraciones en su
estructura. Existen mecanismos de reparacion celular que tratan de subsanar el
dafio, pero éste puede ser tan grave o los mecanismos de reparaciéon ser
deficientes, que se producen alteraciones estructurales permanentes, este
marcador es ttil para conocer el dafio cromosémico no reparado. En la Figura
5.2 se presentan los diferentes tipos de AC estructurales.
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Figura 5.2. Clasificacion de las AC segtin el Sistema Internacional de Nomenclatura
Citogenética Humana (1985). Del lado izquierdo: gaps cromatidicos a, b;
rompimientos cromatidicos ¢, d; gap cromosémico e; rompimientos cromosémicos
f, g. Del lado derecho: intercambio cromatidico, dicéntrico, triradio y completo a;
intercambio cromatidico, dicéntrico, cuadriradial y completo b; intercambio
cromatidico, tricéntrico complejo e incompleto c.

Intercambio entre cromatidas hermanas

Los ICH representan intercambios de segmentos simétricos equivalentes entre
las crométidas hermanas de un mismo cromosoma (Bianchi 1978). Los ICH son
inducidos de manera mds eficiente por sustancias que forman aductos
covalentes con el ADN o interfieren con los precursores del metabolismo o
reparaciéon del AND. Esta bien documentado que los ICH son producidos
durante la replicacién del ADN y que la polaridad de la molécula es mantenida
en el proceso del intercambio (Wolff y Perry 1974).

En principio, los ICH pueden ser observados en cualquier célula que ha
completado dos ciclos de replicaciéon en presencia de 5-bromodesoxiuridina
(BrdU). En la Figura 5.3 se muestran los ICH como se observan en un
microscopio.
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Figura 5.3. Metafase humana después de realizar dos ciclos de replicacién en
presencia de BrdU y tefiida con el colorante Giemsa. Las cromatidas mas coloreadas
estan formadas por una cadena de ADN con BrdU y una cadena sin BrdU. Las
cromatidas menos tefiidas tienen ambas cadenas de ADN con BrdU. Se muestran
algunas regiones donde hubo intercambio entre croméatidas hermanas, sefialadas con
las flechas.

Indice de replicaciéon

El IR es un parametro citoloégico que mide la cinética celular, atil para conocer
efectos citostaticos (Gonsebatt et al. 1994). En la Figura 5.4 se muestran las
metafases en diferentes ciclos de division celular. Para el estudio acerca del paso
de las células a través del ciclo la celular o dindmica celular se han empleado
diferentes metodologias (Ostrosky 1994), dentro de las que se encuentra la
induccion de tincion diferencial de las crométidas hermanas del cromosoma. Las
células que s6lo han pasado por un ciclo de duplicacién en presencia de BrdU
muestran en la mitosis todos sus cromosomas obscuros ya que ambas
cromatidas son iguales quimicamente, es decir, se encuentran monosustituidas.
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Figura 5.4. Metafases en diferentes ciclos de replicacién. Se leen 100 metafases

consecutivas para determinar el IR.

En aquellas metafases que han pasado por dos ciclos de duplicacién en presencia
de BrdU sus cromosomas presentan una cromdtida obscura que esta
monosustituida con BrdU y una cromatida clara que esta doblemente sustituida
con el analogo, en estas mitosis todos los cromosomas se encuentran formados
por una cromatida clara y una obscura. En las metafases que han pasado por tres
ciclos de duplicacién en presencia de BrdU se pueden observar cromosomas con
ambas cromatidas claras, esto es, doblemente sustituidas por BrdU vy
cromosomas con una cromatida clara y una obscura, en estas mitosis se observa

el 75% de cromatidas claras y el 25% restantes obscuras.
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Microntucleos

El ensayo de MN es considerado como practico, universalmente validado y
accesible tecnol6gicamente, ttil para evaluar la inestabilidad genética inducida
por agentes genotoxicos. Los MN son la expresion en interfase de los fragmentos
acéntricos, que al no tener centrémero no se incluirdn en los ntcleos hijos
durante la division celular, ya que no interacttian con las fibras del huso mitético
en la anafase; estos fragmentos se rodean de membrana nuclear y aparecen como
pequefios nucleos en interfase. Este ensayo puede realizarse en cultivo de sangre
periférica, asi como en células de descamacion de la vejiga urinaria y de la
mucosa oral y nasal (Zalacain et al. 2005) (Figura 5.5).

Figura 5.5. Esta imagen muestra un MN al microscopio de campo claro.
Ensayo cometa

La electroforesis de células individuales o EC es una prueba répida, de bajo costo
y con una sensibilidad que supera en mds de cien veces a las pruebas
citogenéticas, permite detectar rupturas de cadena simple y sitios l4biles a los
alcalis. Este ensayo puede ser aplicado a cualquier célula eucaridtica y permite
el andlisis del dafio genético al nivel de células individuales. Se utiliza ademas
para monitoreo ambiental y analisis de sensibilidad a radiaciones (Moller et al.
2000). El procedimiento es el siguiente: las células son embebidas en agarosa
sobre una laminilla; en la agarosa, las membranas celular y nuclear son lisadas
y el ADN se somete a una electroforesis alcalina; y finalmente, se visualiza
usando un microscopio de fluorescencia después de teiir las células con un
colorante apropiado. El EC mide rompimientos de cadena sencilla o sitios alcali
labiles del ADN. El nivel del dafio se determina por la longitud de la cauda del
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cometa o por el “momento de la cauda” (longitud de la cauda del cometa
multiplicado por la intensidad de la fluorescencia en la cauda) (Tice 1995). En la
Figura 5.6 se muestran ejemplos de nidcleos con y sin dafio al ADN.

Figura 5.6. En la imagen de la izquierda se muestra un ntdcleo sin dafio y en la de la
derecha con dafio al ADN.

Exposicion laboral

La exposiciéon a productos téxicos en el ambito laboral es un problema sin
resolver, en parte porque no hay suficientes estudios sobre el tema, y también
porque la normativa adn es laxa. Desde hace algunos afios, agencias
gubernamentales de diferentes paises han publicado, para determinados
productos quimicos, lo que se conoce como indice de exposicién biolégica o BEIL
Los BEI indican, de los diferentes fluidos biolégicos, cuél es la concentracién por
encima de la cual la presencia de un agente quimico puede ser peligrosa para la
salud. Por su parte, la Unién Europea ha publicado una Directiva del Consejo
(98/24/CE) en la que se recoge la necesidad de establecer en los BEI, el mayor
namero posible de sustancias que puedan suponer un riesgo a corto y largo
plazo y, al mismo tiempo, insta a los empresarios a hacerse responsables de
establecer los programas sanitarios de control para valorar cudl es el grado de
exposiciéon de los trabajadores (“La exposicién laboral a productos téxicos, un
problema sin resolver” 2001).

Los efectos citogenéticos han sido poco estudiados en personas laboralmente
expuestas (Arroyo et al. 1992). Las exposiciones ocupacionales se dan entre
agricultores, peones de campo, obreros industriales, exterminadores de plagas,
trabajadores de invernaderos y otros. Sobre la agricultura, se considera que es el
sector econémico mas amplio del mundo. A nivel global, hay mas gente que se
dedica a la agricultura que el total de otras ocupaciones. Todas las actividades
econémicas que abarca dicho sector tienen su fundamento en la explotacién de
los recursos que la tierra origina, favorecida por la accién del ser humano con el
empleo de los plaguicidas para la obtencion de alimentos: vegetales, cereales,
frutas, hortalizas, pastos cultivados y forrajes; fibras utilizadas por la industria
textil; cultivos energéticos y tubérculos, entre otros. Es importante mencionar de
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forma independiente el cultivo de la flor, el cual, a diferencia de los otros,
requiere de los plaguicidas a lo largo de todo su crecimiento.

Genotoxicidad en los agricultores

En espacio abierto, la exposicion de los jornaleros que laboran en actividades
agricolas se da en distintos niveles, tanto para el que formula y hace mezclas
como para el que las aplica. En espacios cerrados como invernaderos, el efecto
de las moléculas es mas prolongado debido a la humedad relativa alta y la
temperatura, ademas es frecuente que los trabajadores de dichas actividades no
respeten las instrucciones de aplicacién de los plaguicidas y reingresen a las
areas asperjadas antes del tiempo recomendado, de esta manera los trabajadores
se exponen a los plaguicidas a través diferentes vias (Arroyo et al. 1992).

En algunos estudios de biomonitoreo citogenético por exposicién ocupacional a
plaguicidas los resultados indicaron induccién de AC (Paldy et al. 1987; Rupa et
al. 1989; De Ferrari et al. 1991; Garj-Vrhovac y Zeljezic 2001, 2002; Sailija et al.
2006), de igual forma, mediante la utilizaciéon de ICH y MN se han encontrado
diferencias significativas (Dulout et al. 1985; See et al. 1990), contrariamente a los
hallazgos de Gémez Arroyo et al. (1992), quienes determinaron ICH en 94
jornaleros mexicanos expuestos a mezclas de plaguicidas organoclorados (OC),
carbamicos, organofosforados (OF), triazinas y uréicos, en los cuales no se
encontraron diferencias significativas. Este ha sido el tinico trabajo en jornaleros
agricolas realizado en México.

Usos de los plaguicidas en la floricultura

Se estima que la floricultura emplea un promedio de 16 personas por hectarea,
mientras que el cultivo de café, la segunda actividad agricola en densidad de
personas por hectarea, emplea un promedio de 0.8 personas por hectdrea. Para
la produccién de flores, se emplean diversos plaguicidas, principalmente
insecticidas, fungicidas y acaricidas para contrarrestar las plagas que atacan
mayor frecuencia al cultivo de flores, dentro de los que se encuentran las que se
muestran en la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Plagas que atacan con mayor frecuencia a las flores.

Actividad biolégica | Plaga que controla Especie
Acaricidas Acaros o arafias Tetranychus urticae y Tetranychus
pequefias cinabarinus.
Fumigantes desinfectantes del Fusarium oxysporum.
suelo
Fungicidas Moho gris Botrytis cinérea.
Fungicidas Mancha foliar anillada | Cladosporium echinulatum.
Fungicidas Mildeo velloso Peronospora sparsa'y Erysiphe spp.
Fungicidas Royas Uromyces dianthi'y Puccinia horiana.
Fungicidas Mildeo polvoso Sphaerotheca pannosa.
Fungicidas Hongos patogenos del | Pythium debaryanum, Rhizoctonia solani,
suelo Sclerotinia spp. y Sclerotium rolfsi.
Insecticidas Pulgones o 4fidos Macrosiphum rosae, Myzus persicae y
otros.
Insecticidas Minadores Liriomyza trifolli y Liriomysa huidobrensis.
Insecticidas Mosca blanca Trialeurodes vaporariorum y Bemisia
tabaci.
Insecticidas Trips Frankliniella occidentalis y Trips tabaci.

Fuente: Castillo-Cadena 2011.

Dentro de la gama de plaguicidas empleados en el cultivo de flores, y en relaciéon
a su estructura quimica, los mas empleados son, en orden decreciente, el
benzimidazol, seguido del triazol, los clorados, los piretroides, los OF, la
fenilamina, los ditiocarbamatos, el imidazol, los carbdmicos y por dltimo la
dicarboximida (SAC 2000).

Por otro lado, los plaguicidas empleados en la floricultura tienen diferentes
niveles de toxicidad, entre los que se encuentran algunos que son alta y
extremadamente toxicos, es decir que corresponden a los niveles I y II de
toxicidad, como son el Tamaron, Temik y Curacron. En la Tabla 5.2 se muestran
los agroquimicos mas usados en el cultivo de flores, asi como su grado de
toxicidad y clasificaciéon quimica documentados en la zona hortifloricola del
Estado de México, como ejemplo de su uso en México.

106



Genotoxicidad de plaguicidas. estudios en personas laboral y/o ambientalmente expuestas

Tabla 5.2. Agroquimicos mas empleados por los floricultores en Villa Guerrero,
Estado de México.

Actividad Biolégica* | Nombre Comercial Clasificacion Toxicidad*
Quimica*

Fertilizantes Agro-K Oxidos L
Nitrofoska Metales L
Alliette Fosetil-Al L
Baycor Bitertanol L
Bayfidan Triadimenol M
Benlate Carbamato L
Bravo 720 Organoclorado L
Captan Dicaboximida L

Fungicidas Daconil Clorotalonil L
Meltatox Morfilinas L
Rally 40W Myclobutanol L
Soprol Triforine L
Tecto 60 - L
Zandofan Oxadixil M
Zineb 80 Carbamato L
Agrimec Abamectina L
Fluvalin Fluvalinate L
Furadan Carbamato E
Herald Piretroide A
Lannate LV Carbamato A

Insecticidas Nuvacron Organofosforado E
Perfekthion Carbamato M
Tolstar Bifentrina M
Tamaron Organofosforado A
Temik Carbamato E

*Clasificaciéon de acuerdo con Moses (1992). Fuente: Castillo-Cadena 2011.

El proceso productivo de la flor requiere de varias actividades en las cuales se
utilizan plaguicidas, éstos se aplican dos o tres veces por semana en actividades
como la desinfeccion del suelo, en donde se emplean fumigantes; en la
fertilizacién en donde se aplican los plaguicidas generalmente como mezclas;y
antes del corte de la flor.

La floricultura, como se lleva a cabo generalmente en México, se realiza con el
minimo equipo de protecciéon por parte de los trabajadores, entre los que
participan hombres y mujeres, ancianos, adultos, jovenes y nifios. Esta actividad
se caracteriza por el uso intensivo de agroquimicos, ya que se trata de un cultivo
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permanente y de cosecha diaria. Los floricultores trabajan en promedio 8 horas
diarias, a excepcion del domingo, en el que solo laboran el tiempo suficiente para
realizar el corte y la fumigaciéon. Emplean mezclas de plaguicidas cuyos
componentes pertenecen a varias familias quimicas, con actividades biologicas
diferentes y grados variables de toxicidad. Estas mezclas se aplican cada tercer
dia y en ocasiones varios dias seguidos para controlar diversas plagas (Castillo-
Cadena 2011).

Dafio genotoxico en floricultores de México

De los trabajos mas relevantes en relacion a la evaluacién genotoxica en
floricultores en México, utilizando como bioindicadores AC, ICH, IM, IR y EC
podemos mencionar los siguientes:

Gomez-Arroyo et al. (2000) estudiaron a 30 floricultores expuestos mezclas de
carbamatos, OC y OF. Realizaron cultivos de linfocitos y determinaron la
frecuencia de ICH y MN. No encontraron diferencias significativas al comparar
los resultados con 30 testigos.

Castillo-Cadena (1997) realiz6 cultivos de linfocitos de sangre periférica en dos
muestras de la poblacién de Villa Guerrero, Estado de México, la primera
constituida por 66 floricultores y la segunda por 44 habitantes del mismo
municipio con actividades distintas al cultivo de la flor. En ambos grupos se
determiné el IM, la frecuencia de AC, de ICH y CPC. Se encontr6 que entre los
floricultores y los no floricultores no hay diferencia significativa en el IM (5.24
vs. 4.401) y la frecuencia de AC (2.93 vs. 2.44), pero si entre la frecuencia de ICH
(7.09 vs. 6.141) y en el IR, no se encontré asociaciéon con la antigtiedad laboral,
edad, sexo, ni con los habitos de tabaquismo y alcoholismo.

Vargas-Maldonado (2008) determino la frecuencia de AC, asi como el cariotipo
en 22 floricultores de Villa Guerrero, Estado de México y lo comparé con 21
individuos no expuestos ocupacionalmente. El cariotipo fue normal para todos.
El tipo de AC encontradas en ambos grupos fueron: gap cromatidico y
cromosémico, ruptura cromatidica y cromosémica, deleciones, fragmentos
acéntricos, figuras radiales y dicéntricos. Las figuras radiales y dicéntricos sélo
se presentaron en el grupo expuesto. Encontré diferencia significativa entre
ambos grupos.

Castillo-Cadena et al. (2006) aplicaron el EC a tres grupos de individuos. El

primero estuvo compuesto de floricultores de Villa Guerrero, México, el
segundo por comerciantes del mercado local del mismo municipio, y el tercero
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por trabajadores y estudiantes de la ciudad de Toluca. También evaluaron el IM
en cultivo de linfocitos con y sin PHA. Se encontré un incremento en el IM en
los cultivos de linfocitos del control al compararlo con el de los comerciantes, y
control cuando la PHA fue adicionada p<0.05. Sin embargo, las células no
estimuladas de los floricultores mostraron una proporcién mayor de
proliferaciéon cuando se compardé con la del control y comerciantes, p<0.05. El
dafio al ADN fue mayor en los floricultores y diferente estadisticamente a los
otros dos grupos (p<0.001), lo que indica genotoxicidad. No se encontré6
correlaciéon entre todos los biomarcadores determinados con respecto a las
caracteristicas personales.

Estudios en humanos laboral y ambientalmente expuestos

Esperma

Pocos estudios han reportado el papel de los plaguicidas en las alteraciones en
la cromatina y el ADN del esperma. El estrés oxidante ha sido relacionado con
su capacidad de dafio. Las células espermaticas son muy sensibles al dafio
oxidante, el cual ha sido asociado con disfunciones reproductoras. El amplio uso
de plaguicidas OF por hombres jovenes, representa un problema de salud
publica. Los OF alteran la calidad seminal, asi como la cromatina y el ADN del
esperma, en los diferentes etapas de la espermatogénesis. Salazar-Arredondo et
al. (2008) evaluaron el dafio al ADN de diferentes compuestos OF y sus
derivados oxén (metil paration, clorpirifos, clorpirifos-oxén, diazinén,
diazox6n) en espermatozoides humanos y sugieren que los metabolitos oxén
participan en la genotoxicidad espermaética de los OF.

Se ha reportado multinucleacién en espermatozoides y espermétidas en
hombres infértiles cronicamente expuestos a carbofuran (Gallegos-Avila et al.
2010). Pifa-Guzman et al. (2006) han evaluado los efectos del metil paratiéon
sobre el ADN espermatico, explorando las etapas sensibles de la
espermatogénesis y la relacion con el estrés oxidante. Se observaron
correlaciones positivas entre la peroxidacién lipidica y los dafios al ADN
espermdtico, lo que sugiere que el estrés oxidante estd relacionado a las
alteraciones inducidas por el metil paratiéon sobre la integridad del ADN
espermatico y que las células en meiosis y en maduracién en el epididimo son
sus blancos, lo que implica un riesgo para la descendencia.

La exposicién a plaguicidas OF incrementa la frecuencia de aneuploidias en
esperma. Se ha estimado que 4 de cada 1000 recién nacidos vivos, y el 35% de
abortos son aneuploides, y que una importante proporcion de los embriones y
recién nacidos aneuploides son de origen paterno. La exposicién a OF puede
interferir con la segregacién cromosémica en el esperma e incrementar el riesgo
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de sindromes genéticos como el de Turner. Se requiere de mayores estudios para
evaluar la prevalencia de abortos espontdneos, defectos en el nacimiento y
sindromes genéticos en las comunidades agricolas (Recio et al. 2001).

Exposicién prenatal

El feto humano esta expuesto a una variedad de agentes ambientales como los
plaguicidas, que atraviesan la placenta y pueden inducir dafio al ADN. Levario-
Carrillo et al. (2005) midieron la frecuencia de MN en células de cord6n umbilical
de tres grupos de recién nacidos saludables: 35 de ellos de madres que vivian en
ciudades, 16 de un drea agricola y 15 recién nacidos de madres con embarazo de
alto riesgo. La correlacion entre la frecuencia de MN en madres y recién nacidos
fue significativa. Una mayor frecuencia significativa de MN fue encontrada s6lo
en linfocitos de recién nacidos de embarazos de alto riesgo.

Nifos

Ortiz-Pérez et al. (2005) evaluaron el dafio al ADN en nifios antes y 24 horas
después de la fumigacién en el interior de las casas con deltametrin y no
encontraron diferencia significativa con el EC.

Consideraciones finales

Los danos citogenéticos en la poblacion ocupacionalmente expuesta con base en
los resultados obtenidos en México y en el mundo, empleando las AC, los ICH,
los IM e IR, la frecuencia de MN y el EC como biomarcadores, indican que los
individuos ocupacionalmente expuestos si estan siendo afectados por los
agroquimicos con mayor propension que los habitantes que se dedican a otras
actividades. Sin embargo, hay discrepancias entre los resultados de diferentes
estudios, ya que se deben considerar en ellos factores como la edad, el empleo
de mezclas de plaguicidas, la antigitiedad laboral, la forma y frecuencia de
aplicacion de los compuestos, asi como sus caracteristicas quimicas y el
biomarcador empleado para que éstos sean representativos, asunto que es
bastante dificil de conciliar.

En Meéxico, el monitoreo citogenético de poblaciones expuestas es atn
incipiente, en él se la utilizacion de todos los biomarcadores de genotoxicidad
descritos principalmente en agricultores. Es necesario establecer mdas programas
de investigacion, los cuales se integren a los ya existentes para potencializar los
recursos y las experiencias de cada uno, y de esta manera evaluar, prevenir y
remediar, en su caso, los efectos que la exposicién a los agroquimicos tienen
sobre la salud humana, y del impacto que han tenido sobre el ecosistema, de tal
forma que pueda seguirse explotando, pero de manera racional o controlada el
recurso edafolégico.
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CAPITULO 6
GENOTOXICIDAD DE PLAGUICIDAS: DANOS A LA SALUD

Juana Sanchez-Alarcén!, Rafael Valencia-Quintanal, Julieta Castillo-Cadena? y
José Luis Gomez-Olivares®

Introduccion

En México al igual que en otros paises, los plaguicidas son utilizados sin las
medidas de seguridad adecuadas, situacion que puede generar problemas de
salud. Rachel Carson advirti6 de los peligros de los plaguicidas, sin embargo,
los avisos no fueron bien acogidos. Hoy en dia estamos expuestos a este tipo de
sustancias de manera cotidiana pues se han encontrado en alimentos e incluso
en la sangre, leche, musculos y grasa, no s6lo de animales, sino también de seres
humanos, asi como en las diferentes matrices ambientales (agua, aire, suelo).
Algunas personas en virtud de su tipo de actividad econémica se exponen
laboralmente a los plaguicidas.

Existen evidencias cientificas de que los plaguicidas pueden alterar el
funcionamiento del ser humano a diferentes niveles (Payan-Renteria et al. 2012).
Son diversos los organismos y los marcadores de dafio empleados en la
evaluacién de los dafios causados por los plaguicidas, aunque lo que més nos
importa son los efectos sobre la salud humana.

El uso de plaguicidas en México es amplio, por lo cual existe un gran riesgo de
repercusiones a la salud por la exposicion a estos compuestos. Se cuenta con
algunas evidencias de dafios a la salud especialmente relacionadas con el area
reproductora y mds recientemente de dafios a nivel celular, asi como de
alteraciones en el desarrollo psicomotor de nifios expuestos durante la gestacion.
Sin embargo, que atn existen muchos huecos en el conocimiento concernientes
a otros efectos adversos en la salud relacionados con los compuestos parentales
asi como con su metabolitos.

Los plaguicidas pueden tener diferentes blancos que impactan en la salud de los
organismos expuestos, entre estos efectos podemos citar los trastornos

! Facultad de Agrobiologia, Universidad Auténoma de Tlaxcala. Calle del Bosque s/n, col. Centro,
Tlaxcala. C.P. 90000.

2 Laboratorio de Genética, Facultad de Quimica Universidad, Autéonoma del Estado de México. Paseo
Coloén esq. Paseo Tollocan s/n, Toluca, Estado de México, México. C.P. 50100.

3 Divisiéon de Ciencias Bioldgicas y de la Salud, Universidad Auténoma Metropolitana Iztapalapa. San
Rafael Atlixco No. 186, col. Vicentina, Iztapalapa, México C.P. 09340.
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neurolégicos, reproductivos, dermatoldgicos, oftalmolégicos, respiratorios,
hepaticos, inmunolégicos, mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos. EIl
propoésito de este capitulo es centrarse en los tltimos tres efectos, haciendo una
revision de los estudios realizados en México que los involucran.

Efectos genotoxicos por plaguicidas: mutagénesis, carcinogénesis
teratogénesis

Muchos de los efectos mutagénicos de los plaguicidas pueden ser traducidos en
efectos carcinogénicos y teratogénicos. Sin embargo, es dificil probar en
humanos una relacion causal entre un plaguicida especifico y un tipo de cancer
o algtin efecto teratogénico en particular. Pero como se mostrard mds adelante,
existen diversos estudios epidemiolégicos en agricultores y en algunos de ellos
se ha reportado una correlacion positiva, por lo que a nivel mundial y
particularmente en México, falta mucho por hacer en esta area.

En el caso del cancer, se ha determinado que la mayoria de ellos son causados
por factores relacionados con hdabitos de vida y otros factores ambientales. El
cancer de mama es uno de los problemas de salud mas importantes, no solo en
México sino en el mundo y va en aumento. Asi también, otros tipos de cancer
que han sido relacionados con la exposiciéon a plaguicidas son: el linfoma, el
linfoma no-Hodgkin, el mieloma mdltiple, los sarcoma de tejidos blandos, el
sarcoma de Ewing, la leucemia mieloide, los tumores cerebrales, el
retinoblastoma, el cancer en 6rganos de los tractos gastrointestinal, respiratorio,
reproductor y urinario, entre otros.

Algunos plaguicidas producen dafio al simular o bloquear las hormonas
sexuales, es decir, pueden ser disruptores endocrinos, lo que puede tener
consecuencias en el sistema reproductor en desarrollo. En el caso de las mujeres,
la pubertad se presenta a edades mas tempranas, presentan endometriosis e
incremento en la incidencia de ciertos tipos de cancer como vagina, cuello
uterino y de mama, entre otros.

En relacion a los efectos reproductivos, si bien el efecto teratogénico potencial
de las exposiciones parentales representa una preocupacion, se han observado
otro tipo de efectos, como la esterilidad, alteraciones del esperma, la muerte fetal
y los abortos espontdneos, nacimientos prematuros, bajo crecimiento
intrauterino, asi como paladar hendido, defectos en el tubo neural y retraso del
embarazo, entre otros (Figura 6.1).
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Figura 6.1. Aspectos abordados en diversos estudios en México que asocian efectos en la
salud con las propiedades mutagénicas, carcinogénicas y teratogénicas de los plaguicidas.

Biomarcadores de dafio y su relacion con la exposicién a plaguicidas

Se ha sugerido que los aumentos en los indices de infertilidad, abortos
espontdneos y embarazos anormales pueden estar asociados a los efectos
adversos de los plaguicidas, pero se desconoce en qué medida la exposiciéon
ambiental u ocupacional contribuyen a ello. La manifestacion de los efectos de
los plaguicidas a este nivel puede incluir: alteraciones en la conducta sexual,
tiempo de inicio de la pubertad, fertilidad, embarazo, alteraciones de la
integridad del sistema reproductivo. Se ha sugerido que la exposiciéon
ocupacional a plaguicidas se asocia con una pobre calidad espermatica y un
mayor riesgo de infertilidad masculina, criptorquidia e hipospadias en recién
nacidos. El céncer testicular y otras alteraciones funcionales también se han
incrementado. En mujeres se han relacionado alteraciones ovulatorias y en las
trompas de Falopio, asi como partos prematuros o abortos debido a la
exposicién a plaguicidas (Cebrian 1998).

Estudios en animales

Como se mencioné anteriormente son pocos los estudios que se han
desarrollado en México en relacion a estos factores mutagénicos ligados con la
carcinogénesis y la teratogénesis. Han sido realizados 22 estudios con animales
que van desde invertebrados hasta mamiferos tales como: camarones, peces,
anfibios, roedores y cerdos, para evaluar diferentes efectos (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Bioensayos aplicados en México para el estudio de los efectos en la salud
relacionados con las propiedades mutagénicas, carcinogénicas y teratogénicas
de plaguicidas en México.

En camarén blanco se ha determinado reduccién en las tasas de crecimiento
(Castro-Castro et al. 2005) y se han inducido deformaciones morfolégicas como
consecuencia de la exposicion a plaguicidas (Betancourt et al. 2006a).

Arellano-Aguilar y Macias-Garcia (2009), evaltan las consecuencias de la
exposicion a metil paration durante el desarrollo del pez amarillo
(Girardinichthys multiradiatus). Los peces exhiben una reduccién significativa en
el peso asi como en su tasa de crecimiento. De igual manera su descendencia
presenta un incremento en las malformaciones espinales y una reduccion en la
supervivencia.

Otro organismo que ha sido utilizado es el ajolote mexicano (Ambystoma
mexicanum), en donde Robles Mendoza et al. (2009) evaluaron la toxicidad de
clorpirifés y malation sobre larvas y embriones. El estudio permitié identificar
el potencial toxicolégico de plaguicidas organofosforados (OF) en las primeras
etapas del desarrollo del A. mexicanum.

Estudios en mamiferos mostraron que las placentas de ratas hembra expuestas
a plaguicidas, presentan cambios severos (Levario-Carrillo et al. 2004a; Gonzalez
Garcia et al. 2008). Las células germinales de cerdo, tanto femeninas como
masculinas, se han visto afectadas en su viabilidad y maduracién por efecto de
la exposicion a plaguicidas como el malation, el fenoxaprop-etilo, el diazinon y
la atrazina (Casas et al. 2010); también se produce un retraso en la movilidad y
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eventualmente la muerte celular (Betancourt et al. 2006b); asi como alteraciones
en la fertilizacién in vitro y en el desarrollo embrionario (Ducolomb et al. 2009).
Los mismos plaguicidas han sido evaluados en ovocitos de ratén, los resultados
proveen evidencia de que los plaguicidas son toxicos durante el comienzo de la
ovogénesis (Bonilla et al. 2008). Por el contrario, en machos son alteradas las
altimas etapas de la maduracion por el diazinon (Pifia-Guzman et al. 2005) y por
el metilparation (Pifia-Guzman et al. 2009)

Efectos en poblaciones expuestas

Son diversas las actividades en las que el hombre puede estar expuesto a los
plaguicidas y de igual manera son diversos los marcadores que han sido
empleados para evidenciar la exposicion, el dafio y la susceptibilidad de estas
poblaciones en México. En todos estos estudios se han estructurado
cuestionarios para obtener informacién sobre las caracteristicas socioeconémicas
y otras variables de las poblaciones estudiadas, como antropometria, historia
clinica, consumo de alcohol y tabaco, exposicion quimica residencial e historia
laboral entre otras.

Se han descrito los patrones de sintomatologia persistente en trabajadores
industrialmente expuestos a plaguicidas OF y es necesario estudiar la
prevalencia de esta sintomatologia en poblaciones expuestas y no expuestas
(Chain-Castro et al. 1998; Palacios-Nava et al. 1999).

Efectos reproductores

En los dltimos afos los trastornos en los érganos reproductores han sido mas
frecuentes, y la infertilidad parece ir en aumento, asi como el cancer testicular,
la criptorquidia y otros efectos en el ser humano.

Daiios en células germinales

La exposicion de las células germinales paternas a plaguicidas OF ha sido
asociada con alteraciones en la reproduccion y efectos adversos en la
descendencia. Diversos estudios han sugerido que la calidad del semen humano
ha declinado en las tltimas décadas y algunos de éstos lo asocian con la
exposicion ocupacional a plaguicidas (Recio-Vega et al. 2001, 2005; Sdnchez-Peha
et al. 2004)
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Exposicién prenatal

Se sabe que los plaguicidas atraviesan la barrera placentaria y de igual manera
pueden causar alteraciones en el desarrollo de las estructuras de la misma, que
pueden incidir en la reproduccién. En el estudio realizado por Acosta
Maldonado et al. (2009), encontraron que existe una relacién entre la exposiciéon
prenatal a plaguicidas y la madurez de la placenta y puede potencialmente
afectar el transporte de nutrientes de la madre al feto. Se encontré una asociacién
positiva entre la exposicién a plaguicidas y el retraso en el crecimiento uterino
(Levario-Carrillo et al. 2004b). Por su parte, Torres-Arreola et al. (2003),
encuentran una la asociacién positiva de los niveles séricos de DDE, beta-HCH
y HCB con la interrupcién del embarazo.

Sin embargo, otros estudios han sido contradictorios al no encontrar una
asociacion entre la exposicion a DDE y estos marcadores (Cupul-Uicab et al.
2010). Asimismo, Salazar-Garcia et al. (2004), no encontraron una asociacién
positiva entre los niveles de exposicion y el incremento de riesgos de
alteraciones en el nacimiento en trabajadores de campanias sanitarias.

Efectos teratogénicos

Se ha valorado la asociacién entre la exposicion a plaguicidas y las
malformaciones congénitas. Medina-Carrillo et al. (2002) evaluaron recién
nacidos con malformaciones congénitas del sistema nervioso central, de la cara,
de los genitales, de la cadera, del pie o de los dedos. En este estudio reportaron
que el riesgo fue més alto en las madres que tenian exposicion ocupacional a
plaguicidas y en madres que vivian cerca de 4reas bajo tratamiento con este tipo
de compuestos. El aborto y el parto prematuro fueron significativos. En general
este estudio expone la asociacién entre la exposicion a plaguicidas y las
malformaciones congénitas.

Entre los afos 1999 a 2001 se identific6 y se determinoé la etiologia de las
malformaciones congénitas de todos los recién nacidos en el Hospital General
de Tenancingo (HG) (municipio eminentemente floricola), y se compararon con
las del Hospital de Gineco-Obstetricia de Toluca (HGO), ambos municipios del
Estado de México. Se encontr6é que, en Toluca, un 21% de los recién nacidos
tenfan malformaciones, contra un 5.6% en Tenancingo, siendo las de etiologia
multifactorial la mas frecuente en ambos, enfatizando un mayor porcentajes en
el HG de Tenancingo 72.78%, contra un 47% en el HGO de Toluca (Soteno 1999;
Gonzalez 1999; Pérez 2000; Arizmendi 2002; Villanueva 2004).
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Otras alteraciones del desarrollo que han sido asociadas a los plaguicidas son: la
espina bifida (Gonzalez-Herrera et al. 2010), la anencefalia (Lacasafa et al 2006),
la mortalidad debida a defectos del tubo neural (Ramirez-Espitia et al. 2003), el
criptorquidismo (Bustamante-Montes et al 2010), las hipospadias (Flores-
Luevano et al. 2003), y el labio leporino (Gonzalez et al. 2008), también se ha
evaluado la distancia ano-genital como un probable biomarcador (Longneker et
al. 2007; Torres-Sanchez et al. 2008).

Cancer

Uno de los padecimientos méds comtnmente investigados sobre los efectos en la
salud por algtin compuesto es el cancer. La identificacion de un mecanismo
causal del céncer es frecuentemente problemético debido a mdltiples
exposiciones y a los largos periodos de latencia.

La posible relacion entre la exposicion a plaguicidas y el cancer existe. El cancer
de mama es una de las enfermedades més importantes de la mujer. En México
ocupa el segundo lugar como causa de muerte. Se considera que algunos de
estos casos son dependientes de hormonas, siendo los estrégenos los mas
importantes, ya que juegan un papel crucial en todas las etapas del desarrollo
del cancer. De los seis estudios encontrados, 5 se refieren a cancer de seno y uno
a leucemia.

Hernédndez-Morales et al. (2009) han propuesto que el uso doméstico de
plaguicidas, tres meses antes del embarazo, puede jugar un papel en la etiologia
de leucemias agudas en infantes.

La relacion entre la exposiciéon a DDT y el cancer de seno, ha recibido mayor
atencion desde el comienzo de la década de 1990. Sin embargo, resultados
encontrados por Lopez Cervantes et al. (2004) descartan la posibilidad de la
relacién entre p,p’-DDE y el riesgo de cancer de seno. De igual manera, Romieu
et al. (2000) y Lopez Carrillo et al. (1997, 2002), no encontraron sustento para
relacionar la exposicién al DDT y sus metabolitos, asi como a f-HCH, HCB o
PCB, con cancer de seno respectivamente.

Otros efectos de plaguicidas con riesgos potenciales en la salud
Existen evidencias de que los plaguicidas son inductores de oxidasas de funcién
multiple dependientes del CYP450 del sistema hepatico de oxidasas. Por lo

tanto, es posible que la exposicién pueda modificar el balance hormonal en el
organismo. Se ha observado la induccién de diversos citocromos entre los cuales
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se encuentran el CYP2B1, 2B2, 3A1 y 3A2, todos ellos involucrados en el
metabolismo de hormonas, observandose una dependencia del género en la
induccién (Cebrian 1998).

Actividades enzimaticas

Estudios sobre la induccion enzimatica de los plaguicidas se han llevado a cabo
en ratas, observando incrementos de la actividad de los CYP450 (Sierra-Santoyo
et al. 2000), del CYP2B (Albores et al. 2001) de los CYP1A, 2B, 2C, 2E y 3a
(Oropeza Hernandez et al. 2003), asi como del CYP3A4 (Medina-Diaz y Elizondo
2005; Medina-Diaz et al. 2007).

Otros estudios han evaluado la presencia de polimorfismos en algunos
citocromos como: CYP2E1 (Yerena et al. 2005) y CYP1A2*1F (Sanchez-Guerra et
al. 2007), en los cuales se ha reportado que la portaciéon de algunas de las
isoformas dan mayor susceptibilidad al riesgo por exposicion a plaguicidas.

La baja actividad de paraoxonasa-1 (PON1) ha sido asociada con una mayor
sensibilidad a estos plaguicidas (Rojas-Garcia et al. 2005 Lépez-Flores 2009).
Lacasafa et al. (2010a), encuentran una fuerte asociacion entre los plaguicidas
OF y las alteraciones en la funcién tiroidea en individuos con baja actividad
PONT1. Pérez Herrera et al. (2008) han reportado que los agricultores portadores
del genotipo 192RR fueron mas susceptibles a desarrollar efectos reproductivos
toxicos por la exposicion a OF.

Por su parte Castillo Cadena et al. (2007) reportaron alteraciones de la expresion
de la GST T1 en individuos expuestos. Medina Diaz et al. (2011) demuestran qué
plaguicidas OF pueden inducir la expresiéon de GST A1 en células HepG2.

Disruptores enddcrinos

Estudios experimentales en animales han encontrado que los plaguicidas OF
pueden actuar como disruptores enddcrinos, sin embargo sus efectos sobre los
perfiles hormonales humanos atin no han sido caracterizados adecuadamente.
Blanco Mufoz et al. (2010) evaluaron la asociacién entre la exposicion a
plaguicidas OF y el perfil hormonal. Los resultados sugieren que los plaguicidas
OF pueden actuar como disruptores endocrinos en humanos. Resultados
similares fueron obtenidos por Lacasaia et al. (2010b) con hormonas tiroideas en
floricultores, encontrando un incremento en los niveles de hormonas tiroideas.
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Recio Vega et al. (2005) evaluaron la asociacion entre la exposicion a OF y los
niveles de hormonas sexuales y pituitarias. Encontraron una disrupcién
hormonal en trabajadores agricolas lo que sugiere que la exposicion a OF
interfiere con la funcién enddcrina del hipotalamo-pituitaria y que las hormonas
mas afectadas fueron la FSH y la LH.

Apoptosis

Se ha reportado que los plaguicidas tienen el potencial de inducir apoptosis por
el DDE en sangre periférica (Alegria-Torres et al. 2009). Por su parte, Pérez
Maldonado et al. (2005) han demostrado que la induccién de apoptosis por estos
compuestos en el mismo sistema de prueba es precedida por un incremento en
los niveles de especies reactivas al oxigeno (ROS).

En nifios expuestos, una ligera asociaciéon positiva fue encontrada entre la
frecuencia de apoptosis y la exposicién a plaguicidas (Pérez-Maldonado et al.
2004). Sin embargo el mismo grupo de investigacion, en otros estudios, ha
reportado resultados contradictorios (Pérez-Maldonado et al. 2006, 2011).

Este marcador también ha sido evaluado en la tilapia del Nilo en donde se
observé disminucién de la actividad apoptoética en estos organismos (Téllez-
Bafiuelos 2009).

Expresion génica

Este tipo de estudios solo se ha desarrollado en animales. Romero Navarro et al.
(2006) encontraron que los diclorvos tienen el potencial de afectar la actividad y
la expresion génica de las glucocinasa pancreatica y hepatica de la rata.

El efecto hepatotoxico de la cipermetrina y la expresion de genes hepaticos en
ratas después de la expresion a la cipermetrina. Las ratas tratadas presentan un
decremento significativo en la expresiéon de los genes de albumina y apo E. Por
el contrario, los niveles de los ARNm de ApoA-1y ApoB incrementaron (Aldana
et al. 1998).

En embriones de cerdo expuestos a malatiéon también se ha observado la
desregulacion de la expresion génica con probables implicaciones reproductivas
(Salazar et al. 2007).
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Consideraciones finales

Los estudios en México relacionados con la salud y los efectos mutagénicos,
carcinogénicos y teratogénicos de los plaguicidas son limitados. Serd necesario
incrementar el nimero de investigaciones en esta drea que evidencien los riesgos
potenciales que implica la exposicion a este tipo de sustancias de amplio uso en
nuestro pais.

Son muchas las limitaciones y factores que se tienen que considerar, sobre todo
en los estudios epidemiol6gicos en donde el tamafio de muestra es un factor
critico para poder llegar a conclusiones adecuadas. Existe la necesidad de
desarrollar bases de datos sistematicos y representativos sobre la contaminacion
de plaguicidas en alimentos y otras matrices ambientales como una fuente
potencial de ingreso de éstos al cuerpo humano.

Deberemos hacernos mas preguntas e incorporar las nuevas metodologias para
evaluar el impacto en la salud que tiene la exposicién ambiental u ocupacional
a los plaguicidas a diferentes niveles y enfocarnos en los grupos de mayor
vulnerabilidad.
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CAPITULO 7
FLORA MICROBIANA Y SU COMPORTAMIENTO FRENTE A LOS
PLAGUICIDAS

Lidia Sandoval-Flores!, Jazmin Alheli Aguilar-Torrején!, Carlos Jorge Aguilar-
Ortigoza?, Juana Sanchez-Alarcon’, Rafael Valencia-Quintana3 y Julieta
Castillo-Cadena?

Introduccion

La necesidad de responder a incégnitas controversiales sobre la generaciéon
espontdnea observada en los alimentos y la naturaleza de las enfermedades,
permiti6 el desarrollo de la microbiologia en el siglo XIX. En nuestra época con
los conocimientos cientificos y tecnolégicos se nos presenta otra problematica
derivada de ese desarrollo: la contaminacién ambiental.

A pesar del conocimiento acerca de los microorganismos que viven
normalmente en ambientes extremos y de aquellos que sobreviven en ambientes
inhéspitos, sigue figurando la necesidad de conocer mas acerca de los
mecanismos que éstos desarrollan, puesto que se intuye son capaces de “acabar”
con la contaminacion.

Es de considerar que los métodos naturales de control biolégico tienen como
base las relaciones entre las especies. Destacan en los ecosistemas microbianos
el amensalismo, depredacion y parasitismo, con lo que se controlan del 50% al
90% de las poblaciones dafiinas.

El desarrollo de la gran cantidad y diversidad de productos quimicos como los
plaguicidas (insecticidas, herbicidas, fungicidas, nematicidas y raticidas, entre
otros), ha permitido acelerar y eliminar condiciones indeseables, como en el caso
de las plagas en la agricultura y la proteccién a la salud. La consecuencia de esto
que hoy padecemos es la perturbacién de los controles y el equilibrio natural de
las especies.

1 Facultad de Quimica, Universidad Auténoma del Estado de México. Paseo Colén esq. Paseo Tollocan
s/n, Toluca, Estado de México, México. C.P. 50100.

2 Facultad de Ciencias, Instituto Literario, Universidad Auténoma del Estado de México. Col. Centro,
Toluca, Estado de México, México. C.P. 5000.

3 Facultad de Agrobiologia, Universidad Auténoma de Tlaxcala. Av. Universidad 1, col. La Loma,
Xicoténcatl, Tlaxcala, México. C.P. 90062.
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La premisa de la ley de la vida de “preservar la especie” induce mecanismos de
resistencia que ya se observan en plagas genéticamente resistentes y que
representan un problema mayor. En los insectos se ha visto una reproducciéon
acelerada y al cabo de 5 a 10 afios o antes, por seleccién natural, pueden
desarrollar inmunidad a los plaguicidas. Otro problema es el mal uso o abuso
de plaguicidas de amplio espectro que exterminan controles naturales,
favoreciendo a la poblacién indeseable, o bien, afectando a la flora y la fauna
normal al perturbar la cadena alimenticia, el exterminio de especies, o también,
alterando el desarrollo econémico a través de la modificacion de especies
relacionadas con la produccién alimentaria.

Otra de las complicaciones tiene que ver con la salud ambiental, ya que el uso
de plaguicidas afecta directamente o a distancia a otras especies. La aplicacion
de plaguicidas en forma manual puede alcanzar a veces menos del 1% de
eliminacién dela plaga, y terminar en aguas superficiales o subterraneas a través
de aire, la lluvia, rios y otros mecanismos, o bien a los sedimentos, afectando asi
a otros organismos no blanco. En cultivos, puede perjudicar directamente en los
trabajadores que los aplican, y a distancia, a la poblaciéon en general.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Programa
Medioambiental de la ONU, se calcula que 25 millones de trabajadores agricolas
de los paises en vias de desarrollo resultan envenenados por plaguicidas cada
afio, sin embargo, el subregistro y mal diagnéstico sugieren que las cifras de
dafios a la salud humana son superiores.

Si bien es cierto que evaluar los resultados del uso de los plaguicidas nos lleva a
reconocer que se han obtenido grandes beneficios bioeconémicos por la
producciéon rapida y de calidad controlada de cultivos agricolas en favor de la
alimentacion y desarrollo econémico y social, son preocupantes los aspectos
negativos, como nuestra ignorancia sobre el destino final y los efectos colaterales
de los plaguicidas a la salud del medio ambiente y de los ecosistemas. Sobre
salud humana, es poco lo que sabemos para disminuir el riesgo de mutaciones
genéticas, céancer, alteraciones en el sistema nervioso, en el sistema
inmunolégico y enddcrino. En cuanto a los ecosistemas, falta mucho por
descifrar acerca de las mutaciones, especies resistentes, extincion de especies, la
modificacién de relaciones biolégicas, alteracion del ambiente y su implicaciéon
en los organismos, consecuencia de la afectacion de una especie o de un sistema.

Con estos antecedentes se ha considerado la depuracién de productos toxicos

peligrosos, como los plaguicidas, mediante células procariotas como las
bacterias, capaces del proceso de transformacién y/o asimilacién de estos
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toxicos, es decir, biorremediar y recuperar agua y suelo, que son la esperanza de
la salud ambiental del futuro.

(Por qué las células procariotas son la esperanza de corregir la alteracion
ecologica? El origen de la vida y la evolucién de las especies muestran que la
vida microbiana ya existia hace unos 3850 millones de afios (Mojzsis et al. 1996).
Las bacterias mas estudiadas como las células primitivas, con mecanismos de
sobrevivencia en ambientes inhéspitos, han subsistido gracias a la relacién con
su habitat biético y abiético a través del tiempo. Este capitulo pretende mostrar
elementos que permitan al lector identificar el comportamiento de los
microorganismos frente a los plaguicidas.

Composicion del suelo y factores abidticos ambientales en un ecosistema

El suelo es la capa superficial no consolidada de la corteza terrestre que se forma
por el intemperismo del material geolégico subyacente (Millar et al. 1980; Buol
et al. 1981). En este proceso complejo, lo primero que se forma son fragmentos
de roca o regolitos, los cuales por la actividad de factores climaticos,
topogréficos, quimicos y bioldgicos se reducen a nuevos materiales que se
depositan en subcapas u horizontes. El conjunto de los horizontes forman el
perfil del suelo. En una situaciéon natural como en los suelos de bosques
podemos encontrar un perfil con cinco horizontes bien definidos; el mas
superficial contiene los restos de plantas y animales en proceso de
descomposicién para la formacién de humus, el cual se denomina horizonte O
u organico por debajo de él se presenta una capa de mineral de coloracion oscura
por la acumulacién de materia orgénica y se le llama horizonte A, del cual se
acarrean, por el agua de percolacién, particulas coloidales que se acumulan
como arcillas y 6xidos de fierro y aluminio, a esta porcién se le conoce como
horizonte B; por debajo hay otra zona de poca actividad biolégica, de menor
intemperismo y con acumulacion de carbonatos de magnesio y calcio que se
llama horizonte C; por dltimo, de manera subyacente, se encuentra el regolito y
el lecho rocoso que constituyen al horizonte R (Atlas y Bartha 2002). Como
cualquier sistema continuo, el suelo presenta zonas de transiciones en su perfil,
observables pero en ocasiones dificiles de reconocer por su grado de desarrollo,
asi se presentan subhorizontes Ol cuando los restos organicos son
diferenciables, O2 al no reconocerse las formas originales Al y A2 diferentes en
color y textura (Buol et al. 1981).

En su constituciéon inorgénica o mineral, los suelos contienen diferentes

proporciones de particulas diferenciables por su tamafio que constituyen la
textura, éstas van de 0.002 mm de didmetro, llamadas arcillas; de 0.05 mm,
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también son conocidos como limos; hasta 2 mm, llamadas arenas. Las diferentes
combinaciones de estos componentes forman diferentes clases texturales.
Cuando los porcentajes de estas particulas son similares los suelos son de tipo
migajoén o francos. Si alguno comienza a elevarse con respecto a los otros, por
ejemplo un suelo con 40% de arcilla y 30% de cada una de las otras particulas, se
trata de un suelo de migajon arcilloso (Figura 7.1). Cuando la materia organica
es superior al 20% en la composicion de suelos arenosos o mayor de 30% en
arcillosos se les denominan suelos orgéanicos (Millar et al. 1980). La composicion
textural interviene en la agregacion de componentes o estructura del suelo en la
dinamica hidrica, la aireaciéon y retenciéon de iones, lo cual influye en el
crecimiento de organismos del suelo y su productividad (Gliessman 2007).

Zona de mayor actividad
microbiana,
aprox imad: 30 cm

Figura 7.1. Horizontes del perfil del suelo donde se muestra la mayor actividad microbiana.
Fuentes: Atlas y Bartha 2002; Coyne 2000.

El suelo es un ecosistema que contiene una gran diversidad de organismos
(Germida y Freitas 2008), principalmente bacterias, hongos, protozoarios,
invertebrados, algas y raices de plantas (Giller et al. 1997) que contribuyen a la
formacioén, conservacion y productividad del mismo y de los agroecosistemas.
En este sentido es considerado como un recurso natural importante para la
producciéon de alimentos (Gliessman 2007), como factor esencial para el
mantenimiento de la calidad ambiental que incide directamente sobre la salud
humana (Etchevers et al. 2000) y, ademds, como agente activo en la captura y
emision de gases de efecto invernadero (West y Six 2007), por lo cual es
importante evaluar la calidad de estos como un ecosistema que permita un
manejo sustentable de la productividad biolégica (Kennedy y Schillinger 2006).

La calidad del suelo es su capacidad, como ecosistema, para desempefiar
funciones de mantenimiento de los factores abiéticos como energéticos, hidricos,
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de aire y de nutrientes minerales; asi como de los bidticos, es decir, la diversidad,
las relaciones troficas e interacciones intraespecificas e interespecificas; y
ademas para sustentar la productividad biolégica, conservar la calidad
ambiental y promover la salud de plantas y animales (Karlen et al. 2001). Entre
las metodologias utilizadas para evaluar su calidad se encuentran los
indicadores biol6gicos como la determinacion de la biomasa microbiana, ya sea
mediante conteo taxondémico directo; el andlisis de componentes de los
microorganismos como el adenosin trifosfato generado o de su diversidad por
marcadores moleculares (Reyes et al. 2009).

La calidad del suelo y su productividad se ven alterados por los cambios en el
uso de este, desde su situacién natural, hasta manejo forestal, agricola, pecuario
y urbano. Estas actividades modifican las propiedades quimicas, fisicas y
biolégicas de los suelos; alteran los ciclos biogeoquimicos, la incorporacién de la
materia orgdnica, el mantenimiento de la textura y estructura, la composicién,
mantenimiento y productividad de las comunidades de organismos; y
trasciende su efecto adverso a las poblaciones humanas en su dmbito social y
ambiental. Actualmente una de las actividades humanas con mayor efecto sobre
la degradacién de los suelos es la aplicacion de agroquimicos, cuyo impacto se
puede evaluar en los cambios de las comunidades de microorganismos
(Anderson 2003; Lin et al. 2004; Zhong y Cai 2007).

Composicion de los plaguicidas en el suelo y efectos en el medio ambiente

Las précticas actuales de la agricultura han incorporado un sinntimero de
productos quimicos con el objeto de mejorar la produccién, sin embargo, su
abuso, el mal uso, la diversidad de agroquimicos y las condiciones ambientales
entre otros factores, empezaron a presentar acumulacién y diversos dafos. Estos
efectos estan en funcién de la molécula y su comportamiento en el ecosistema
afectado por dichos factores.

Asi, la estructura de los plaguicidas es muy diversa, podemos encontrar
compuestos clorados, anillos aromaticos, moléculas con fésforo y nitrégeno,
entre otros, que sirven como fuente de carbono y donadores de electrones para
algunos microorganismos del suelo. En su descomposicion influyen factores
ambientales como temperatura, pH, aireacion y contenido de materia orgénica.

La desaparicion de un plaguicida en un ecosistema, ademds de la
biodegradacion por microorganismos, puede deberse también a la
volatilizacién, lixiviacién, fotodescomposicién, adsorcién (retenciéon en las
micelas coloidales), absorciéon (por las plantas) o degradacién quimica
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espontanea. También puede deberse a los factores que evitan la
biodisponibilidad tales como moléculas hidrofébicas (insolubles en agua),
adsorcion a materia organica y arcilla.

El uso de productos quimicos en la agricultura se reduce a un nimero ilimitado
de compuestos, ya que ésta es una de las pocas actividades donde se descargan
deliberadamente en el ambiente sustancias quimicas para acabar con algunas
formas de vida, lo que ocasiona, con el paso de los afios, una saturacion de
remanentes quimicos en estos sitios y sus alrededores, a la facil dispersion que
presentan estos compuestos.

La interaccién plaguicida-suelo-agua resulta de gran importancia debido al
impacto de estas sustancias en el ambiente. De acuerdo con Ongley (1997), el
destino ambiental (comportamiento) de un plaguicida depende de la afinidad
natural del producto quimico con uno de los cuatro compartimentos
ambientales: materia sélida (materia mineral y carbono orgénico en particulas),
liquido (solubilidad en aguas superficiales y aguas del suelo), forma gaseosa
(volatilizacion) y biota. Este comportamiento recibe con frecuencia el nombre de
compartimentacion y comprende, respectivamente, la determinacién de los
siguientes aspectos: coeficiente de absorcion del suelo (Koc), solubilidad,
constante de Henry, y el coeficiente de particiéon n-octanol: agua (Kw).

El Koc es altamente variable en los distintos tipos de suelo. Sin embargo, se ha
observado que la variacién se reduce cuando se considera el porcentaje de
materia orgédnica presente en el suelo. Por lo anterior, a mayor valor de Koc
menor movilidad del plaguicida en forma soluble al estar fuertemente adherido
a las particulas del suelo. Usualmente en los primeros centimetros existe mayor
riesgo de contaminacién a otros suelos por arrastre de agua superficial. Asi,
suelos con baja materia orgénica menor a 1% y texturas gruesas, como los
arenosos, presentan una escasa capacidad para retener los plaguicidas. Suelos
con altos contenidos de materia organica, poseen una alta capacidad de
retencion de plaguicidas y reducen el riesgo de contaminacién por movimiento
de los mismos (Tapia-Flores et al. 2007).

En la contaminacién del suelo intervienen, igualmente, otros factores como los
geologicos (tales como naturaleza de la roca madre, erosion, sedimentacién),
climatoldgicos (temperatura, lluvia, viento, humedad) y biolégicos (vegetacion,
fauna), entre ellos cabe destacar los siguientes:

a) Lluvia: regulala humedad, el contenido del aire y el grado de lixiviacion del
suelo. El agua, en forma de una fina capa, rodea las particulas edaficas y
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tiene una importancia decisiva para el desarrollo de los procesos quimicos
en el medio natural, ya que en ella tienen lugar los fenémenos de disolucion
del suelo.

b) Atmosfera: en funcion de los factores climatolégicos, se interrelaciona con el
suelo a través del balance entre la lluvia y la evaporacion. La lluvia aporta
agua al suelo con una cierta concentracién de solutos, mientras que en la
evaporacion se transfiere solo agua al medio atmosférico. Dependiendo del
balance evaporacién-lluvia puede tener lugar la infiltracion del agua hacia
capas mas profundas, alimentando los acuiferos subterraneos en un proceso
en el que el agua interacciona con el suelo intercambiando elementos
(lixiviacion).

De igual forma, el suelo tiene una relacién indirecta con los gases atmosféricos,
ya que se establece un intercambio de gases entre la atmdsfera y el aire del suelo
(Sabroso-Gonzalez y Pastor 2004).

Una vez que los plaguicidas ingresan al ecosistema, pueden experimentar
reacciones fisicoquimicas y biol6gicas, ocasionando que el plaguicida no
permanezca intacto por tiempo indefinido en el medio ambiente. Con el tiempo
sufre una degradacion influenciada por microorganismos, actividad quimica,
pH, clima, y contenido de materia organica del suelo, entre otros, por ejemplo
en la fotodlisis donde existe una oxidacion fotoquimica del plaguicida que puede
verse limitada por la concentracién de oxigeno presente y por la cantidad de luz.

Durante la oxidaciéon hay una reaccién lenta del plaguicida con el oxigeno
disuelto. Si en el medio existen concentraciones altas de materia orgénica
disuelta y compuestos htiimicos, se libera peréxido de hidrégeno que también es
oxidante. En lo que se refiere a los mecanismos de hidrolisis, son degradaciones
de primer orden que pueden estar catalizadas por un acido o una base e
incrementarse con la presencia de sustancias htimicas. La volatilizacién del
contaminante a través de la interfase suelo-aire o agua-aire, da como resultado
el reingreso de éste a la atmosfera (Calva y Torres 1998).

Importancia de los ecosistemas en el suelo

Entre los componentes que determinan las propiedades y la calidad de los suelos
se encuentra el factor bidtico, que incluye a las plantas, animales,
microorganismos y sus productos que forman la materia orgénica del suelo o
MOS (Gregorich et al. 2000). Entre los grupos taxondmicos se encuentran
bacterias de los géneros Acinetobacter, Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter,
Bacillus, Bradyrhizobium, Caulobacter, Clostridium, Corynebacterium, Micrococcus,
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Mycobacterium, Nitrobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Staphylococcus, Streptococcus
y Xanthomonas; entre los actinomicetes son abundantes Streptomyces y Nocardia;
en las mixobacterias predominantes estan los géneros Archangium,
Chondrococcus, Myxococcus y Polyangium y entre las cianobacterias Anabaena,
Calothrix, Chroococcus, Lyngbya, Microcoleus, Nodularia, Nostoc, Oscillatoria,
Phormidium, Schizothrix y Scytonema. En cuanto a hongos comunes del suelo se
encuentran los omicetos como Allomyces; Zigomicetos como Mucor y Rhizopus;
ascomicetos como Morchella y Peziza, y basidiomicetos Agaricus, Amanita, Boletus,
Cantharellus, Coprinus y Russula (Madigan et al. 2004; Porta et al. 2003). Entre los
principales grupos protistas edéficos estdn los flagelados (Bodo, Oikomonas),
amibas testaceas (Nebela) y ciliados (Colpoda, Vorticella). La Tabla 7.1 muestra la
distribucion de los microorganismos en diferentes horizontes del suelo, y en la
Tabla 7.2 se observa la cantidad de los microorganismos comtinmente presentes
en el suelo.

Tabla 7.1. Distribucién de microorganismos en diferentes profundidades de un perfil de

suelo.
Profundidad Bacter.ias Bacteri?s Actinomicetos | Hongos | Algas
(cm) aerobias anaerobias
3-8 7,800 1,950 2,080 119 25
20-25 1,800 379 245 50 5
35-40 472 98 49 14 0.5
65-75 10 1 5 6 0.1
135-145 1 0.4 - 3 -

Fuente: Alexander 1994.

Tabla 7.2. Ntimero aproximado de organismos comtiinmente encontrados en suelos.

Organismos Namero estimado
Bacterias 3,000,000 a 500,000,000/ ¢
Actinomicetos 1,000,000 a 20,000,000/ g
Hongos filamentosos 5,000 a 900,000/ g
Algas 1,000 a 500,000/ g
Protozoarios 1,000 a 500,000/ g
Levaduras 1,000 a 100,000/ ¢g
Nematodos 5,000 a 20,000/100g

Fuente: Martinez 1997.

Dentro de los animales invertebrados mas comunes estan los nemaéatodos
(Meloidogyne), anélidos (Lumbricus, Eisenia), moluscos (Helix, Limax) y
artropodos (acaros, isdpodos, diplépodos, quilépodos, colémbolos, hormigas,
escarabajos); menos comunes son los vertebrados como las tuzas (Geomys) y
musarafas (Cryptotis, Sorex); entre las algas se tienen principalmente clorofitas,
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rodofitas, euglendfitas y criséfitas, ademds raices de vegetales y rizomas de
todas las plantas vasculares.

El habitat edafico es muy favorable para los microorganismos, lo que los hace
abundantes con respecto a otros ambientes como los acuaticos, esto se debe a la
presencia de sustancias hamicas, péptidos, azacares y fenoles de la materia
organica en descomposicion que permiten el crecimiento poblacional de
organismos autoctonos y que también es atractiva para otros de fuera o
aloctonos, adaptados al cambio en los horizontes superficiales del suelo. En
términos energéticos hay organismos del suelo que elaboran sus alimentos o
autétrofos, como los fotosintéticos que viven en el horizonte O, donde la luz
permite el proceso de fijaciéon de biéxido de carbono atmosférico y liberacion de
oxigeno, los quimiolitétrofos que obtienen su energia de la oxidacién de
compuestos inorganicos, quimioorganotrofos que la obtienen de la oxidacién de
compuestos organicos y los heterétrofos que requieren consumir los compuestos
organicos ya elaborados como fuente de energia y carbono. Otras de las
adaptaciones de organismos que permiten aprovechar 6ptimamente el recurso
edafico son las simbiosis, como las asociaciones planta-hongo o micorrizas,
donde es eficiente el consumo de nutrientes minerales del suelo; la asociacion de
Rhizobium con leguminosas que involucra fijacion de nitrégeno atmosférico al
ecosistema y las relaciones no tan estrechas de muchos microorganismos con las
raices de las plantas o rizosfera que mantiene la salud de los vegetales (Atlas y
Bartha 2008; Jjemba 2004) e incluso permiten colonizar los ambientes aridos
(Gonzélez-Chavez et al. 2008; Olalde et al. 2000).

Efectos de los plaguicidas en la flora microbiana y en la agricultura

Los microorganismos del suelo juegan un rol muy importante en la degradaciéon
de los plaguicidas antes de que alcancen las aguas sub-superficiales. Ademas de
la actividad microbioldgica, las particulas méas finas del suelo, como las arcillas
y principalmente la materia orgénica, interactdan con los plaguicidas y reducen
su movilidad (Tapia-Flores et al. 2007).

Una parte esencial de la materia organica presente en el suelo es el humus, que
al tener una alta capacidad de intercambio de cationes permite retener grandes
cantidades de nutrientes ademds de favorecer la actividad microbiana. Las
sustancias hudmicas pueden desempenar un papel importante en la
biodegradacion anaerobia y la biotransformacién de compuestos orgénicos asi
como inorganicos. El humus puede servir como un aceptador de electrones
terminal que apoya la oxidacion microbiana anaerobia de una amplia variedad
de sustratos organicos.
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Ademas, las sustancias humicas reducidas también pueden servir como un
donante de electrones para conseguir la reduccion microbiana de aceptadores
de electrones mas oxidados, como el nitrato, fumarato y clorato. Diversas
pruebas indican que las quinonas en el humus pueden desempefiar papeles
diferentes las cuales contribuyen a la biodegradacion anaerobia y la
biotransformacién de sustratos ecologicamente importantes, asi como
contaminadores de prioridad (Garcia-Diaz 2008).

Cuando las bacterias son expuestas a una presion selectiva de algtin compuesto
como unica fuente de carbono, se pueden tener poblaciones con capacidad de
degradacion especifica (Alexander 1994). Las transformaciones se refieren a la
degradacion de estos compuestos. Dichos procesos abarcan reacciones de
deshalogenacion, alquilacion, hidrolisis, oxidacién, reducciéon, conjugaciéon y
condensacion durante el metabolismo y el cometabolismo (Calva y Torres 1998).

Las plantas y los microorganismos pueden metabolizar algunos componentes
de los plaguicidas a través de diferentes procesos como se muestra en la Tabla
7.3.

Tabla 7.3. Comparacién del metabolismo entre plantas y microorganismos
sobre plaguicidas.

arilaciclamidasas y nitrilasas

Biotransformaci6n Plantas Microorganismos
Metabolismo general sobre e . .
.. 8 Detoxificacion Mineralizacién.
plaguicidas
. . Generalmente no es mediada por
S Mediada por el citocromo P- . . P
Oxidacion 450 el citocromo P-450, sino por
varias oxido-reductasas.
C1 Enlaces en la membrana | Forma soluble, no enlazada en la
Oxidacion P-450 .
microsomal membrana.
Predominan las vias por
Transformaciones hidroliticas esterasas, amidasas, | Gran diversidad de enzimas.

Ruptura enlaces C-P

Desconocido

Diversas rupturas de C-P vy
enzimas hidroliticas.

Conjugacion con *GSH

Procesos nitro-reductivos | Nitro-reductasas Nitro-reductasas.
aromaticos Conjugacion *GSH No conjugan con *GSH.
Des-halogenaciones . o
08 Desconocido Halo respiracion.
reductivas
Con xilosa, grupos metilo o
Con aztcares y aminodcidos. acetilo.
. . Compartimentacién o | Formas conjugadas
Conjugacion
secuestro extracelularmente.

Se desconoce conjugacién con
*GSH.

*Glutatiéon (GSH). Fuente: Van-Eerd et al. 2003.
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La metabolizacion de los plaguicidas puede llevarse a cabo tanto por las plantas
como por los microorganismos, en ambas situaciones tiene que ver con un
proceso de tres fases que se describe a continuacién. En la primera fase del
metabolismo, las propiedades originales del compuesto son transformadas a
través de procesos de reacciones de oxidacién, hidrélisis y reduccion. Esto
generalmente origina un producto mas soluble en agua y menos toxico que el
inicial. La segunda fase involucra conjugacién de los plaguicidas o metabolitos
de los plaguicidas con aztcares, aminodcidos o glutation, lo cual incrementa la
solubilidad en agua y reduce la toxicidad con respecto al plaguicida inicial. La
tercera fase involucra conversiones de los metabolitos generados en la fase Il en
conjugaciones secundarias ocasionando en la mayoria de los casos que la nueva
molécula sea inocua (Van-Eerd et al. 2003).

Perspectivas del impacto sobre los microorganismos

Diversas investigaciones repetidamente han demostrado que los hongos y las
bacterias tienen estrechas relaciones con las plantas hospederas que las alojan y
que esto permite la promocion del crecimiento de la planta asi como la supresion
de plantas patogenas en los cultivos. Cuando se prueban aislamientos
microbianos provenientes de un habitat de plantas de cultivo entre el 1y el 35%
de estos microorganismos muestran una capacidad inhibitoria del crecimiento
de agentes patégenos in vitro.

De acuerdo con Berg (2009), existen de forma general dos posibilidades para
influenciar el crecimiento antagénico de plantas o la promocién potencial: 1) por
induccion del potencial microbiano, por ejemplo introduciendo compuestos
organicos e inorganicos y 2) aplicando microorganismos autéctonos como
biocontrol o promoviendo agentes del crecimiento de las plantas.

En México, en los tultimos diez afios se han estado desarrollando investigaciones
que aplican métodos fisicos, quimicos y biolégicos, de estos tltimos se espera
que permitan tratar el problema de los plaguicidas a través del uso de los
microorganismos y la capacidad de adaptaciéon y degradacion de compuestos
xenobidticos que estos representan.

Enla Tabla 7.4, se presentan las ventajas y desventajas de diferentes tratamientos
en la remocién de contaminantes en la recuperaciéon de suelos.

145



Los Plaguicidas en México: aspectos generales, toxicoldgicos y ambientales

Tabla 7.4. Comparacién de los diferentes tratamientos en la recuperacién de suelos.

Tratamiento Ventajas Desventajas
Son efectivos en cuanto a costos. | Requieren mayores tiempos de
Son tecnologias mas benéficas | tratamiento.
para el ambiente. Es necesario verificar la toxicidad de
Biol6gico Los contaminantes generalmente | intermediarios y productos.
son destruidos. No pueden emplearse si el tipo de
Se requiere un minimo o ningtn | suelo no favorece el crecimiento
tratamiento posterior. microbiano.
Son efectivos en cuanto a costos. | Los residuos generados por técnicas
Pueden realizarse en periodos | de separaciéon deben tratarse o
cortos de tiempo. disponerse, lo que supone un

El equipo es accesible y no se | aumento en los costos y la necesidad
Fisicoquimico | requiere de mucha energia ni | de permisos.

ingenieria Los fluidos de extracciéon pueden
aumentar la movilidad de los
contaminantes, necesidad de
sistemas de recuperacion.

Es el grupo de tratamiento mas
costoso.

Térmico

Fuente: Volke-Septlveda y Velasco 2002.

Los plaguicidas como contaminantes ambientales en el agua o en el suelo, se
integran en un ecosistema constituido por una asociacion de microorganismos
interactiva causando una actividad metabolica interrelacionada, protegiendo la
vida como unidad del llamado consorcio.

Microorganismos en consorcio como Stenotrophomonas maltophilia, Proteus
vulgaris, Vibrio metschnikouii, Serratia ficaria, Serratia spp. y Yersinia enterocolitica
han demostrado remover plaguicidas del tipo organofosforados (Ortiz-
Hernandez y Sanchez-Salinas 2010).

Géneros como Rhizobium, Arthrobacter, Pseudomonas y Flavobacterium aislados
directamente de leguminosas o de plantas de ornato han presentado
degradacion de compuestos como el malation, encontrando la presencia de al
menos cinco metabolitos de este compuesto después de su tratamiento con estos
microorganismos (Hernandez-Rivera et al. 2005).

Herbicidas como la atrazina también han mostrado remocién cercana al 100%
después de un tratamiento con microorganismos (aislados de suelos saturados
con este producto), como Mycobacterium, Xanthomonas, Ochrobactrum, Massilia,
Klebsiella y Stenotrophomonas, encontrando en este tltimo género cuatro genes
que codifican a las enzimas catabdlicas responsables de la degradacion de esta
sustancia (Tafoya 2008). Estas nuevas herramientas y técnicas para el uso en la
biorremediacién pueden contribuir a un mejor tratamiento de estos compuestos
de manera mas eficiente y ambiental.
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CAPITULO 8
NIVELES DE CONTAMINACION AMBIENTAL POR PLAGUICIDAS

Maria Magdalena Garcia-Fabila!, Araceli Amaya-Chavez!, Julieta Castillo-
Cadenal, Stefan M. Waliszewski2, Juana Sanchez3, Pedro Rafael-Valencia
Quintanad y Alicia Reyes-Reyes!

Introduccion

La escasez de agua en la actualidad se debe no sélo a las condiciones naturales
de determinadas regiones, sino también al aumento de la poblacién, el mal uso
y la contaminacién producida por los desechos generados por humanos, la
industria y la agricultura. El agua apta para uso humano (dulce, potable y de
facil acceso), es una parte muy pequeiia del total en el planeta (UNICEF 2009).

En México, la agricultura contribuye con el 62% del total de las aguas residuales,
le sigue el sector doméstico con el 28%, y por tltimo la industria con s6lo el 10%.
El agua residual agricola no recibe tratamiento alguno, en gran parte por su
caracter difuso o no puntual, por lo que el aporte de contaminantes a cuerpos
receptores y la filtracién de agua con alto contenido de nutrientes, plaguicidas y
fertilizantes quimicos a los acuiferos durante sus procesos de recarga, es
alarmante (Campos-Diaz 2004; INEGI 2009).

Meéxico, como otros paises de la region, basa una buena parte de su economia en
la produccién agricola y pecuaria, por lo que los plaguicidas se usan de manera
importante, y son los organofosforados (OF) los méds ampliamente utilizados en
la actualidad. Esta situacién es en parte el resultado del tipo de modelo agricola
que caracteriza de manera general a los paises en desarrollo, y que prevalece de
manera particular en los paises de América Latina. Se basa en la escasa o nula
rotacioén de cultivos, la produccién intensiva y la mecanizacién, que conducen a
la alta demanda de agroquimicos (SEMARNAT 2003).

Las propiedades fisico-quimicas de las sustancias son importantes en su cinética
ambiental, por lo que la solubilidad en agua de un plaguicida es una medida
que establece la maxima concentracién a disolverse en un litro de agua y por lo
general tiene un rango de 1 a 100,000 mg/L. El departamento de Regulacién de

1 Facultad de Quimica, Universidad Auténoma del Estado de México. Paseo Colén esq. Paseo Tollocan
s/n, Toluca, Estado de México, México. C.P. 50100.

2 Laboratorio de Medicina Forense, Universidad Veracruzana.

3 Facultad de Agrobiologia, Universidad Auténoma de Tlaxcala. Calle del Bosque s/n, col. Centro,
Tlaxcala. C.P. 90000.
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Plaguicidas en California, Estados Unidos, determin6 que los plaguicidas con
una solubilidad mayor a 3 mg/L tienen potencial para contaminar el agua
subterrdnea, sin embargo, se han encontrado compuestos con solubilidad menor
de 3 mg/L en agua subterrdnea, lo cual indica que dicho criterio no es una
garantia (PAN 2006).

Los plaguicidas muy solubles en agua, se adsorben con baja afinidad a los suelos
y por lo tanto, son facilmente transportados del lugar de la aplicacién (lluvia,
riego o escurrimiento) hasta los cuerpos de agua superficial y/o subterranea
(Jenkins y Thomson 1999).

Estudios realizados en México sobre contaminacion de cuerpos de agua
por plaguicidas

En las altimas décadas se ha incrementado el uso de plaguicidas del tipo de los
OF, carbamatos y piretroides, debido a su potencial biocida y su baja
persistencia. El uso y la produccién de plaguicidas organoclorados (OC) han
sido regulados en todo el mundo de acuerdo con la Convencién de Estocolmo
en 2001. Sin embargo, estos compuestos siguen representando amenazas graves
para el ambiente y para los seres humanos, por su elevada persistencia y
lipofilicidad.

En Meéxico existen pocos estudios de deteccion de plaguicidas como
contaminantes de cuerpos de agua, en este capitulo se muestran algunos
hallazgos realizados en diferentes zonas. En el norte del pais, Agapito (2002)
report6 que en la Cuenca de Lechuguilla-Ohuira-Navachiste, Sinaloa, México,
existe contaminacion del agua por metilparation (MP) en concentraciones que
van de 0.0041 ng/mL a 0.3985 ng/mL. En sedimento se encontr6 mayor
concentracién y diversidad de plaguicidas: metilparation (60.8 ng/g), fosdrin
(14.03 ng/g), malatién (de 5.01 ng/g a 10,06 ng/g). En el 2002, se realizaron
estudios de la concentracion de plaguicidas residuales en camarones,
sedimentos y agua superficial en la baya de Ohuira Topolobambo, Sinaloa, se
encontraron concentraciones de plaguicidas como de endosulfan I (10.0-118.5
ng/g), heptacloro (11.0-60.0 ng/g), aldrin (0.95ng/g) y dieldrin (2.06 ng/L/g)
en sedimentos en diferentes periodos de tiempo. En este estudio se menciona
que las concentraciones halladas en camarones y en sedimento son consistentes,
no asi con los encontrados en agua. Esto se puede explicar debido a que los
camarones ingieren cierta cantidad de sedimentos. En otro estudio en
sedimentos de la laguna costera de Jitmazuri, Sinaloa, Gonzélez-Farias et al.
(2002) encontraron concentraciones de endosulfan I, II y sulfato, (0.55 a 6.81
ng/g peso seco). Carvalho et al. (2003) analizaron residuos de plaguicidas en
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sedimentos, agua y biota del sistema de lagos de Ensenada del Pabellon en
Sinaloa, donde se encontraron OC como dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) y
p.p'DDT, y endosulfdn en concentraciones lo suficientemente t6xicas como para
poner en riesgo a la biota como los camarones de la zona, asi mismo, se encontré
clorpirifés en el sedimento. Los autores emitieron una recomendacién para
restringir el uso de endosulfan en la regiéon pues observaron un incremento en
las concentraciones de los sedimentos en las zonas de las descargas agricolas y
en los puntos de drenaje. En el 2011, en una superficie de siembra de diferentes
cultivos en el territorio de Guasave, Sinaloa, se analizaron sedimentos en los
canales de riego y se encontré DDT en concentraciones de 0.001a 0.010, DDD de
0.001 a 0.004, DDE de 0.001 a 0.051 y lindano en 0.001 pg/kg de sedimento.
Todos los valores fueron reportados por debajo de los limites basales
establecidos por la Canadian Environmental Quality Guidelines (CCME 2003),
para la proteccion de la vida acuatica.

En el Golfo de California, en las estaciones cercanas a fuentes de desazolve
agricola, donde el sedimento es muy fino en relacion con las estaciones donde el
sedimento es arena, se encontraron altas concentraciones de 16 tipos de
plaguicidas OF en diferentes matrices como agua, camarones y sedimentos
(Osuna-Flores 2004).

En el sur de México, se han realizado estudios que demuestran la presencia de
plaguicidas en cuerpos de agua, como en el caso de los sistemas lagunares de
Chiapas, en donde se han reportado concentraciones de endosulfan II que van
de 155.02 ng/g a 814.5 ng/ g de sedimento (Botello, et al. 2000; Herndndez et al.
2004). Melgar et al. (2008) analizaron en el sureste de México plantaciones de
banano, su objetivo era observar la posible acumulacién de mancozeb y su
principal metabolito etilentiourea (ETU), asi como Mn y Zn como componentes.
En el canal de sedimentaciéon encontraron bajas concentraciones de ETU en el
sedimento (5.9-13.8 pg/L1) que igualmente excedieron el nivel limite permisible
para agua potable, el plaguicida no se acumula en el sedimento pero si el Mn.
Armenta Arteaga et al. (2003) realizaron un estudio en el lago Mecoacan en el
estado de Tabasco, buscando hidrocarburos policiclicos (PAH), hidrocarburos
aromaéticos (AH), bifenilos policlorados (PCB), plaguicidas persistentes clorados
(PCP) y metales pesados, en muestras tomadas en febrero de 1993 y 1996 a fin
de evaluar la toxicidad de estos compuestos debido a un derrame de petréleo.
El estudio demostr6 la presencia de 2-clorobifenilo y endrin en los sedimentos
de la muestra de 1996, sin embargo las concentraciones no revelaron datos de
alarma toxicolégica. Vidal Martinez et al. (2006) analizaron camarones rosados
Farfantepenaeus duorarum'y el sedimento que consumen en la zona de Campeche,

153



Los Plaguicidas en México: aspectos generales, toxicoldgicos y ambientales

y se encontré una correlacion positiva en las concentraciones biota/sedimento
de DDT, PCB y PAH (2-3 anillos) en agua.

En la zona centro, Fernandez-Bringas et al. (2008) reportaron plaguicidas OC en
sedimentos, en muestras tomadas en noviembre del 2001 y en abril y junio del
2002, y de organismos colectados en julio del 2002 en la zona lacustre de
Metzitlan, Hidalgo, México. El analisis fue realizado con las metodologias
UNEP/IAEA, 1982 para sedimentos y UNEP/FAO/IOC/IAEA, 1986 para
organismos. Los principales plaguicidas encontrados fueron y-HCH, 6-HCH,
p,p’'DDT y sulfato endosulfan, y concluyeron que estos xenobidticos provenian
de tierras agricolas que se mueven hacia rios y lagos, probablemente por la lluvia
intensa. Estos dos tltimos compuestos también se encontraron en tilapias.
Valladolid (2009) reportd, en un estudio realizado en el curso alto del rio Lerma,
la presencia de los plaguicidas HCH (a, 3, yy 6) aldrin, dieldrin, endrin aldehido,
endrin cetona, heptacloro y su epéxido, endosulfan I, endosulfan II, sulfato
endosulfén, p,p’DDD, p,p’DDE, p,p’DDT, clordano y metoxicloro.

Técnicas analiticas para el estudio de plaguicidas en agua

El analisis quimico de plaguicidas considera, por principio, sus propiedades
fisicas y quimicas, asi como el de la matriz en la que se encuentra, es por eso que
se consideran la estructura quimica, el peso molecular, la tendencia a formar
iones, la volatilidad, el coeficiente de reparto (Kow), la solubilidad, la capacidad
de ser sorbidos y el tiempo de vida media como los principales factores para la
seleccion de las técnicas de andlisis. Debido a que las matrices de anélisis pueden
ser muy variadas (agua, suelo, sedimentos, alimentos o fluidos biol6gicos), la
complejidad de los métodos de extraccion o preparacion de las muestras es cada
vez mas sofisticada. Las técnicas méds empleadas para preparar muestras para el
analisis son la extraccién liquido-liquido (ELL), la extraccion en fase solida (EFS),
la cual puede realizarse por medio de cartuchos o membranas con fases
estacionarias especificas o genéricas, o bien, por medio de columnas empacadas
con diversos materiales, como gel de silice, albtimina o florisil. Otra posibilidad
es la microextracciéon en fase sélida (MEFS) y la extraccién multiresidual. La
mayoria de los estudios hacen referencia a los protocolos Environmental
Protection Agency (EPA) para los analisis de laboratorio.

Para el analisis de trazas o microcontaminantes, la metodologia de EFS tiene
ventajas sobre la de ELL. Este procedimiento consiste en hacer pasar una
cantidad conocida de la muestra liquida a través de un adsorbente sélido. El
analito es el tinico componente retenido por la columna mientras que los otros
componentes son eliminados por lavado y el compuesto separado es extraido
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con un disolvente apropiado. Esta técnica tiene la doble ventaja de aislar y
concentrar el analito en cuestion, el factor de enriquecimiento puede ser total
(Gomez et al. 1995).

La EFS se realiza en una pequefia columna que contiene de 100 mg a 1g de
adsorbente a base de gel de silice modificada o de un copolimero (existe una
gran gama para elegir). Este procedimiento es poco costoso y puede ser
automatizado, es generalmente el mas adecuado para compuestos hidréfobos o
apolares, que para sustancias idnicas. La extraccién es rapida, reproducible y
sobre todo selectiva (Rouessac y Rouessac 2003).

La EPA proporciona diferentes protocolos estandarizados para la cuantificaciéon
de plaguicidas, como es el caso de la determinacién de aldicarb, bromadiolona,
carbofurdn, oxamil y metomilo en agua. Los compuestos son analizados por
inyeccion directa sin derivacion por cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS) (EPA, STM D7600-09), con un limite de
deteccion y cuantificaciéon que va de 1a 100 pg/L.

En el método 8270D (SW-846) de la EPA (1998), se presenta el procedimiento
para compuestos organicos semivolatiles que determina alrededor de 60
plaguicidas OF en extractos preparados de varias matrices como suelos, aire y
agua y derivando los acidos fosféricos con trimetilsilil, analizado con
cromatografia de gases acoplada a espectometria de masas (GC-MS). Tiene un
limite de deteccion y cuantificacién de 10 a 1000 pg/L para soluciones acuosas.

En agua superficial y subterrédnea de la provincia de Almeria, Espafia, Martinez
Vidal et al (2004) determinaron mas de 40 plaguicidas (OF y OC), mediante
micro extracciéon en fase sélida (SPME) y analizados con GC-MS/MS. Se
encontré6 con mayor frecuencia endosulfan alfa, sulfato endosulfan y etil
clorpirifés en las aguas subterrdneas y alfa, beta y sulfato endosulfan en aguas
superficiales. El plaguicida encontrado con una mayor concentraciéon fue el
malation.

Actualmente se han desarrollado métodos novedosos para determinar residuos
de mezclas de plaguicidas OF en agua como el descrito por Zhen-Lin et al. (2012),
quienes proponen la combinacion de la extraccion en fase sélida y un
inmunoensayo enzimético quimioluminiscente (dcCL-EIA) para el monitoreo
ambiental antes de cuantificar por GC-MS/MS. Este método reduce costos y
tiempos de analisis.
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En Meéxico se han reproducido y adaptado diferentes métodos para la
determinacién de plaguicidas en sistemas acuaticos, como los que se describen
a continuacion. En estudios realizados por Gémez et al. (1995), se compararon
los dos métodos de extraccion ELL con EFS de plaguicidas OF en agua y
cuantificando por cromatografia de gases (GC). Se encontraron valores
diferentes para los plaguicidas estudiados segin la técnica de extraccién
empleada. El tiempo de retencion para metil paration (MP) fue de 17.34 min
(Ultra 2 ®) y 21.33 min (SGE-1701®); para clorpirifés 18.39 min (Ultra 2 ®) y
21.68 min (SGE-1701®). El limite de deteccion fue de 0.024 y 0.091 ng/pL para
MP y para clorpirifés 0.020 y 0.019 ng/ uL. El porcentaje de recobro fue de 98.5%
para MP con un CV de 7.9%, para clorpirifés 73.9% con un CV de 7.7 %.

Carrasco (2004) determiné MP en agua mediante ELL usando diclorometano
como disolvente y cuantificacion con GC. Se reporté un porcentaje de recobro
de 93.0 %, limite de cuantificacién de 0.46 pg/mL y un limite de deteccién de
0.14 pg/mL.

Gomez (2008) desarroll6 y validé un método analitico para la extraccién en fase
s6lida con cartuchos Cis set pack® y cuantificacion por GC-MS, de una mezcla
de plaguicidas OF en agua (MP, clorpirifés y malation), se reportaron tiempos
de retenciéon para MP de 26.15 min, para clorpirifés 28.24 min y malation 27.90
min. La relacién carga/masa (m/z) determinando los iones de MP fueron de
109, 263 y 247, para clorpirifés 197, 314 y 97 y malation de 127, 158 y 173, la
linealidad del sistema con 12> 0.98 para los tres plaguicidas, con un limite de
cuantificaciéon de 0.61ug/mL para MP, clorpirifés de 0.20 ug/mL y malation de
0.51 ug/mL. Los porcentajes de recobro fueron de 98.42, 97.79 y 95.68 %
respectivamente.

Anilisis de plaguicidas en aire

Se realiz6 un estudio al sur de México, en el se tomaron muestras de aire en una
granja de café localizada a 1300 msnm en Tapachula, Chiapas, en una localidad
rural de Tabasco y en un sitio urbano en Veracruz. En los tres sitios se encontrd
DDT y sus metabolitos p,p’DDT; p,p’DDE. También se encontré endosulfan Iy
toxafeno. La presencia de los plaguicidas sugiere que la trayectoria del aire
transporta los plaguicidas encontrados, se menciona que se estan elaborando
nuevos trabajos en los que se buscaran otros plaguicidas. Los estudios se
realizaron con muestreos cada quincena en aire de agosto del 2000 a junio del
2002 en Tapachula, y de octubre 2002 a agosto del 2003 en Chiapas. Se us6 un
analizador de aire alto volumen, donde 500m? se pasaron a través de un cartucho
de 10 cm de didmetro de poliuretano, posteriormente se extrajeron los filtros por
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medio de una extracciéon Soxhlet tinica de 16 horas empleando éter de petrdleo
como disolvente, después se fortificaron y concentraron los extractos, se
limpiaron pasdndolos por una columna de oxido de aluminio y luego se
derivatizaron para ser analizados por GC-MS/MS, empleando 13Cio-PCB15
como estandar interno adicionado justo antes del analisis.

Fueron reportadas concentraciones de 202 a 2021 pg/m?3 de p,p’DDT + p,p’'DDE
en el aire del sureste de México, contra 3.6 a 670 pg/m?3 en el sureste de Estados
Unidos, endosulfan I de 78 a 367 pg/m3 contra 13 a 220 pg/m?3 encontrados en
los grandes lagos de este dltimo pais, de 10 a 130 pg/m3 en el sureste también
del mismo. En Chiapas, México, s6lo fue encontrado toxafeno de 65 a 505 pg/m?3
contra 81 a 1400 pg/m?3 en el sureste de Estados Unidos, dieldrin de 0.6 a 15
pg/m3 contra 19 a 38 pg/m?3 en el sureste del mismo pais. Algunos clordanos se
reportaron en concentraciones de 7.3 a 190 pg/m?3 contra 59 a 400 pg/m3 en el
sureste de Estados Unidos, y HCH de 11 a 76 pg/m?3 contra 30 a 135 pg/m3
también en el sureste de dicho pais, en todos los casos los valores encontrados
en Chiapas, México, fueron los mayores disminuyendo a la mitad en los
muestreos del 2000-2001 a 2001-2003 (Alegria et al. 2005).

Otro tipo de estudios hablan sobre el uso de plaguicidas intramuros, los cuales
han concluido que el uso de insecticidas en casa puede ser dafiino para la salud
y su exposicion puede producir obstruccién de las vias respiratorias y sintomas
clinicos como irritacion, en especial con los derivados quimicos inorganicos
(Rico Méndez et al. 2000).

Finalmente, otro tipo de informacién que preocupa son las noticias de la
incineracion de plaguicidas caducos en varios paises de América Latina y Africa,
dado que todos los tipos de incineradores liberan residuos peligrosos, ya sea
gases de chimenea, o bien, cenizas que pueden contener metales pesados y
productos de combustiéon incompleta, formandose de manera involuntaria
nuevos compuestos organicos persistentes (COP), como dioxinas y furanos. De
acuerdo con la EPA, los incineradores de residuos peligrosos liberan miles de
productos de combustion incompleta (PCI) durante el proceso de incineracién.
Estas particulas son emitidas en los gases de chimenea y también depositadas
en las cenizas residuales y liquidos de los incineradores de residuos peligrosos
(Bejarano, 2012).

Segun un informe de marzo de 2004, hay mas de 25 proyectos de eliminacion de
plaguicidas caducos, muchos de ellos son COP. En el afio 2001, CropLife declaré
haber contribuido a la destruccion de 3,000 toneladas de plaguicidas obsoletos,
incluidas 800 toneladas de plaguicidas COP. Para marzo de 2004 la cifra ya habia

157



Los Plaguicidas en México: aspectos generales, toxicoldgicos y ambientales

superado las 3,400 toneladas de plaguicidas obsoletos en los paises en
desarrollo. La destruccion se realizo basicamente por incineracion,
especialmente en Africa. En América Latina por ejemplo, en el afio 2000 fueron
incineradas en Brasil 1,200 toneladas de plaguicidas obsoletos mediante un
proyecto conjunto entre la industria y el gobierno de ese pais (Bejarano 2012). La
preocupacion no reside en la destruccion de los plaguicidas sino en la conexion
entre el contenido de cloro de los residuos y la formacién de dioxinas en la
incineracion (Bejarano 2012).

Consideraciones finales

Algunas de las consideraciones importantes para los analisis de plaguicidas son
la limpieza exhaustiva de los materiales, la pureza de los disolventes, la toma de
muestra y transportacion de la misma. Se debe considerar, para las condiciones
de almacenamiento, que muchos de los plaguicidas OF y carbamicos, tienen un
tiempo de vida media muy corta y que algunos son labiles a la luz, por lo que es
esencial determinar la estabilidad de la muestra, en tiempo, temperatura y tipo
de reservorios que se empleen. Las técnicas analiticas mas empleadas para las
determinaciones son la espectroscopia de radiacion infrarroja y ultravioleta, GC
o ELL empleando detectores variados, incluyendo la MS y resonancia magnética
nuclear (RMN). Empleando eventualmente derivatizacién quimica de analitos
polares para producir derivados térmicamente estables, no polares adecuados
para la separacion de GC seguido por detecciéon de GC-MS/MS. El N-metil-N-
(tert-butildimetilsilil)-trifluoroacetamide (MTBSTFA) es un excelente agente
derivatizante, también suele emplearse trimetilsilil. En México existen pocos
laboratorios con la infraestructura apropiada para realizar las derivaciones y la
cuantificacion de este tipo de compuestos con la alta sensibilidad, pues se
requieren para evaluar los riesgos a la salud de los ecosistemas y del ser humano.
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CAPITULO 9
PRODUCCION FLORICOLA Y EL USO DE PLAGUICIDAS EN
COMUNIDADES RURALES DEL MUNICIPIO DE ZINACANTAN,
CHIAPAS

Héctor Ulises Bernardino-Hernandez!, Ramoén Mariaca-Méndez!, Austreberta
Nazar-Beutelspacher?!, José David Alvarez-Solis!, Arturo Torres-Dosal! y
Crispin Herrera-Portugal?

Introduccion

La agricultura de los paises latinoamericanos ha recibido constantemente
innovaciones tecnolégicas de los paises mas desarrollados que promueven la
artificializaciéon de los ecosistemas (Pengue 2005), dichas innovaciones tienen
relacién con las tecnologias de manejo y, sobre todo, con el uso de insumos
externos conocidos como agroquimicos (fertilizantes y plaguicidas) que tienden
a mantener e incrementar la productividad agricola.

Meéxico no ha sido la excepcién a este fenémeno de modernizacién del campo.
La adopcién del paquete tecnolégico conocido como Revolucién Verde
(Pichardo 2006), ha provocado un proceso hegemoénico que ha influido
sustancialmente en la presion del cambio tecnolégico de la agricultura que
practican los diferentes tipos productores, inicialmente los mas beneficiados
fueron los grandes agricultores altamente capitalizados (Kloppenburg et al.
1988), sin embargo, dicho proceso ha permeado hasta los pequenos productores
de bajos recursos econémicos y de subsistencia, cuyas tierras se encuentran en
condiciones topograficas adversas. Para estos tltimos, pese que atin mantienen
formas y sistemas agricolas tradicionales, sus actuales practicas agricolas son
diferentes a las empleadas hace algunas décadas, ya que los conocimientos y
tecnologias tradicionales han sido gradualmente sustituidos por las tecnologias
de produccién convencionales (Barg y Armand 2007).

En la region de los altos de Chiapas, México, desde hace varias décadas se han
impulsado actividades agricolas con una alta dependencia a los agroquimicos
(Tinoco 2005). Por esto, el presente trabajo aporta elementos para el andlisis de
la situacion actual del uso de plaguicidas en la floricultura de comunidades
indigenas tzotziles del municipio de Zinacantan, Chiapas.

1 El Colegio de La Frontera Sur, Unidad San Cristébal. Carretera Panamericana y Periférico Sur s/n, San
Crist6bal de Las Casas, Chiapas, México. C. P. 29290.
2 Universidad Auténoma de Chiapas.
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Este trabajo contribuye, en primera instancia, en hacer una revisién histérica del
desarrollo de la floricultura en el municipio de Zinacantan; posteriormente se
describird el actual sistema de produccién floricola de la regién; en ambos
apartados, se hace énfasis en las principales flores cultivadas, los problemas de
plagas y enfermedades asi como el uso de plaguicidas; finalmente se analiza la
percepcién que tienen los campesinos sobre el futuro de su sistema agricola.
Para conocer la situacién actual de la floricultura en Zinacantén se aplicaron 149
encuestas estructuradas entre los meses de mayo y junio del 2011, en las
comunidades rurales de Pinar Salinas (1796 msnm), Patosil (2358 msnm),
Bochobjo (2465 msnm), Tzajalnam (2333 msnm), y su cabecera municipal (2145
msnm) (INEGI 2010) (Figura 9.1).

Microrregion
Floricola

Figura 9.1. Ubicacion de la zona de estudio en Zinacantan, Chiapas, México.
Antecedentes del desarrollo de la floricultura en Zinacantan, Chiapas

La cultura de los pobladores de Zinacantan ha mantenido patrones tradicionales
de actividad y de creencias que estan fuertemente acompafiados de un sistema
de simbolos que relaciona el uso de flores, de tal manera que el campesino
zinacanteco siembre sus propias flores para cubrir estas necesidades (Bunnin
1980). Sin embargo, esta actividad agricola ha sufrido fuertes cambios a través
de las ultimas décadas, dichos cambios son resultado de la expresion de un
proceso histérico-social, ecolégico y técnico (Diaz et al. 1998). Al respecto, se
pueden apreciar tres etapas bien definidas de la floricultura zinacanteca:

Etapa inicial. La floricultura nace con siete campesinos en la comunidad de

Nachig en la década de 1940, para 1949 se incorporan tres productores de la
comunidad de Navenchaug y para 1956 practicamente todo el paraje se dedicaba
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a esta actividad. Durante esta etapa, la floricultura constituyo una actividad
complementaria a la milpa. La siembra de flores se realizaba entre los surcos
limitados por los de maiz (Zea mays) y como relevo del mismo cultivo, es decir,
se rotaba el cultivo de maiz con el de las flores. La floricultura era a cielo abierto
y las herramientas empleadas eran las mismas que se utilizaban para el maiz.
Durante esta etapa no hay reportes de plagas, enfermedades ni agroquimicos, lo
anterior, debido a que las condiciones naturales atn no se habian alterado. La
fertilizacién se realizaba de manera natural a través de la utilizacion de estiércol
de oveja por algunos campesinos. Los cultivos principales fueron el cartucho
(Zantedeschia aethiopica), azucena (Lilium spp.), dalia (Dhalia spp.), geranio
(Pelargonium spp.) y gladiola (Gladiolus spp.). Las primeras especies crecian de
manera silvestre, por lo que su cultivo no requeria demasiada inversién de
trabajo (Bunnin 1980).

Etapa de expansion. Se presenta entre 1970 y 1980 la influencia de los
conocimientos asociados al uso de agroquimicos aplicados a la produccion de
maiz, lo que permiti6 la extensién de la floricultura y la gradual incorporacién a
esta actividad de campesinos de los parajes de Patosil, Bochobj6, Salinas y de la
cabecera municipal. Las especies que se introdujeron en la regién durante esta
etapa fueron la margarita (Chrysanthemun leaucanthemum) y el clavel (Dianthus
caryophyllus), especies que empezaron a competir con las silvestres. Los
principales agroquimicos utilizados para esta etapa se relacionan con los
fertilizantes quimicos utilizados en el cultivo de maiz: urea, superfosfato simple,
triple superfosfato y triple 17. No estd documentada la diversidad de
plaguicidas, sin embargo, podemos suponer que los campesinos zinacantecos
trasladaron su experiencia de aplicacion de insumos externos del cultivo de maiz
a las parcelas floricolas. El uso de herbicidas probablemente fue una practica
para el control de malezas, ademds, implicé la utilizacion de nuevas
herramientas de trabajo como la bomba aspersora.

Etapa de proliferacion de la floricultura. La modernizacién de la floricultura se
desencadena en la comunidad de San Nicolds con la construccién del primer
invernadero en la década de 1980 y la introduccién del cultivo de crisantemo
(Diaz 1998). Para 1994, existian 782 unidades de produccién sobre una superficie
de 20.86 hectéreas, concentrandose aproximadamente el 70% de estas unidades
de produccién en tres localidades: Patosil, Nachig y la cabecera municipal. Para
1998 se estimaba la existencia de 1336 invernaderos en una superficie de 89
hectareas (Cantoral 2001) y para el 2006 la regiéon contaba con méas de 1500
invernaderos (Jerénimo 2007). Esta etapa se caracterizé principalmente por el
cultivo de crisantemo (Chysanthemum spp.) en sus diferentes variedades y
nombres locales (pompon, estandar, spider, polar, indianapolis, tejano, palillo,
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oro, polaris; cayetano, holandesa, bola de nieve), seguido de la rosa y algunas de
sus variedades (Rosa spp.), margaritas (Chrysanthemun leaucanthemum), clavel
(Dianthus caryophyllus), gladiolo (Gladiolus spp.), nube (Gypsophila paniculata), y
en menor importancia, el agapando (Agapanthus umbellatus) y alcatraz
(Zantedeschia aethiopica L.). A finales de esta etapa, se introdujeron el solidago
(Solidago x hybrida) y aster (Aster spp.) como flores de relleno (Jeré6nimo-Cipriano
2007).

Los problemas reportados fueron el ataque de insectos (arafia roja: Tetranychus
urticae, el minador de la hoja: Lyriomiza trifolii y el trips: Thrips spp.) y diversos
problemas de origen fangico (tizon, pudricion del tallo, marchitez, manchas
foliares y mds recientemente la cenicilla, roya, moho gris, mancha negra y
chancros de los tallos). Durante esta etapa, todas las especies fueron cultivadas
mediante un paquete tecnolégico conformado por una variedad de fertilizantes
y plaguicidas. Con respecto a los fertilizantes, a finales de la década de 1990, se
incorporaron los fertilizantes foliares (cloruro de potasio) y reguladores del
crecimiento, mientras que los plaguicidas utilizados habian sido el paratiéon
metilico, metamidofos, aldicarb, tiram, omeotato, pirimicarb, mancozeb, fosetil-
Al, sulfato de cobre, iprodione, benomilo, deltametrina, clorpirifés etil,
triadimefén, bupirimate, y la bifentrina. Este altimo, fue un insecticida de moda
para el control de la arafia roja (Diaz 1998; Cantoral 2001).

Como se puede apreciar, la fertilizaciéon natural se dejo de utilizar muy
rapidamente y de la misma manera se difundi6 el uso de agroquimicos a la
region. Hasta la década de 1940 para el territorio mexicano, especificamente del
Valle de Mexicali, se usaban abonos naturales y compuestos inorgéanicos como
el arseniato de plomo, arsénico blanco y verde de Paris, para el control de plagas
en el cultivo de algodoén (Gossypium spp.) (Moreno y Lépez 2005). Sin embargo,
la introduccion del paquete tecnolégico de la Revolucién Verde en el territorio
mexicano se presenté muy fuerte en los estados del norte y, gradualmente, fue
avanzando hacia los estados del centro y sureste mexicano. El caso del Valle de
Mexicali, se detona con el desarrollo agricola de la region entre 1940 y 1960. Se
usaron diversos productos, principalmente, organoclorados (OC) como el
dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) més toxafeno y azufre; posteriormente, en
1954, se introdujeron en la region los organofosforados (OF) como el Paratiéon
etilico y malation y el carbamato carbaril. Para 1969, se report6 el uso frecuente
de 12 OC (Azodrin, BHC, bildrin, dieldrin, DDT, endrin, perthane, sevin,
thiodan, toxafeno, clordano y sevin), 7 OF (carbicron, dipterex, gusation,
malatién, paration metilico y fosdrin) y un nitrofenol (acaricida). Para la década
de 1980 se siguieron utilizando OC, OF, carbamatos y se introduce el uso de
piretrinas y piretroides (Moreno y Loépez 2005).
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En el caso de Morelos, la introduccién se presenta a mediados de la década de
1950 y principios de la década de 1960 (Sanchez y Betanzos 2006), mientras que
para Chiapas, este fenémeno se presenté a mediados de la década de 1960,
mediante un programa de asistencia técnica y campafia intensiva de promocién
de estos insumos por parte de la Secretaria de Agricultura y Recursos
Hidraulicos y apoyos a través de créditos bancarios (principalmente el Banco
Nacional de Crédito Rural- BANRURAL) (Tinoc 2005).

El mismo fenémeno de difusién de OC y, posteriormente, de OF, se observé en
algunos paises latinoamericanos como Venezuela y Pert a mediados de la
década de 1950 (Isea et al. 2009; Montoro et al. 2009). Para el caso de Colombia,
la floricultura surgi6 en la década de 1960 como una actividad de exportacion.
El crecimiento de esta actividad ha sido muy répido a partir del enfoque
agroquimico, llegando a ser el segundo lugar de exportaciéon de flores de corte,
sin embargo, para su produccién se emplean una diversidad de plaguicidas de
todas las categorias, predominando los pertenecientes a la CT I y Il y al grupo
de los ditiocarbamatos, OC y en menor proporcion los OF (Varona et al. 2005).
En general, para América Latina la demanda de plaguicidas se ha incrementado,
elevandose de una tasa anual del 8.4% en 1970, al 36% en 1980; Argentina, Brasil,
Paraguay y Uruguay han sido los paises con un creciente consumo de
plaguicidas, principalmente del grupo de los herbicidas (Pengue 2005).

El presente de la floricultura zinacanteca

En el 2011 se identificaron, principalmente, cultivos de especies de flores de la
familia Asteraceae. Aproximadamente el 74.5% de los usuarios siembran
diferentes variedades de crisantemo (pompoén, holandesa, galletano, palillo,
polar, tejana, moreliana, codorniz, leonora, flamingo), margarita, aster y dalia;
el 19.4% cultiva diversas variedades de especies de la familia Rosaceae, es
importante resaltar que el cultivo de esta ultima familia se encuentra en los
invernaderos con las mejores condiciones de infraestructura de la region;
mientras que el 3.4% de los floricultores reportaron la siembra de especies de la
familia Caryophyllaceae (clavel, nube) Amariliddceae (agapando) y Alstroemeriaceae
(astromelia).

Los principales problemas son el ataque de diversos insectos, principalmente el
trips (64.4%), la arafia roja (49.0%), diversos gusanos que atacan la raiz, el tallo y
las hojas (40.3%), el pulgon (12.8%; Myzus persicae), la mosquita blanca (25.5%)
Trialeurodes vaporariorum), mientras que solamente un 7.4% de los floricultores
mencionaron el ataque de moluscos, hormigas y ciempiés. En el grupo de las
enfermedades de origen fiingico, en orden de importancia, estan la roya (45.0%),
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la pudricion de la planta (raiz, tallo, hojas; 41.6%), cenicilla (30.9%) y un grupo
de signos de dafio en la planta como el amarillamiento, deformacién, desecaciéon
y caida de hojas y/o flores (10.7%); mientras que un 12.8% de los usuarios
consideraron un problema el crecimiento de malas hierbas en sus parcelas.

Para enfrentar estos problemas los productores utilizan diversos tipos de
plaguicidas. Al respecto, se identificaron 45 ingredientes activos, predominando
los fungicidas e insecticidas (44.4% y 42.2%, respectivamente) y en menor
medida los herbicidas (11.1%) y bactericidas (2.2%) (Tabla 9.1). El patréon de uso
de plaguicidas es parecido al reportado por Gonzalez-Arias et al. (2010) en veinte
cabeceras municipales para Nayarit, México.

Tabla 9.1. Plaguicidas por tipo y categoria toxicolégica (CT) utilizados en el sistema
de produccion floricola de Zinacantan, Chiapas, México.

Tipo de plaguicida CT1I CTII CT III CT IV Total
Insecticida 6 6 4 3 19
Herbicida 1 2 2 5
Fungicida 3 17 20
Bactericida 1 1
Total: 6 7 9 24 45

Fuente: Trabajo de campo (2011); INE (2004).

Se identific6 el uso muy frecuente de insecticidas dela CT Iy II (13.0% para cada
CT respectivamente). Para la CI' I predominan los ingredientes activos
pertenecientes al grupo de los OF, sin embargo, la abamectina que pertenece al
grupo de las pentaciclinas es el insecticida de moda para el control de arafia roja
y trips (Tabla 9.2). Con respecto a la CT II, destacan los ingredientes activos del
grupo de los carbamatos, bipiridilos (paraquat), OF y OC (endosulfan). Para la
CT III destaca el insecticida spinosad (sin clasificacién por el INE, 2004) y el
fungicida myclobutanil (triazol). Los fungicidas predominan enla CT IV, donde
el mancozeb (ditiocarbamato) y el triforine (piperazina) son los mds
frecuentemente empleados (Tabla 9.2).

De acuerdo con los reportes histéricos (Diaz et al. 1998; Cantoral 2001), desde la
década de 1980 diversas instituciones han proporcionado asesoria técnica y
financiamiento a los productores floricolas de Zinacantan, como el Instituto
Nacional Indigenista INI), la Secretaria de Agricultura y Ganaderia del Estado
de Chiapas, el Banco de Crédito Rural del Istmo (BANRURAL), el Fondo
Nacional de Empresas de Solidaridad (FONAES) y el Fideicomiso Instituido en
Relacién a la Agricultura (FIRA), principalmente. Todas estas instituciones han
participado en la asesoria y financiamiento sobre el manejo de cultivos
(principalmente el crisantemo), la construcciéon de infraestructura, dotacién y
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manejo de insumos para el control de plagas y enfermedades, asi como de
fertilizantes; sin embargo, ninguna institucién ha otorgado una asesoria que
incluya el manejo integral de la floricultura.

Tabla 9.2. Plaguicidas por clasificacién y Categoria Toxicolégica (CT) utilizados en
el sistema de produccion floricola de Zinacantan, Chiapas, México.

Categoria de plaguicida CTI CTII CT III CT1V
Alcoil fosfosnato Fosetil-Al
Antibiético Oxitetraciclina
Aromatico policlorado Clorotalonil* (+ cimoxanil)
Benzimidazol Tiabendazol Carbendazim,

Tebuconazole
Benzoilurea Lufenoxuron
Bipiridilo Paraquat*
Carbamato Metomﬂ?’ Propamocarb clorhidrato
carbofuran
Carbamato + imidazol Propamocarb clorhidrato +
Fenamidona
Carboxamida Captan
Ciclohexanodiona Clethodim
Clorobenceno Quintozeno*
Clorofenoxi 2-4D
Ditiocarbamato Mancozeb
Estrobilurina Trifloxystrobin
Fosfonometilglicina Clifosato
(fosfosnato)
Inorganico Azufre elemental
Metoximinoacetato de . .
o Kresoxim metil

estrobilurina
Nitroanilina Dicloran
Organoclorado Endosulfan

Metamidofos*

Para/t'lon Metoato,
Organofosforado metilico, cadusafos, clorpirifos etil

terbufos, .

etoprofos, isazofos

monocrot6fos
Pentaciclina Abamectina
Piperazina Triforine

Deltametrin,
Piretroide Lambda
cyhalotrina

Plrlmlqma. . Azoxistrobin
(estrobilurina+triazol)
Tiocarbamato Tiofanato-Metilico
Triazina Cyromacina
Triazina Atrazina
Triazol Myclobutanil Flutriafol
Triazol + anilinopirimidina Propiconazol
Sin clasificacién Spinozad Mandipropamida

*Uso restringido segiin COFEPRIS (2011). Fuente: Trabajo de campo (2011); INE (2004).
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Lo anterior se hace evidente en la situaciéon actual de los floricultores. Aquellos
que se han organizado y cuentan con las posibilidades econémicas, han buscado
asesoria técnica y financiera para el manejo agroquimico de sus cultivos, pero la
gran mayoria de los productores mantiene un patrén de trabajo individual y no
recibe ningtn tipo de asistencia técnica por personal calificado. La eleccién del
tipo de plaguicida a usar estd en funcion de su capacidad econdmica, la
experiencia previa y las recomendaciones de familiares, amigos y
principalmente del personal de los establecimientos comerciales que ofertan los
insumos, esto ultimo, es similar con lo reportado por Ruiz et al. (2011) en el
cultivo de tomate en Cintalapa, Chiapas, México.

De acuerdo con lo anterior, la solicitud de insumos quimicos para garantizar y
sostener la rentabilidad de sus sistemas de produccién, asi como la
correspondiente asistencia técnica gubernamental en su manejo es generalizada
entre los campesinos. Cabe sefalar que no se refiere a un manejo seguro de los
plaguicidas, sino a las dosis e ingredientes activos que garanticen una mayor
eficiencia en el control de los problemas.

La visién campesina se ha limitado a los resultados que ofrecen los insumos
externos, es decir, los que garantizan el retorno de la inversién y la obtencion de
ganancias para sostener a su familia. A pesar del uso frecuente de estos insumos,
los campesinos han calculado pérdidas de entre el 30 y 40% de su produccion
atribuyéndolas, principalmente, al dafio ocasionado por las plagas y
enfermedades. Sin embargo, no consideran la relacién entre la suficiente
fertilidad de los suelos con una adecuada nutricién vegetal, mencionando que
el suelo no tiene importancia, simplemente es el lugar donde se fija la planta, lo
importante son los fertilizantes que se aplican, ya que son para ellos, el principal
factor de crecimiento de la planta. La fertilizacion se ha basado en la observacién
empirica de los rendimientos obtenidos de los cultivos por parte de los
campesinos y la aplicacién de fertilizantes se ha realizado sin un diagndstico
previo (andlisis de suelos y requerimientos nutrimentales de los cultivos). El
manejo inadecuado de fertilizantes sintéticos causa alteraciones negativas en las
actividades fisiolégicas de la planta y como consecuencia, alteraciones en el
rendimiento (Mehdi et al. 2001).

Con respecto a los plaguicidas, los floricultores zinacantecos consideran a estos
productos como medicinas, como una solucién a los problemas que presentan
sus cultivos. Esta percepcion se explica desde el significado en la lengua tzotzil
el concepto de plaguicida que esté relacionado con dos vocablos de su lengua:
la palabra pox tiene diversos significados, por un lado, es la denominacién de
una bebida alcohélica tradicional fabricada a partir de maiz o cafia de aztcar, y
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por el otro, se refiere a la denominacién de un remedio o medicina para curar
las enfermedades, e incluso, también la misma palabra se puede referir a un
veneno. Por lo tanto, el concepto de plaguicida se forma por la interacciéon de
estos vocablos: pox nichim o poxil nichim, que seria el remedio o la medicina para
curar las enfermedades de la flor, o en su caso, el veneno para las flores. Esta
misma percepcion se da entre los campesinos de la region de los altos de
Morelos, México (Betanzos 2007; Sénchez y Betanzos 2006).

De esta manera, un plaguicida sirve para curar las enfermedades de la planta, o
bien, para matar a los insectos que estan provocando el dafio. Con este término
los floricultores tzotziles reconocen que son productos téxicos para las plagas y
enfermedades, pero también consideran que son peligrosos para su salud y el
ambiente, sin embargo, dependen de su uso para garantizar su produccién y
desconocen otras alternativas para enfrentar a las plagas y enfermedades. Esta
misma percepcion de dependencia hacia los plaguicidas es reportada entre los
campesinos de Carchi, Ecuador (Sherwood et al. 2007).

Es importante sefhalar que se observé un uso frecuente de varios ingredientes
activos prohibidos, restringidos o eliminados en Estados Unidos, de los cuales
destacan: el metamidofos (OF, CT 1), el paraquat (bipiridilo, CT II), el 2,4-D
(clorofenoxi, CT III) y el endosulfan (OC, CT II). Ademés de lo anterior, el
paraquat forma parte de la llamada docena sucia, que en mas de 80 paises lo han
prohibido, cancelado el registro o restringido severamente (Madeley 2003) tal es
el caso de Ecuador, Colombia y Costa Rica, en donde ya se prohibe su
importaciéon y uso (ILA 2006). A diferencia de México, donde atin se utilizan, y
solamente algunos de ellos son considerados de uso restringido, como el
metamidofos, paraquat, el clorotalonil (aromatico policlorado, CT III) y el
quintozeno (clorobenceno, CT IV) (COFEPRIS 2011), ademdas de que se
comercializan libremente y sin control.

El uso de una gran diversidad de fungicidas de la CT IV, probablemente esta
asociado a la resistencia que han desarrollado las diferentes cepas de hongos a
los diversos productos (Sherwood et al. 2002; Ponce-Gonzalez et al. 2002), por lo
que los campesinos los utilizan para controlar y prevenir las enfermedades de
origen fangico, ademads, el material vegetativo que se utiliza se adquiere sin
ninguna norma fitosanitaria y los suelos estan altamente contaminados debido
al uso intensivo que se les ha dado durante periodos prolongados de tiempo
(Ancurio 2010).

Cuando se altera el equilibrio natural de los suelos con la frecuente aplicacion
de fertilizantes minerales sintéticos, se provoca un desequilibrio fisiolégico de
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los vegetales que se evidencia en ataques de enfermedades y plagas, como
consecuencia, se requiere de la aplicacion de distintos plaguicidas. Estos
productos provocan nuevas destrucciones y mas desequilibrios, por lo que el
productor busca otros productos maés eficaces repitiendo el circulo vicioso (Barg
y Armand 2007).

De acuerdo con lo anterior, el futuro de la floricultura zinacanteca no es
alentador. La existencia de una enorme brecha entre los factores basicos
(recursos naturales y mano de obra) y los factores avanzados (conocimientos,
informacién y tecnologia) (Orozco y Mendoza 2003), impiden el desarrollo de
un modelo floricola que satisfaga la calidad de los productos que demandan los
mercados locales y regionales, y se garantice el cuidado del ambiente y la salud
de los productores y del ptblico consumidor.

En la region de los altos de Chiapas no hay estudios que relacionen el dafio a la
salud con el uso de plaguicidas, sin embargo, de la totalidad de casos de
intoxicacion por plaguicidas en México durante el periodo de 1990 a 2010 (88 027
casos), Chiapas ocupa el sexto lugar con el 5.6% de los casos, por arriba de los
principales estados productores de flores (Morelos, Puebla y Estado de México,
con el 49%, 3.5% y 3.1%, respectivamente) solamente superado por Michoacan
con el 6.0%. Sin embargo, si consideramos los casos durante el periodo de 2000
a 2010 (40 402 casos), Chiapas ocupa el segundo lugar con el 7.0% de los casos,
superando nuevamente a Michoacén, Puebla, Estado de México y Morelos
(4.6%,4.1%,3.8% y 3.4%) (Secretaria de Salud 2010). Lo anterior es preocupante
ya que se ha observado en Chiapas una tendencia hacia el aumento de casos de
intoxicacioén por plaguicidas con respecto al resto del pais, ademads, varios de los
ingredientes activos que se identificaron en Zinacantan, han sido asociados con
dafio genotoxico en campesinos de Morelos y Sinaloa (Martinez-Valenzuela et
al. 2009), por lo tanto, se puede suponer que la salud de los usuarios se encuentra
en alto riesgo.

Finalmente, debemos mencionar que es urgente y necesario que los diferentes
actores sociales relacionados con la floricultura, se involucren en un cambio
hacia un modelo floricola de bajos insumos (Sherwood et al. 2002), basandose no
solamente en la capacitacion sobre el buen uso y manejo de plaguicidas, sino
considerar la difusiéon de alternativas agroecolégicas que disminuyan
gradualmente el uso de estos insumos (Yong y Leyva 2010).
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Consideraciones finales

Existe una incertidumbre entre los campesinos para garantizar la sostenibilidad
de su sistema floricola a mediano y largo plazo, debido a la diversidad de
problemas y la dependencia hacia los plaguicidas. En este estudio se
identificaron 46 ingredientes activos de distintas categorias toxicolédgicas,
algunos de ellos prohibidos en otros paises y restringidos en México, y que se
estan utilizando desde hace més de cuatro décadas sin control, lo que
representan un serio riesgo a la salud publica y el ambiente. Es prioritario iniciar
con programas de manejo seguro de plaguicidas y el impulso de alternativas
agroecoldgicas que promuevan la reconversién de este sistema convencional a
un sistema de bajos insumos e incluso, sustentable, aprovechando la disposicion
de algunos campesinos con la iniciativa para experimentar con alternativas
organicas de fertilizacion y manejo de plagas y enfermedades.
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CAPITULO 10
TRANSFORMACION ENZIMATICA DE PLAGUICIDAS

Lucia Perezgasga, Cristina Torres-Duarte y Rafael Vazquez-Duhalt
Introduccién

El aumento constante de la poblacion a nivel mundial, la demanda de una mayor
cantidad de alimentos, asi como el decremento en el drea utilizable para las
actividades agropecuarias, ocasionada por la desertificacion y el crecimiento
urbano, entre otras causas, han traido como consecuencia el desarrollo de
tecnologias que logran una mayor eficacia en la obtenciéon de insumos,
provocando con ello un impacto negativo en el ambiente. Los plaguicidas
causan numerosos problemas, entre los que destacan su acumulacion y
persistencia en el ambiente, ademés del riesgo que representan para la salud
humana. Aunado a esto, las plagas van generando resistencia, y para
combatirlas, cada vez se requiere de sustancias quimicas mas sofisticadas y
dificiles de degradar.

Un plaguicida se define como cualquier sustancia o mezcla de sustancias que se
destina a controlar cualquier plaga, incluidos los vectores causantes de
enfermedades humanas y animales, asi como especies no deseadas que un
causen perjuicio o que interfieran con la produccién agropecuaria y forestal
(SEMARNAP e INE 1996). Desde el punto de vista toxicolégico, las
formulaciones de plaguicidas, ademés del principio activo, incluyen sustancias
transportadoras, diluyentes como el agua o solventes organicos, aditivos e
impurezas, que son por si mismos potencialmente téxicos.

La industria de los plaguicidas tuvo su auge después de la Segunda Guerra
Mundial, debido al descubrimiento de las propiedades insecticidas del dicloro-
difenil-tricloroetano (DDT), molécula sintetizada por el quimico alemén Othmar
Zeidler en 1874. Es un compuesto organoclorado (OC) recalcitrante y
sumamente toxico. A partir de 1939, el DDT se utiliz6 en forma masiva para
combatir a los insectos transmisores del tifus y de la malaria. Para la década de
1970 se prohibi6 su uso tras demostrarse los efectos negativos que ejercen sobre
diferentes especies, incluyendo la humana.

Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional
Auténoma de México. Av. Universidad 2001, col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México. C.P. 62510.
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El uso indiscriminado de los plaguicidas ha ido acompafiado de efectos adversos
debido a su persistencia en el ambiente, su bioacumulacién en la cadena
alimenticia y los riesgos que representan para las especies no blanco. Aunque la
mayoria de los nuevos plaguicidas son menos persistentes y bioacumulables,
algunos son mas moéviles en el ambiente. Se calcula que sélo el 5% de los
plaguicidas atacan a su organismo blanco; el resto es arrastrado al agua o se
disipa en el suelo o aire (Davila-Vazquez et al. 2005). Muchos de los plaguicidas
utilizados en el suelo pueden terminar contaminando ambientes acuéticos, ya
que se han encontrado rastros de plaguicidas en lluvia, niebla y nieve (Atterby
et al. 2002).

De acuerdo al organismo sobre el que acttan, los plaguicidas se pueden
clasificar en: insecticidas, herbicidas, acaricidas, rodenticidas, fungicidas, etc., o
bien, por el ingrediente activo que contienen (SEMARNAP e INE 1996). En
general, se tiende a hacer una clasificacion combinando ambos criterios (Ferrer

2003).

Todos los plaguicidas, tanto los organofosforados (OF), los carbamatos, los
piretroides y los OC, tienen diferentes efectos adversos para la salud, como
problemas respiratorios, desérdenes en la memoria, dafios dermatolégicos,
cancer, depresién, déficit neurolégico, abortos y defectos de nacimiento
(McCauley et al. 2006). La exposicién constante a cantidades pequefias de
plaguicidas OC u OF puede ocasionar dafios graves en el metabolismo de los
carbohidratos. El estrés oxidativo es también una consecuencia de la
intoxicacion por este tipo de plaguicidas (Karami-Mohajeri y Abdollahi 2011).
En particular, los plaguicidas OF son neurotdxicos y tienen la misma naturaleza
quimica que las armas de este tipo (Kamel y Hoppin 2004). Estos plaguicidas
son de vida corta en el ambiente y de accion rapida sobre el organismo blanco.
Primero afectan el sistema nervioso al inhibir la enzima acetilcolinesterasa, cuya
funcion principal es el rompimiento del neurotransmisor acetilcolina. Al
acumularse este metabolito, se incrementa la transmisién de los impulsos
nerviosos lo que lleva a la falla general del sistema nervioso (Jauregui et al. 2003).

Segun estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cada afio se
intoxican con plaguicidas tres millones de personas (la mayoria con plaguicidas
OF) (Theriot y Grunden 2011). Al menos el 50% de los intoxicados y el 75% de
los que fallecen son trabajadores agricolas, el resto se debe a envenenamientos
por consumo de alimentos contaminados. En total se calculan 220 mil
defunciones por afio a causa de los plaguicidas (Eddleston et al. 2002; OMS 1990).
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En México, el Sistema Nacional de Salud report6 5,642 casos de intoxicacién por
plaguicidas en 1999, y en 2001 el Centro Mexicano para la Clasificacién de
Enfermedades (CEMECE) registr6 325 defunciones por la misma causa, de ellas
191 (60%) fueron autoinfligidas (Rodriguez-Pimentel et al. 2005). Es importante
hacer notar que estas cifras estan por debajo de la realidad, ya que se pueden
esperar muchos mas casos de intoxicacion en el medio rural, donde los casos de
intoxicacién no son tratados en centros de salud y por lo tanto quedan fuera de
las estadisticas.

En la Republica Mexicana se utiliza el 60% de los 22 plaguicidas clasificados
como perjudiciales para la salud y el ambiente, 42% de los cuales se fabrican en
el pais. Asimismo, se emplean 30 plaguicidas de los 90 que han sido prohibidos
o restringidos en Estados Unidos (Martinez-Valenzuela y Gomez-Arroyo 2008).

Los estados con mayor uso de plaguicidas son Sinaloa, Veracruz, Jalisco,
Nayarit, Colima, Sonora, Baja California, Tamaulipas, Michoacén, Tabasco,
Estado de México, Puebla y Oaxaca. Los cultivos a los que se aplica el mayor
volumen de estos productos son el maiz, algodén, papa, chile, jitomate, frijol,
trigo, aguacate, café y tabaco, en cantidades que van desde 395 hasta 13,163
toneladas de plaguicidas al afio. Ademaés de la gran cantidad de productos que
se utilizan, existe el problema de la recoleccién, tratamiento y disposicién final
de més de 12 mil envases vacios de plaguicidas (Martinez-Valenzuela y Gémez-
Arroyo 2008).

Existen diversas tecnologias para la eliminacién de plaguicidas, que van desde
tratamientos fisicos, como la adsorcién y filtros percoladores, hasta tratamientos
biolégicos y procesos avanzados de oxidacion. Los plaguicidas piretroides como
la permetrina se degradan hasta en un 65% mediante el proceso de ozondlisis.
Este método se ha aplicado en plaguicidas triazinicos como atrazina, simazinay
promazina. El proceso consiste en la abstraccion de un electréon o de un radical
hidrégeno de la estructura quimica por un radical OH, obtenido por la fotdlisis
del ozono y del peréxido de hidrégeno. El problema que se presenta en este caso
es que los productos de reaccién pueden ser tanto o mas peligrosos que los
propios plaguicidas (Burrows et al. 2002). Otra opcién es la fotocatélisis solar,
atil para la destruccion de plaguicidas residuales, ya que se pueden tratar
disoluciones de baja concentracién de compuestos puros o suspensiones de
formulaciones comerciales multicomponentes (Cécerez-Vazquez 2002). Estos
tratamientos fisicos y quimicos, aunque son eficientes, suelen ser costosos e
incluso nocivos para el ambiente.
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Otra alternativa para la degradacion de una amplia variedad de plaguicidas es
el uso de microorganismos, ya sean cepas puras o consorcios microbianos. Las
bacterias de los géneros Flavobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Burkholderia y
Pseudomonas se han utilizado en procesos de biorremediacion. Sin embargo, las
condiciones anaerdbicas a las que estan expuestas en el suelo generan bajas tasas
de supervivencia (Atterby et al. 2002). Sin embargo, la principal limitante es la
escasa habilidad que tienen algunos microorganismos para crecer en ambientes
altamente contaminados con quimicos orgédnicos e inorganicos. Ademas, la
naturaleza hidrofébica de la mayoria de los plaguicidas es un obstaculo
importante para la metabolizacién por microbios. Es por ello que se ha
explorado la utilizacion de las enzimas aisladas de estos organismos
(principalmente bacterias y hongos) responsables de la transformacién de los
plaguicidas.

Tipos de Plaguicidas
Plaguicidas organoclorados

Los plaguicidas OC son compuestos aril, carbociclicos o heterociclicos que
actdan como insecticidas de ingestion o de contacto. Fueron los primeros
insecticidas quimicos orgdnicos utilizados de forma masiva y a escala
internacional por ser muy eficaces y econémicos (Torres-Duarte 2009). Afectan
el metabolismo de los lipidos en los tejidos adiposos y cambian el metabolismo
de la glucosa en otras células. Son neurotéxicos, ya que afectan principalmente
los canales i6nicos (Karami-Mohajeri y Abdollahi 2011). Actualmente su uso se
ha restringido en paises desarrollados tras comprobarse su capacidad
bioacumuladora y sobre todo por su persistencia ambiental (Torres-Duarte
2009).

El Convenio de Estocolmo sobre los contaminantes organicos persistentes (COP)
es un acuerdo internacional que regula el tratamiento de las sustancias t6xicas.
Fue firmado en 2001 en Estocolmo, Suecia y que entré en vigor el 17 de mayo
del 2004. Inicialmente el convenio regulaba doce productos quimicos,
incluyendo los sintetizados industrialmente, tales como plaguicidas (la mayoria
de ellos OC), bifenilos policlorados (PCB), dioxinas y furanos. Muchos de los
COP son compuestos halogenados y en su mayoria clorados. Por su baja
solubilidad en agua y alta en lipidos, pueden pasar a través de las membranas
biolégicas y acumularse en los depdsitos de grasa de los organismos (Ritter et al.
1995).
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Plaguicidas organofosforados

Debido a su menor persistencia en el ambiente, a su alta toxicidad, su baja
estabilidad quimica y su baja acumulacién en los tejidos, los plaguicidas OF
sustituyeron a los OC después de la Segunda Guerra Mundial. Los plaguicidas
OF son los mas utilizados actualmente, junto con los carbamatos y los
piretroides. Son ésteres o tioles derivados del &cido fosférico, fosfoénico y
fosforamidico (Vilanova y Sogorb 1999). La estructura general de un OF es la
siguiente:

o®
Ri(OS) I
RiOS ™ (05
Ba
Donde R1 y R2 son generalmente grupos alquilo o arilo que estdn unidos al
atomo de fosforo, ya sea directamente o a través de un oxigeno o un atomo de

azufre, mientras que el grupo X puede ser un grupo halégeno, alifatico,
aromatico o heterociclico. Este tltimo se libera al hidrolizar al compuesto OF.

La ruta de ingreso de los OF al organismo puede ser a través de la inhalacién,
ingestiéon o absorciéon de la piel. Posteriormente, estos compuestos entran al
torrente sanguineo y se distribuyen en todo el organismo, almacenandose una
buena porcién de ellos en los tejidos grasos, de donde después pueden ser
liberados paulatinamente. Existe también una parte que puede ser degradada y
eliminada via orina. Sin embargo, otra fraccion llega al sistema nervioso, en
particular a las sinapsis colinérgicas, en donde los OF ejercen su mayor toxicidad
(Masson et al. 1998).

Los OF inhiben la actividad de la acetilcolinesterasa al reaccionar con el grupo
hidroxilo de la serina 203, fosforilando el sitio activo de la enzima. La
acetilcolinesterasa es la encargada de degradar la acetilcolina, un
neurotransmisor requerido para transmitir los impulsos nerviosos en el cerebro
y el sistema muscular. Mientras el rompimiento del enlace carbono-enzima se
lleva a cabo en unos pocos microsegundos, la hidrélisis del enlace fésforo-
enzima puede tomar varias horas o incluso dias, dependiendo de la estructura
quimica del OF, ya que éste es un enlace mucho mas estable que el del acetato
de la acetilcolina con el sitio activo de la enzima. Entonces, la acetilcolinesterasa
fosforilada es hidrolizada a una tasa muy lenta, por lo que la enzima es inhibida
por un largo tiempo.
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Carbamatos

Se derivan del 4cido carbamico, su estructura quimica es la siguiente:

0
C. _R?
o~ N

R3

Donde R; y Rz son radicales organicos, pero también pueden ser atomos de
hidrégeno. Cuando Rz es un hidrégeno y R1 es un grupo metilo, el carbamato es
un insecticida; si R1 es un grupo aromaético, el plaguicida se usa como herbicida
o como fungicida si es un grupo benzimidazol. R3 es normalmente un radical
organico, pero también puede contener un metal. Su mecanismo de accién es
similar al de los OF, sin embargo, la inhibicién de la acetilcolinesterasa es
reversible de manera espontdnea, después de una hora aproximadamente
(Sogorb y Vilanova, 2002). La via principal de detoxificacién de los carbamatos
es mediante la hidrdlisis mediada por las carboxilesterasas.

R{

Piretroides

Son moléculas con actividad insecticida, relativamente persistentes y
biodegradables, que se disefiaron para emular los efectos insecticidas de las
piretrinas naturales obtenidas del crisantemo, que se utilizaron desde 1850. Son
ésteres de un grupo que contiene un anillo de ciclopropano con un radical
variable, que puede ser 4cido crisantémico en las piretrinas de tipo I y acido
pirétrico en las de tipo II (Sogorb y Vilanova 2002). La estructura quimica de una
piretrina es la siguiente:

\

o

~ I Q/Oj io
\
A\

Afectan principalmente el sistema nervioso, ya que son muy afines a los canales
de sodio. Cuando hay grandes concentraciones de piretroides, ocasionan una
hiperexcitabilidad neuronal provocando mareo, dolor de cabeza, ndusea,
espasmos musculares, falta de energia, alteraciones en la conciencia,
convulsiones y pérdida del conocimiento. Al igual que con los carbamatos, la
principal via de degradacion, estd mediada por las carboxilesterasas (Sogorb y
Vilanova 2002).
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Degradacién enzimatica de plaguicidas

Existe una gran variedad de enzimas aisladas de diferentes bacterias y hongos,
capaces de degradar diversos tipos de plaguicidas. Los plaguicidas OF, al igual
que los carbamatos y piretroides, pueden ser degradados mediante la hidrolisis
del enlace éster mediado por las carboxilesterasas. El mecanismo se basa en la
acilacion reversible del residuo de serina del sitio activo de la enzima. La
acilacién provoca la liberacion del grupo alcohol del éster carboxilico y de la
enzima acilada. El intermediario acilado es hidrolizado por una molécula de
agua que libera el grupo del 4cido carboxilico y la enzima activa (Sogorb y
Vilanova 2002).

Las fosfotriesterasas son esterasas cuya presencia se ha descrito en toda la escala
filogenética, mucho mas eficientes que las carboxilesterasas para la hidrélisis de
los plaguicidas OF. En particular, las hidrolasas de los OF, que fueron descritas
por primera vez en bacterias del suelo como Pseudomonas diminuta y
Flavobacterium sp, pueden degradar una gran variedad de compuestos OF
(Dumas et al. 1989; Mulbry et al. 1986) (Figura 10.1.A).

Paration &
metilico

Mediador
activado

PPN P Plaguicidas 3
P ¢ + organohalogenados Aductos

Figura 10.1. Estructura tridimensional de algunas enzimas con capacidad de degradacién de
plaguicidas. A) Sitio catalitico de la fosfotriesterasa de Flavobacterium sp. ATCC 27551 en
donde se muestran algunos de los aminoacidos que conforman el sitio catalitico, los dos
atomos de zinc y el sustrato paration metilico. B) Citocromo P450 21B3 de Bacillus megaterium.
Este citocromo ha sido mutagenizado y manipulado mediante evolucién dirigida para poder
utilizar al peréxido de hidrégeno como aceptor final de electrones. Este citocromo mutante
tiene la capacidad de transformar algunos plaguicidas OC y OF. C) Sitio catalitico de la lacasa
de Coriolopsis gallica. La lacasa extrae un electrén del mediador (siringaldehido), éste se aleja
del sitio activo y oxida a los plagucidas, generando aductos mediador-plaguicida.
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Desde el afio 1973 se ha reportado una gran variedad de especies bacterianas
(Pseudomonas, Rhizobium, Bacillus, Xanthomonas, entre otras), ademas de algunos
hongos, capaces de degradar diferentes tipos de plaguicidas OF como son el
clorpirifés, paration metilico, coumafos, glifosato, entre otros (Singh y Walker
2006), y se ha demostrado que estos microorganismos contienen sistemas
enzimaticos capaces de transformar a los plaguicidas. Por otro lado, como
muchos de estos plaguicidas se han disefiado para inhibir varias enzimas
presentes en insectos, como la acetilcolinesterasa, butirilcolinesterasa, tirosinasa,
fosfatasa alcalina, etc., recientemente se ha propuesto el uso de dichas enzimas
como biosensores para detectar la presencia de estos contaminantes en el
ambiente (Andreescu y Marty 2006; Van Dyk y Pletschke 2011).

En 1998, el grupo de Vazquez-Duhalt demostré que la cloroperoxidasa del
hongo Caldariomyces fumago oxida plaguicidas OF que contienen el grupo
fosforotioato, en presencia de peroxido de hidrégeno e iones cloro. Sin embargo,
la cloroperoxidasa no es capaz de seguir degradando los oxones, a diferencia del
citocromo P450 (Hernandez et al. 1998). Jauregui y colaboradores demostraron
que en 17 cepas de hongos ligninoliticos, la transformacién de plaguicidas OF
estd mediada por la actividad de citocromo P450 presente en los microsomas
(Jauregui et al. 2003).

Los citocromos P450 son una familia de hemoproteinas presentes en toda la
escala filogenética. Su principal funcién es oxidar compuestos organicos, que
pueden ser intermediarios metabdlicos o compuestos xenobiéticos. En un
estudio realizado por Duangkaew et al., se observ6 un aumento en la expresiéon
del mRNA de dos citocromos P450, CYP6P7 y CYP6AA3, en una cepa
deltametrina resistente de Anopheles minimus, un vector de malaria del sureste
asidtico. Cuando sobreexpresaron estos dos citocromos en células de insecto,
observaron un efecto de proteccion contra los piretroides permetrina,
cipermetrina y deltametrina, comparado con células que no expresaban los
citocromos (Duangkaew et al. 2011).

La capacidad de transformacién de plaguicidas OF y OC del CYPBM3 21B3 de
Bacillus megaterium fue demostrada recientemente (Sanchez-Sanchez et al. 2012).
Esta mutante de citocromo P450, que es capaz de usar peréxido de hidrégeno
como aceptor final de electrones, transformé una variedad de plaguicidas con
estructuras quimicas diversas (Figura 10.1.B).

Por otro lado, los hongos ligninoliticos, también llamados de la “pudricién

blanca”, mineralizan la lignina, un compuesto extremadamente recalcitrante,
por medio de un proceso oxidativo obligadamente aerdbico. Este proceso esta
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basado en la produccién de radicales libres generados por la accion de enzimas
extracelulares, que incluyen a la lignino peroxidasa, la manganeso peroxidasa,
la peroxidasa versatil y la lacasa (Davila y Vazquez-Duhalt 2006; Pointing 2001).
Estas enzimas pueden transformar un gran nimero de xenobiéticos, incluyendo
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), fenoles clorados, PCB, dioxinas,
compuestos OF, nitrotoluenos, cloroanilinas, colorantes, y otros compuestos que
representan un riesgo para el ambiente (Pointing 2001), por lo que son de interés
en la transformacion de plaguicidas. La peroxidasa versatil del hongo
ligninolitico  Bjerkandera  adusta ~ logré  transformar  plaguicidas
organohalogenados a través de una deshalogenacion oxidativa (Davila-Vazquez
et al. 2005).

Las lacasas son enzimas con cobre en su centro catalitico, que catalizan la
oxidaciéon de una variedad de fenoles y aminas aromaéticas, reduciendo el
oxigeno a agua. Pueden oxidar otros compuestos no fendlicos usando
mediadores (sustratos naturales o sintéticos de la lacasa) que los transforman en
radicales libres; éstos difunden y oxidan compuestos que no son sustratos
directos de la lacasa (Shraddha et al. 2011). La lacasa, a diferencia de las
peroxidasas, no requiere de peréxido para llevar a cabo la catélisis, por lo que
resulta mas atractiva para su aplicacién a gran escala. Al utilizar la lacasa, junto
con el mediador sintético ABTS, se logro la transformacion del agente nervioso
VX del insecticida andlogo diisopropil-amitén y del plaguicida Dymron (Amitai
et al. 1998; Maruyama et al. 2006). Torres Duarte et al. (2009) lograron la
deshalogenaciéon oxidativa de los plaguicidas OC bromoxinil, niclosamida,
bromofenoxim y diclorofen, utilizando la lacasa de Coriolopsis gallica y dos
mediadores naturales, acetosiringona y siringaldehido. Los principales
productos de reaccién que utiliza el siringaldehido como mediador, fueron
aductos entre el plaguicida y el mediador (Torres-Duarte et al. 2009) (Figura
10.1.C).

Potencial de la ingenieria de proteinas para mejorar la actividad de las
enzimas

La biotecnologia ambiental comenzé a operar a principios del siglo pasado a
partir de la utilizacién de lodos activados y digestores anaerdbicos para la
descontaminacién de suelos. Actualmente, con el uso de diversas técnicas de
biologia molecular, enzimologia, ingenieria de proteinas y la microbiologia
moderna, los esfuerzos se han enfocado en el disefio de enzimas y/o
microorganismos que puedan funcionar como biocatalizadores ambientales,
optimizando las velocidades y especificidad de las rutas de biodegradacion
(Vazquez-Dubhalt 2008).
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Un reto de la biotecnologia moderna es la combinacién de las técnicas de la
biologia molecular para tener catalizadores mas eficientes, que posean una alta
actividad y estabilidad, y una baja especificidad. Esto puede lograrse mediante
técnicas de mutagénesis y de evoluciéon dirigida (Gupta et al. 2011; Johannes y
Zhao 2006; Paul 2003), estudios de metagendmica para la basqueda de nuevas
actividades enzimaéticas (Chistoserdova 2010; Guazzaroni et al. 2009), asi como
el mejoramiento de sistemas de expresion heteréloga (Horne et al. 2005) y las
tecnologias enzimaticas para la obtencién de biocatalizadores a gran escala y de
bajo costo (Piscitelli et al. 2010).

Los primeros experimentos de expresion heteréloga se hicieron a principios de
la década de los ochenta utilizando bacterias como E. coli y Streptomyces o
levaduras (Bibb y Cohen 1982; Derynck et al. 1983) como organismos aceptores
del material genético fordneo. En la actualidad, los sistemas de expresion que
mas se utilizan siguen siendo bacterias como E. coli, Bacillus, Agrobacterium, entre
otras. Para la expresion de genes eucariontes se utilizan también levaduras del
género Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia'y Yarrowia. Otros sistemas utilizados
son hongos filamentosos como Trichoderma y Aspergillus, células de insecto Sf9,
plantas como Arabidopsis, tabaco, arroz y musgo, por mencionar algunos. La
eleccién de cualquiera de estos sistemas de expresion depende del origen del
gen que se quiere expresar (procarionte o eucarionte) para que la proteina se
exprese, se pliegue correctamente y en su caso se secrete (Horne et al. 2005).
Adicionalmente, se busca que la proteina se sobreexprese en grandes cantidades
y que su produccién no sea costosa.

En muchas ocasiones, cuando se necesita descontaminar un sitio, se requiere de
enzimas estables a condiciones de operacién extremas, como altas temperaturas
o sistemas no acuosos. Una manera de resolver este problema, es modificando
quimicamente la superficie de las enzimas. El polietilenglicol es una molécula
anfifilica, cuya parte hidrofébica puede unirse a las regiones hidrofébicas de la
proteina y sus regiones hidrofilicas se unen al agua, de esta manera se mantiene
una especie de escudo alrededor de la proteina, conservando asi su estructura.
Existen numerosos trabajos en los que se ha demostrado que la modificacion
quimica de la superficie de las proteinas con proteinas pegiladas (PEG)
contribuye a su estabilizacién térmica (Garcia-Arellano et al. 2002) y también a
una estabilizacion frente a diversos agentes quelantes (Perezgasga et al. 2012),
ademas de que disminuye la inmunogenicidad de las proteinas, permitiendo su
uso en la industria farmacéutica (Pasut y Veronese 2011; Veronese y Pasut 2005).
Otro polimero que también se ha utilizado de manera eficiente en la industria
farmacéutica es el quitosano, ya que no es inmunogénico y puede liberar los
farmacos de manera prolongada (Li et al. 2011, Masotti y Ortaggi 2009, Tahara et
al. 2010).
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Cuando se quiere utilizar las enzimas industrialmente es importante
inmovilizarlas para poder reusarlas varias veces. Este procedimiento también
puede mejorar la actividad, puede evitar la inhibicién por producto (Mateo et al.
2007), cambiar la enantioselectividad, y puede mejorar su estabilidad a altas
concentraciones de solventes y condiciones extremas de pH y temperatura, asi
como concentraciones muy altas de sustrato (Hanefeld et al. 2009). Muchas de
las reacciones enzimaticas se llevan a cabo en medios acuosos, sin embargo,
mediante la ingenierfa de solventes, se puede favorecer el equilibrio
termodinamico hacia la formacion del producto, aumentar la termoestabilidad,
la selectividad y la estabilidad operacional de muchas enzimas. Desde el punto
de vista industrial, es mucho mas facil recuperar las enzimas y los productos de
la reaccién mediante la evaporacion del solvente (Castillo et al. 2012; Choiy Yoo
2012; Sandoval et al. 2001).

Otra manera de poder tener enzimas mds eficientes es mediante evoluciéon
dirigida. Este es un planteamiento técnico de la ingenieria genética que pretende
obtener un gran numero de variantes genéticas que son evaluadas
posteriormente por seleccién in vivo o por tamizaje in vitro. Dicha técnica imita a
la evolucién natural generando una gran cantidad de proteinas modificadas con
una enorme variabilidad genética, que son sometidas a seleccién a través de
ciclos de mutaciones sucesivas hasta encontrar la proteina “mejorada” en un
periodo de tiempo relativamente corto (Segovia y Peimbert 2010). De esta
manera, Brisefio Roa et al. (2011) lograron cambiar la especificidad de la FTE de
Pseudomonas diminuta para aumentar la actividad de metil fosfonatasa para la
degradaciéon de neurotéxicos como el sarin o el agente VX, disminuyendo al
mismo tiempo su actividad de fosfotriesterasa. En otro trabajo, para lograr la
degradacion de estos gases neurotdxicos, se utilizaron técnicas de mutagénesis
dirigida al azar y evolucién dirigida para mejorar la eficiencia catalitica de la
paraoxonasa de suero humano (Gupta et al. 2011) (Figura 10.2.A y Figura 10.2.B).
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Figura 10.2. Esquemas que muestran el proceso de la evolucién dirigida (A), y de la
mutagénesis sitio-dirigida (B), como dos estrategias para la biisqueda de mejores
biocatalizadores ambientales.
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En la actualidad son cada vez mas los trabajos en los que se utilizan métodos
computacionales, como la dindmica molecular y mecanica cuantica, que
permiten simular interacciones enzima-sustrato y con ello proponer mutaciones
que mejoren la degradacién de un sustrato especifico (Tsai et al. 2010; Zhang et
al. 2009). Estas técnicas también han resultado ttiles para la comprension de los
mecanismos de las reacciones enzimaticas.

Con los avances en metagenodmica y los proyectos de secuenciacién masiva de
genomas, es posible encontrar nuevas enzimas con la capacidad para degradar
diferentes contaminantes a partir de microorganismos cultivables y no
cultivables. Estas técnicas, combinadas con la clonacion de ADN de muestras
ambientales en los diferentes vectores de expresion y estudio de la actividad,
nos permitirdn descubrir nuevas actividades enzimdticas con potencial
biotecnolégico (Chistoserdova 2010).
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CAPITULO 11
INMOVILIZACION CELULAR: ALTERNATIVA BIOTECNOLOGICA
PARA EL TRATAMIENTO DE PLAGUICIDAS

Gustavo Yafiez-Ocampo y Cristina Blanco Gonzalez
Introduccion

A partir de la problematica descrita en los capitulos anteriores, acerca del riesgo
que representan los plaguicidas y sus residuos, surgié la necesidad de
desarrollar métodos biolégicos para el tratamiento de dichos residuos, asi como
de sitios contaminados. El tratamiento biolégico de plaguicidas involucra la
utilizacién de sistemas biologicos o de sus partes (células completas o enzimas
aisladas), los cuales catalizan reacciones bioquimicas sobre estos compuestos
hasta llevarlos a compuestos mas sencillos y menos toxicos. En estos métodos se
utilizan consorcios microbianos adaptados para crecer en presencia de
plaguicidas, entre otros xenobiéticos, ya que son capaces de asimilarlos como
fuente alterna de carbono y energia (Chen y Mulchandani 1998; Ortiz-
Hernandez et al. 2001).

En la Tabla 11.1 se aprecian los géneros y especies de microorganismos capaces
de crecer y degradar pentaclorofenol, atrazinas, carbamatos, organoclorados
(OC) y organofosforados (OF). Estos microorganismos han sido aislados de
suelos agricolas, lodos y cuerpos de agua contaminados, de los cuales resaltan
las Pseudomonas stutzeri, P. aeruginosa, P. diminuta y Flavobacterium ATCC 27551
(Mulchandani et al. 1999; Hong y Raushel 1999; Benning et al. 2001).

Las capacidades degradadoras de plaguicidas que los microorganismos
expresan, han sido aprovechadas en sistemas de tratamiento conocidos como
biorreactores, mismos que bajo condiciones de operacion controladas pueden,
eficientemente, realizar la detoxificacion. Para ello, es recomendable que en los
biorreactores, la biomasa esté inmovilizada para prolongar su actividad
catalitica y viabilidad celular. A continuacién se describiran los fundamentos y
caracteristicas principales de la inmovilizacién celular, empleada como una
alternativa biotecnolégica para el tratamiento de plaguicidas (Richins et al. 2000).

Cuerpo Académico de Ingenierfa Ambiental Aplicada, Universidad Politécnica de Chiapas. Calle
Eduardo J. Selvas s/n, col. Magisterial, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México. C.P. 29010.
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Tabla 11.1. Microorganismos degradadores de plaguicidas
(modificado de Castrejéon-Godinez 2006).

Grupo Especie Compuesto
Bacillus sp. Paration metilico
Pseudomonas sp. Herbicida Aroclor 1242
Alcaligenes sp. Plaguicidas
Rhodococcus sp. Plaguicidas
Pseudomonas aeruginosa Paration metilico
Xanthomonas maltophilia Forato
2 Pseudomonas putida Ethoprofos
3 Proteus vulgaris Paration metilico
Q
3 Cromobacterium violaceum
Burkholderia cepacia
Citrobacter freundii
Enterobacter zakazakii
Serratia ficaria Tetraclorovinfos
Sphingomonas paucimobilis Cadusafos
Acinetobacter iwoffi Cadusafos
Arthrobacter sp. PCP, herbicidas, OC, triazinas, carbamatos y
OF
Corynebacterium sp. Tiocarbamatos y OF
Mycobacterium sp. PCPy OC
2 Nocardia sp. ocC
'§ Rhodococcus sp. Triazinas, benzimidasol, N-metilcarbamatos,
E tiocarbamatos y OF
S
5 Micromonospora sp. ocC
< Nocardioides sp. Herbicidas fenosiatos
Streptomyces sp. PCP, OC y sulfoniluros
Trametes hirsutus Lindano y otros plaguicidas
" Phanerochaete chrysosporium
o Cladophialophora sp. Benceno, tolueno, etilbenzeno y xileno
é Aspergillus fumigatus Herbicida metribuzin
Rhizopus microsporu
Aspergillus niger
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Inmovilizacion celular

La tecnologia de inmovilizacion de células (microorganismos) comenzo a partir
de 1970 en estudios de tratamiento de aguas residuales, principalmente. Desde
ese afio se han tenido evidencias de aplicaciones en biorremediacion de sitios
contaminados con hidrocarburos, plaguicidas, entre otros.

La inmovilizacién consiste en la restriccion de la movilidad de las células,
enzimas u organelos, fisicamente confinados o localizados en una cierta region
de espacio con la retenciéon de sus actividades cataliticas, lo que permite su
retso. En la Figura 11.1 se muestra una comparaciéon de los tamafios de
particulas que se inmovilizan. El mecanismo de inmovilizacion estd gobernado
por tres componentes: las células, el soporte (material de origen y composicion
diversa) y la solucion que reemplaza el espacio vacio, de esta manera se
establecen microambientes (Manohar et al. 2001, Chen y Georgiou 2002).
Mediante la aplicacion de esta tecnologia, se pretende que la remocion biolégica
de los contaminantes (plaguicidas) sea mas eficiente y que la actividad
biocatalitica se mantenga por periodos prolongados, para ello la biomasa
inmovilizada debe ser viable por un periodo mayor una semana e incluso meses
(Karamanev ef al. 1998).

Ventajas y desventajas de la inmovilizacion celular

La inmovilizacién celular es considerada biotecnolégica, en funcién de que se
aplican los sistemas biol6gicos o sus componentes con el objetivo de lograr un
servicio, en este caso es retener la actividad catalitica y favorecer la degradacion
de plaguicidas. Esta tecnologia presenta ventajas y desventajas respecto a los
cultivos en suspension, presentadas en la Tabla 11.2, ya que permite una alta

102

103

mm Particulas de suelo
10

Figura 11.1. Dimensiones
caracteristicas de los sistemas

HM - Células inmovilizados  (modificado de
Karamanev et al. 1998).

105
106
107

108
A Biomoléculas

Tamafio de las particulas inmovilizadas

10

100

199



Los Plaguicidas en México: aspectos generales, toxicoldgicos y ambientales

productividad debido a la combinacion de altas concentraciones celulares y altas
velocidades de flujo, proporciona condiciones microambientales favorables para
las células y en consecuencia un mejor desempefio de los biocatalizadores,
incrementa la eficiencia de un bioproceso debido a que se catalizan reacciones
bajo condiciones estables (Arroyo 1998; Martin et al. 2000; Pedersen y
Christensen 2000; Manohar et al. 2001).

Tabla 11.2. Ventajas y desventajas de la inmovilizacion respecto a los cultivos
en suspension.

Ventajas Desventajas
Permite reutilizar células. Limite por difusién de oxigeno, nutrimentos
entre otros.
Permite altas concentraciones celulares. La inmovilizaciéon de enzimas altera su
conformacion.

Elimina problemas de “lavado celular” a |Largo proceso de optimizacion de las
altas velocidades de dilucién. condiciones de inmovilizacién.

Proporciona condiciones microambientales | Interferencia de los materiales utilizados en
favorables para las células y por |lainmovilizacién.

consecuencia un mejor desempefio de los
biocatalizadores.

Incrementa la eficiencia de un bioproceso ya
que se catalizan reacciones bajo condiciones
estables.

Métodos de inmovilizacion celular

Los métodos de inmovilizaciéon son diversos, para efectos practicos, en este
capitulo se han considerado aquellos métodos y técnicas de inmovilizacion més
empleadas para la degradacioén de plaguicidas y otros contaminantes orgénicos
persistentes. A continuacién se describen los fundamentos generales en los que
estan basados.

Inmovilizacion por adhesién superficial

En este método las células se adhieren a una superficie a través de varios tipos
de interacciones, como fuerzas de Van der Waals, interacciones iénicas y
covalentes, la fuerza de adhesién dependera del microorganismo y el material
empleado (Figura 11.2). El crecimiento celular sobre la superficie del material es
conocido como biopelicula (Ha 2005).

La formacién de biopelicula es un proceso que se lleva a cabo en varias etapas

(Figura 11.2.B). En la primera etapa la biomasa reconoce la superficie a colonizar
con formacién de polimeros con propiedades adhesivas (generalmente
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polisacaridos de alto peso molecular), la segunda etapa consiste en el
crecimiento y estratificacion, la cual estd en funcién de la concentracién y
biodisponibilidad de las fuentes de carbono y nitrégeno, de los gradientes de
oxigeno, entre otras condiciones abiéticas. Posteriormente hay un periodo de
maduracién de la biopelicula, la duracién de este periodo depende de las
condiciones abidticas, la presencia de nutrimentos y si existe una corriente (flujo
o caudal) que haga friccién entre la biopelicula y el agua circundante (fenémeno
conocido como esfuerzo de corte).

INMOVILIZACION DE LA SUPERFICIE DE UN SOPORTE SOLIDO.

@O®®®
e

Adsorcion sobre una fase Unidn electrostatica Unién covalente
sobre una superficie sobre una superficie

Soporte insoluble

Reactivo bifuncional
(Reticulante)

Fuerzas electroestéticas

Figura 11.2. Esquema representativo del proceso de formacion de biopelicula. A).
Crecimiento de biomasa sobre una superficie mediante fuerzas de Van der Waals,
interacciones iénicas y covalentes. B) Crecimiento de biomasa, etapas de formaciéon de
biopelicula (Andreopoulos et al. 1999; Shuler y Kargi 1999; Ha 2005). Finalmente se
presenta un periodo de envejecimiento de la biopelicula donde puede haber
desprendimiento de biomasa. Esto ocurre por la muerte celular ya que la fuente de
carbono se ha agotado, o bien las condiciones abidticas (pH, oxigeno disuelto) del
cultivo son hostiles e inhiben el crecimiento, el desprendimiento de la biomasa también
puede deberse a que la velocidad del flujo se incremente de tal modo que arrastre la
biomasa que no alcanzé a adherirse (Bryers y Banks 1990; Davey y O’Toole 2000).
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Generalmente, para realizar la colonizacion bacteriana, se han empleado
materiales porosos como el tezontle, arena, tierra de diatomeas, carbon activado,
anillos de cerdmica, e incluso otros materiales organicos como fibras naturales
del 4rbol de papaya (Torres 2002; Santacruz et al. 2005).

La biomasa inmovilizada por el método de adhesién por biopelicula, es de
especial interés para el tratamiento de plaguicidas entre otros residuos
peligrosos. Desde el punto de vista practico, el procedimiento consiste en dos
fases, en la primera se cultivan los microorganismos hasta tener una poblacién
densa que en unidades formadoras de colonias (UFC) van desde 1x10% hasta
1x1012 UFC/mL. Lo anterior se logra con un medio de cultivo enriquecido con
fuentes de carbono y nitrégeno facilmente biodegradables. En la segunda fase el
medio de cultivo es intercambiado por el medio con los plaguicidas que se
desean degradar por los microorganismos ya inmovilizados por la biopelicula y
con ello aumentar la velocidad de degradacion (Jin-Woo et al. 2002; Yafez-
Ocampo et al. 2011).

Inmovilizacion por aprisionamiento en gel

La biomasa (célula o enzima) inmovilizada por este método, estd contenida en
el interior de un gel hecho a base de materiales organicos naturales o sintéticos.
Enla Tabla 11.3 se describe el proceso de inmovilizacion llevado a cabo mediante
la suspensién de la biomasa en una solucién en gel. La polimerizacion esta en
funcién del cambio de temperatura o mediante la adicién de un reactivo quimico
(intercambio catiénico), dicho proceso involucra la formacion de interacciones
débiles (i6nicas principalmente) entre el gel y la biomasa, se ha comprobado que
este proceso no tiene efecto adverso sobre la actividad catalitica de la biomasa
inmovilizada (Wang et al. 1999; Jin-Woo et al. 2002).

En la Figura 11.3 se muestra una representaciéon del modo en que la biomasa
encapsulada queda atrapada en la matriz hecha con el gel. Los geles formados
con polimeros sintéticos como el polivinil alcohol tienen mayor resistencia
mecénica y longevidad, ademéas de que no es téxico como lo es la poliacrilamida.
La principal limitante de este tipo de inmovilizacién es la transferencia de masa
de sustratos como el oxigeno, fuentes de carbono y productos. Sin embargo esta
limitante puede ser abatida si se controla el didmetro de la perla (menor a 5 mm)
(Ha 2005; Yafiez-Ocampo et al. 2009, 2011).
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Tabla 11.3. Descripcién de los procesos de formacién de perlas con hidrogeles
(Cariizares et al. 1993; Walsh y Malone 1995).
Proceso de formacion de perlas Descripciéon

Gelificacion de polimeros Se utilizan gelatinas y agares. El éxito de una buena
formacién de esferas depende de la temperatura de
solidificacion. Las esferas no muestran suficiente
resistencia mecénica.

Precipitacion de polimeros Se realiza la mezcla de biomasa con el polimero
(poliestireno, celulosa). La formacién de las perlas se
debe a un cambio en el pH de la solucién.
Gelificacién por intercambio de Se realiza cuando un polielectrolito (alginato de
iones sodio o calcio) disuelto en agua se mezcla con una
soluciéon salina (CaCly). La solidificacion ocurre
cuando el polielectrolito reacciona con la sal en
solucién hasta formar un gel sélido. Otros materiales
son el pectinato, carragenina, quitosan, entre otros.

Policondensacion Produce una red covalente con una alta estabilidad
quimica y mecanica. Se emplean epoxi resinas, gel de
silice albamina-glutaraldehido, colageno-
glutaraldehido.

Polimerizacion Son redes  poliméricas  preparadas  por

entrecruzamiento con copolimeros que contienen
grupos vinilos, como acrilamida y metacrilamida.

o T

Microencapsulacion Microencapsulacion Atrapamiento en una
interfacial matriz porosa

—
. i Matriz porosa

Figura 11.3. Representacion de la inmovilizacién de biomasa por aprisionamiento
en perlas de hidrogel.

De entre los materiales que méds ampliamente son utilizados en este método de
inmovilizacion destaca el gel de alginato, cuya composicion y peso molecular
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varfa dependiendo de donde ha sido extraido. Normalmente se extrae de
macroalgas marinas asiaticas de la familia de las Rodophyta. El alginato es un
copolimero formado de acido D-manurénico y dcido L-gulurénico, la resistencia
mecdanica de este gel incrementa con la proporcién del acido gulurénico, es por
ello que el producto es comercializado con diferentes viscosidades (100-2000 cP),
lo cual es importante de considerar al adquirir alginatos para inmovilizar
células. Normalmente el alginato es comercializado como alginato de sodio (Na-
alginato) (Cheng et al. 2003; Wu et al. 2003; Ha 2005).

Las perlas de alginato son producidas por un proceso de extrusién entre el
alginato de sodio y un ién metélico polivalente como el calcio (Ca2*), bario (Ba2*),
aluminio (Al3*) y estroncio (Sr?*). Estos dos ultimos muestran una mayor
resistencia mecénica. La Figura 11.4 representa el procedimiento general para la
inmovilizacién de biomasa por encapsulamiento en perlas de alginato. Se
prepara una solucién de cloruro de calcio 0.2 M y otra solucién homogénea de
alginato de sodio al 2 0 4%, con la ayuda de un aspersor, la soluciéon de alginato
de sodio se adiciona a la solucién de cloruro de calcio lentamente y por goteo, a
fin de que se homogenice y por el efecto de la agitacién del vortice, se forme un
intercambio entre el sodio y el calcio lo que lo hace insoluble y en forma de
esfera. El atrapamiento de la biomasa requiere un control riguroso de las
condiciones de polimerizacién, asi como la comprobacién de que la naturaleza
quimica del gel no altera la actividad catalitica de la biomasa. La mezcla
alginato-biomasa homogenizada vigorosamente, forma generalmente esféricas
de 5 mm de didmetro, el contenido de biomasa viable en cada perla va desde
1x108 hasta 1x1010 UFC (Heitkamp et al. 1990; Wang et al. 1997; Arroyo 1998;
Karamanev et al. 1998; Pedersen y Christensen 2000).

Los trabajos de biodegradacion de plaguicidas con biomasa inmovilizada en
perlas de alginato de calcio deben considerar el no uso de agentes quelantes
como polifosfatos, 4cido citrico y etilendiaminotetraacético (EDTA), o bien,
usarlos en concentraciones bajas que eviten que las perlas se disuelvan y por lo
tanto liberen biomasa. En otros estudios se ha mezclado el alginato de sodio con
otros polimeros como el polivinil alcohol, glutaraldéhido o polietilenglicol
(Andreopoulos et al. 1999; Yaniez-Ocampo et al. 2009).
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Biomasaen Solucién de alginato de ]
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Figura 11.4. Proceso de inmovilizacién de biomasa por encapsulamiento en
perlas de alginato.

Inmovilizacion por formacion de agregados celulares

En ocasiones los consorcios microbianos forman de manera natural agregados
celulares, también llamados floculos. Estos se forman mediante la produccién
natural de compuestos con propiedades adhesivas o bien por la adicién artificial
de agentes cuya funcion es realizar un entrecruzamiento que favorezca la
agregacion de la biomasa, que de manera natural no podria flocular (Figura
11.5). Este tipo de inmovilizacién ha sido exitosamente desarrollado en el
tratamiento anaerobio de aguas residuales ya que incrementa la velocidad de
digestion durante la metanogénesis (Elsgaard 1998; Jiang et al. 2002).

Consideraciones generales en los sistemas de células inmovilizadas en un
biorreactor

Principios basicos del disefio de biorreactores

El punto de partida para el disefio de un reactor es la definicion de las ecuaciones
que representen los balances de materia. Dichos balances de materia estan
gobernados por la velocidad de desaparicién de un reactante en particular. Para
el caso especifico de los reactores utilizados en la biodegradacién de plaguicidas,
el reactante es el contaminante a degradar.
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Figura 11.5. Representacion de la inmovilizacién de biomasa por formacién de
agregados celulares.

Los reactores utilizados para la remocién de estos compuestos son reactores
tubulares, en los cuales el influente que contiene el componente a degradar
ingresa por un extremo del reactor y el efluente tratado sale por el otro. Se han
utilizado distintas configuraciones de biorreactores incluyendo los reactores de
lecho empacado, reactores de lecho fluidificado y biorreactores de tipo Air-lift.
Los biorreactores de lecho empaco son los mdas ampliamente utilizados
(Mondragoén et al. 2008; Morgan y Noyola 2008; Chen et al. 2007).

El reactor de lecho empacado retiene la capa o capas de sélidos mediante redes
que evitan el movimiento ascendente del mismo. Para el caso de los reactores de
lecho fluidificado, se hace circular el fluido de manera ascendente a tal
velocidad, que mantenga en suspension las particulas solidas sin llegar a
arrastrarlas con el efluente. El lecho fluidificado toma el aspecto de un liquido
en ebullicion observandose un movimiento vigoroso de los sélidos en
suspension (Walas 2001). Los reactores Air-lift cuentan con dos zonas
interconectadas, el riser y el downcomer, en la primer zona se suministra aire
desde el fondo del reactor provocando que la dispersién gas-liquido ascienda
hasta el nivel superior del reactor, posteriormente en la segunda zona el liquido
desciende al fondo del reactor por medio de una diferencia de densidades
(Chisti y Moo-Young 1987; Nicolella et al. 2005).
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En los tres tipos de reactores existe una fase sélida que corresponde al material
de soporte para la inmovilizacion de los microorganismos, asi como la propia
biopelicula formada por éstos; y una fase liquida representada por el influente a
tratar y que contiene el plaguicida. Dadas éstas caracteristicas de los reactores se
hace necesario considerar la transferencia de masa del sustrato desde el seno del
fluido hasta la superficie exterior de la biopelicula (difusién externa), asi como
la transferencia de masa del sustrato a través de los poros de la biopelicula
(difusioén interna). Esta consideracion es necesaria ya que la velocidad global de
la reaccién de degradacion esté sujeta a la influencia de factores que afectan la
velocidad de transferencia de masa entre las fases.

Transferencia de masa

Para analizar la transferencia de masa externa del sustrato se considera que el
influente fluye a través del reactor siguiendo el modelo de dispersién, es decir,
se extiende axialmente siguiendo el modelo del flujo en pistén con un grado de
retromezcla causado por las fluctuaciones debidas a diferentes velocidades de
flujo, asi como a la difusién molecular y turbulenta. Este proceso se representa
matemadticamente a través de un coeficiente de dispersion (D), que sigue los
mismos principios del coeficiente de difusion de Fick. El pardmetro que
relaciona D con la velocidad lineal (u) y la longitud del reactor (L) se denomina
nimero de Peclet (Pe). Los nimeros de Pe sirven para cuantificar la desviacién
del flujo ideal en piston: Pe= uL/D (Walas 2001). Con base en lo anterior, la
transferencia de masa externa del sustrato se puede representar utilizando una
correlacion de dispersién axial caracterizada por PE, el nimero de Reynolds (Re)
y el namero de Schmidt (Sc), (Walas 2001):

1 0.3 4 0.5
Pe  (Re)(S 3.8
¢ 0D 1 S

0.008<Re<400y 0.28<Sc<2.2
Donde Pe= dpuo/eD, Re= dpuo/v y Sc= v/D. dp= didmetro de particula, e=
fraccién de huecos en un lecho relleno; uo= velocidad superficial en el reactor.

v= viscosidad cinemética, D= coeficiente de dispersion axial.

La velocidad superficial en el reactor se calcula a partir de la ecuacién: uo=
Q/e-A, donde Q= caudal del fluido y A= 4rea transversal del reactor.

Otros numeros adimensionales ampliamente utilizados para representar la
transferencia de masa externa en este tipo de reactores son el nimero de
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Sherwood (Sh), y el factor de Colburn (Jp), que de igual manera estan
relacionados con el Re y Sc (Boskovi¢ et al. 2007):

Sh =2.0 + 0.6Re/25c1/3

Jp = ()
P76 \pDy

Donde, k= coeficiente de transferencia de masa externa, p= densidad, G= flujo
masico, p=viscosidad y Ds= difusividad. Para este factor Re se define como: Re=
dp-G/ Ly Sc es el término en paréntesis de la ecuacién anterior.

Cinética de reaccion

Como se ha mencionado anteriormente, la inmovilizacién de microorganismos
actia como un biocatalizador que acelera el proceso de degradaciéon del
plaguicida. Sin embargo, éstos se encuentran controlados principalmente por la
difusion del sustrato a través de la biopelicula, mientras que los otros procesos
de transporte ocurren a mayor velocidad. Por lo tanto, para una particula
esférica y porosa de soporte, con enzimas inmovilizadas, la velocidad de
reaccion estara definida por la difusién interna del sustrato cuyo balance de
materia da lugar a la siguiente ecuacion para describir la cinética de la reaccion:

2DedS+ d%S  VigxS
rdr " fdr2 Ky+S

Donde De= coeficiente de difusion efectiva, S= la concentracion del sustrato, r=
la posicién en la particula porosa, Vmax= velocidad méxima de reaccién, Ky=
Constante de saturacion de Michaelis.

La ecuacién anterior involucra, ademas, la aplicaciéon del modelo cinético de
Monod, ya que describe de manera mas acertada la degradacion biolégica de
hidrocarburos (componente principal de los plaguicidas), considerando que
Unicamente un sustrato limita el crecimiento bacteriano (Huerta 2004).

Para resolver la ecuacién anterior se establecen dos condiciones limites:

1) r=RyS=S
2) r=0ydS/dr=0

y se definen las variables adimensionales:

§=S/Syr=r/R
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Sustituyendo las variables en la ecuacion de la cinética de la reaccion y
dividiendo cada uno de los términos por el coeficiente de difusioén efectiva
obtenemos:

2ds' d*S'_ oo (S
var tae = OF\g

Donde S', t’, @ y 3 son constantes adimensionales. A ® se le denomina médulo

de Thiele y se encuentra definido de la siguiente manera: ® = /k,A/D,. Este
parametro relaciona la velocidad de reaccién con la velocidad de difusién en la
biopelicula. Por tanto, si la resolucién analitica de la ecuacién anterior
proporciona valores elevados del médulo de Thiele se asume que la degradacién
del sustrato se encuentra limitada por la transferencia de masa por difusion. En
el caso contrario, si los valores de @ son bajos, se asume que la velocidad de
degradacion se encuentra limitada por la velocidad de la reaccion.

El disefio de un reactor determinado requiere de un analisis profundo de las
caracteristicas propias del sistema de reaccién para obtener resultados 6ptimos
en el rendimiento de la misma. Para el caso de reactores enziméaticos como los
mencionados en este capitulo se recomienda al lector modificar las ecuaciones
presentadas, ya que inicamente se ha considerado la geometria esférica de las
particulas del soporte solido, y en la literatura es posible encontrar
modificaciones para las particulas planas o cilindricas (Jordening y Buchholz
2005). Ademas, la cinética propuesta por Monod permite incluir, en la ecuacién
de la velocidad de reaccién, tantas funciones de saturacion como el sistema
requiera y que influyen de manera significativa en el mismo, asi como funciones
de inhibicién, que harian mas compleja la resolucion de la misma pero con la
ventaja de proporcionar una mayor representacion a la realidad del sistema.

Biorreactores y adsorcion

Se han mencionado los reactores mas comunmente utilizados para la
biodegradacion de plaguicidas mediante la inmovilizacién de microorganismos
en soportes solidos, sin embargo existen otros métodos que involucran procesos
fisicoquimicos ademdas de métodos bioldgicos para la remociéon de estos
contaminantes, tal es el caso del proceso de adsorciéon con carbén activado, del
cual s6lo haremos una breve descripcién.

El carbon activado es un material con una elevada porosidad lo que le
proporciona una gran superficie especifica que favorece el proceso de adsorcion.

Este proceso consiste en la transferencia del plaguicida de la fase acuosa (agua
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contaminada) hacia una fase sélida, es decir hacia la superficie porosa del carbon
activado.

Ademas de la superficie especifica del carbon activado, existen otros factores
que afectan al proceso de adsorcién siendo una de ellos la naturaleza propia del
adsorbato, en este caso el plaguicida a remover. Mientras mayor solubilidad
tenga el plaguicida en el agua menor serd el grado de adsorcion sobre el carbén
activado, de igual manera el tamafio molecular del plaguicida es de gran
influencia ya que la velocidad de transporte intraparticula es menor cuanto
mayor es la molécula del plaguicida (Ferrer y Seco 2006).

La remocion de plaguicidas del agua utilizando este proceso de adsorcion se
encuentra ampliamente reportada en la literatura (Groisman et al. 2004;
Tchobanoglous et al. 2002), sin embargo es necesaria la aplicacion de sistemas
igual de eficientes pero a menores costos, por lo cual la degradaciéon bioldgica
de dichos componentes ha tomado gran interés. Bajo ésta perspectiva, Bandala
et al. (2006) realizaron un estudio sobre la degradacién de 4 de los plaguicidas
frecuentemente utilizados en México (aldrin, dieldrin, heptacloro y heptacloro
epoxido), aplicando tanto una técnica de remocion biol6gica, mediante cultivos
de células en suspension de Pseudomonas fluorescens, como un proceso de
adsorciéon con carbén vegetal activado, en éstos se encontraron amplias
similitudes en el porcentaje de remocién de dichos plaguicidas de hasta un 97%.
De dicho estudio se puede concluir que la factibilidad en el uso de procesos de
biodegradacion para la remocioén de plaguicidas previo a un refino posterior
utilizando procesos de adsorcion, disminuiria significativamente los costos de
operacion asociados a este tltimo.

Existen algunos aspectos a considerar para el disefio de biorreactores con células
inmovilizadas. Ademads de la seleccién del material de empaque para la fijacion
o inmovilizacién de los microorganismos, se debe considerar la altura y el
diametro del reactor. En la Figura 11.6 se muestra un esquema general
representativo de un reactor con células inmovilizadas. Algunos autores han
trabajado columnas con un rango de altura de 45 a 61 cm, didmetro de 5a 9 cm
y un volumen de trabajo de 0.551a 21, para planta piloto la altura es de 120-150
cm trabajando con aproximadamente 1001 (O'Reilly y Crawford 1989; Heitkamp
et al. 1990; Shim y Yang 1999; Cheng et al. 2003; Martin et al. 2000; Jiang et al.
2002).

Se debe considerar la densidad de empaque debido a que contribuira a la

distribuciéon homogénea del medio de cultivo y proporcionard el area de
superficie de contacto adecuada. El material de empaque deberd mostrar
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resistencia mecdnica y que no se dafie por efecto de abrasion, debe proporcionar
una alta capacidad de retencién celular por cada gramo de material. Por otro
lado, a partir del volumen del liquido y el flujo de entrada, se conocera el tiempo
de retencion del plaguicida en la columna para que pueda ser transformado por
el consorcio bacteriano.

La inmovilizacién celular se desarroll6 para optimizar procesos y hacerlos mas
précticos. Para ello se han disefiado biorreactores de tipo columna, con los cuales
poder recircular la mezcla de contaminantes, durante varios ciclos. Son dos
modelos de biorreactores tipo columna a partir de los cuales se han hecho
modificaciones y se muestran en la Tabla 11.4.

_________ |
g | EE |
Soporte para la @"5’@@@ I
Joports para. 5y T |
inmovilizacion @m%@@ | Colecta de
o e [—-
mmestra
o ol |
[ s o gt |
171 Matraz con medio de
cultivo ¥ mezcla de
plagunicidas
Bomba
peristaltica Recirculacion de residuo — — — —

Figura 11.6. Esquema general del reactor de lecho empacado con células inmovilizadas
y recirculacién de medio.

211



Los Plaguicidas en México: aspectos generales, toxicoldgicos y ambientales

Tabla 11.4. Descripcién de las columnas con biomasa inmovilizada para el tratamiento
de xenobiéticos.

Tipo de columna Descripcion
Lecho fluidizado Sistema agitado con aire, en donde
— — Alimeniaclon particulas o fl6culos contienen la biomasa y

. estin  suspendidos. Proporciona una
considerable superficie de contacto con los

nutrimentos. Permite retener altas
poersis concentraciones de biomasa (Perpich y
Laubacher 1996; Wu et al. 2003).

Entrada de aire

alternativa
Cama empacada, pelicula fija Esta columna se empaca con materiales
Alimentacién porosos los cuales ofrecen una mayor
= superficie de contacto. El influente
| contaminado pasa a través del soporte
4 durante varios ciclos de tratamiento
1 (Rittmann y McCarty 2001).
] Camara de
o] 2 reciclaje
a .
‘oo’
Sreey )
Pl e es oo R |
Rllass |
Producto
Sai‘_Q._
Bomba

Tipos de biorreactores utilizados en la inmovilizacion celular

El sistema de lecho fluidizado ha sido ampliamente aplicado en el tratamiento
de aguas residuales municipales cuyo contenido es alto en materia organica; en
el tratamiento de efluentes provenientes de tenerias y rastros para la remocién
de metales pesados, de nitratos, nitritos, sulfatos y fosfatos, utilizando
microorganimos tales como Chlorella vulgaris, Spirulina platensis, Rhizopus
arrhizus entre otros hongos, algas y cianobacterias. Los materiales empleados
para la inmovilizacién de biomasa en este sistema son formadores de geles
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(alginatos, carragenina, poliacrilamida) y fléculos (biosorbentes granulados,
carbon activado, lodos residuales). Entre las principales limitantes de este
sistema se encuentran los altos requerimientos de energia para la aireacion,
algunos materiales empleados muestran poca resistencia mecanica por lo que se
generan cantidades considerables de lodos como producto de la desintegracién
de los fléculos. Los compuestos halogenados son dificiles de eliminar de un
sistema aerobio (Cafizares et al. 1993)

Por su parte el sistema de lecho empacado, ha sido aplicado con éxito en el
tratamiento de efluentes industriales y de mezclas de residuos peligrosos, tales
como plaguicidas, hidrocarburos alifaticos, policiclicos arométicos y PCB. Este
sistema se basa en la formacién de biopelicula sobre soportes porosos, permite
trabajar condiciones aerobias y anaerobias, no se forman lodos como
subproducto, la biomasa asi como el material poroso se recuperan y se
reutilizan. Bacterias del género Flavobacterium, Pseudomonas, Rhodococcus,
Acinetobacter sp. y otras de la familia Enterobacteriaceae son frecuentemente
aisladas ya que tienen la capacidad de producir compuestos con propiedades
adhesivas y biosurfactentes lo que permite fijarse a superficies y ademds hacer
mas biodisponibles algunos compuestos de baja solubilidad. Comtanmente el
modo en que se opera este sistema es de flujo ascendente con recirculaciéon de
residuo por varios ciclos, de esta forma se incrementa la eficiencia en la
remocion, y los materiales empleados tienen mayor resistencia mecanica (Jajuee
et al. 2006; Singh y Walker 2006).

En el disefio de columnas con células inmovilizadas se considera como criterio
principal su altura y diametro, ya que de ello dependeré el volumen nominal y
de trabajo. Otros parametros considerados son el flujo, tiempo de residencia
hidraulica de la mezcla de contaminantes en la columna, el cual se estima con el
flujo y el volumen de trabajo del reactor. Por otra parte el material de soporte,
tamafio de particulas, la densidad de empaque contribuirdn a la distribucién
homogénea del medio de cultivo y proporcionard el drea de superficie de
contacto adecuada para los microorganismos inmovilizados. El material de
soporte debe mostrar resistencia mecanica y no dafiarse por efecto de abrasion
o friccién, debe proporcionar una alta capacidad de retencion celular por cada
gramo de material (Richins et al. 2000; Jiang et al. 2002). La diversidad en el
disefio, dimensiones y modo de trabajo de las columnas varia dependiendo de
la aplicacién, tipo de contaminante, cantidad y volumen. En la Tabla 11.5 se
muestran los valores de dimensiones de columnas reportadas por diferentes
autores.
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Tabla 11.5. Dimensiones de columnas reportadas por O'Reilly y Crawford 1989; Heitkamp
et al. 1990; Shim y Yang 1999; Cheng et al. 2003; Martin et al. 2000; y Jiang et al. 2002.

Laboratorio Planta piloto
Didmetro (cm) 5-9 32-29
Altura (cm) 45-61 120-150
Volumen (L) 0.8-3.8 100

De acuerdo con Caiiizares (1993 y 1994), los sistemas de tratamiento biolégico
que emplea la biomasa inmovilizada en biopelicula, pueden tener varias
configuraciones, desde los discos giratorios, membranas microporosas, pero
independientemente de la configuracion que tenga el reactor, los sistemas con
biopelicula han mostrado un mejor desempefio comparado con los sistemas de
biomasa en suspension, ya que no generan fléculos o lodos, es més facil de
operar y es energéticamente econémico.

Se debe considerar la densidad de empaque debido a que contribuira sobre la
distribuciéon homogénea del medio de cultivo y proporcionard el area de
superficie de contacto adecuada. El material de empaque deberda mostrar
resistencia mecanica y que no se dafie por efecto de abrasioén, debe proporcionar
una alta capacidad de retencion celular por cada gramo de material. Por otro
lado, a partir del volumen del liquido y el flujo de entrada, se conocera el tiempo
de retencion del plaguicida en la columna para que pueda ser transformado por
el consorcio bacteriano.

Aplicaciones de la inmovilizacion celular en la degradacion de plaguicidas

En las ultimas dos décadas se han publicado trabajos que emplean biomasa
inmovilizada para la producciéon de biosurfactantes, degradacion de
plaguicidas, entre otros xenobiodticos (Tabla 11.6). Los materiales mas utilizados
para la inmovilizaciéon celular y de enzimas son: hidrogeles como
polivinilalcohol, alginato de sodio, agar, poliacrilamida, polietilenglicol; en
segundo lugar los soportes porosos como la cerdmica, la sepiolita, silica, espuma
de poliuretano, celulosa, entre otros.

Un material de soporte destinado a la inmovilizacion debe ser: inerte, no toxico,
térmicamente estable para resistir la esterilizacién, barato, si es posible
regenerable, y debe tener una gran capacidad de retencion. Y por otro lado no
debe, influenciar el metabolismo celular o alterar el medio de fermentacioén (Rase
1992).
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Tabla 11.6. Estudios de aplicacién de la inmovilizaciéon para la biodegradacion
de plaguicidas y otros xenobibticos.

Aplicacién Matriz/material Referencia

Biodegradaciéon de 24 D y | Formacién de biopelicula en | Santacruz et al. 2005
DDT tezontle

Biodegradacion de | Perlas de polivinil alcohol | Wu et al. 2003 ; Cheng et
colorantes (PVA) al. 2003
Biodegradacién de coumafés | Perlas de cryogel PVA Jin-Woo et al. 2002
Biodegradacion de | Perlas de alginato y espuma de | Niazi y Karegoudar 2001
dimetilftalato poliuretano
Degradacion de naftaleno Perlas de agar, alginato, | Manohar ef al. 2001
poliacrilamida y esponja de
poliuretano
Biodegradacion de paraoxoén | Silica-silicon y poliuretano Igbal y Ballesteros 2000
y diclorvos
Remocién de propacloro Sepiolita granular (material de | Martin et al. 2000
ceramica)
Biodegradacion de paraoxén | Celulosa Richins et al. 2000
Hidrélisis de paraoxén Polietilenglicol hidrogel Andreopuolos et al. 1999
Biodegradacion de | Polietilenglicol Wang et al. 1999
pentaclorofenol
Detoxificacion de paraoxén, | 909 PP Mulchandani et al. 1999

diazinén, coumafés, paration
metilico y etilico

Biodegradaciéon de BTEX Superficie porosa de algodén y | Shim y Yang 1999

acero
Remocién de etileno Biofiltro Elsgaard 1998
Biotransformaciéon de | Alginato y silicon-alginato Nikolova y Ward 1993,
benzaldehido 1992
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CAPITULO 12
SORCION DE PLAGUICIDAS EN SUELO: RETENCION O LIBERACION
DE CONTAMINANTES

Angeluz Olvera-Velona! y Arturo Colin-Cruz?
Introduccién

La sorcion es el proceso mediante el cual, las moléculas denominadas sorbatos,
presentes en solucion, se adhieren a la superficie de un sélido denominado
sorbente, esto es a través de fuerzas fisicas, quimicas o una combinacién de
ambas. La desorciéon de una molécula sorbida, involucra remover el sorbato y,
simultaneamente, restablecer la capacidad de sorcién original del sorbente
(Slejko 1985; Calvet 1989). La sorcion incluye todos los fenémenos de superficie
activa tales como la adsorcién, precipitacion, intercambio iénico tamizado
molecular y absorcion (Rouquerol, 1999).

El mecanismo de sorcion comprende cuatro etapas (Figura 12.1) (Metcalf y Eddy
2003). A continuacion se hace una descripciéon mas detallada de éstas:

1. Transferencia del soluto desde el seno de la fase liquida hacia la pelicula
liquida que rodea el sorbente, esta transferencia se lleva a cabo por
difusién y/o conveccion.

2. Transferencia del soluto a través de la pelicula liquida hacia la superficie
del sorbente, caracterizada por el coeficiente de transferencia de masa
global externa (Kf), parametro inversamente proporcional a la resistencia
ejercida por la pelicula externa a la transferencia de masa.

3. Difusién del soluto en el sorbente bajo los efectos del gradiente de
concentracion. Esta difusion puede hacerse en estado libre, en el liquido
intraparticular, el coeficiente de difusién porosa (Dp) caracteriza esta
migraciéon; o en estado combinado, de un sitio de sorcién a otro
adyacente, el coeficiente superficial (Ds) es especifico de esta etapa y
corresponde a la difusién a lo largo de la superficie del poro del sorbente.
Algunos autores no establecen diferencia entre estos coeficientes y los
agrupan como uno solo.

4. Sorcion. Este fenémeno corresponde al sistema de mas baja energia y se
caracteriza por las interacciones soluto-soporte que pueden ser de dos

1 Centro de Investigacién en Biotecnologia, Universidad Auténoma del Estado de Morelos. Av.
Universidad 1001 col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México. C.P. 62209.

2 Facultad de Quimica, Universidad Auténoma del Estado de México. Paseo Col6n esq. Paseo Tollocan
s/n, Toluca, Estado de México, México. C.P. 50100.
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tipos: la sorcion fisica (fisisorcion) que se basa en las fuerzas
intermoleculares débiles (Van der Waals o electrostatica), cuyos efectos
son reversibles, y la sorcion quimica (quimisorcién) que se basa en las
fuerzas de naturaleza covalente con efectos casi siempre irreversibles. La
existencia de tales enlaces supone la presencia de sitios reactivos.
Siempre intervienen simultaneamente los dos fenémenos, pero la
fisisorcion parece ser el mecanismo preponderante.

Solucion | Capa limite Particula de
E adsorbente
|
Estado en ! Estado
solucion ll adsorbido
C Transporte | Jransporte | Transporte ).
*«
en el fluido | depelicula en la particula
I 5
— ' .
1 : 2 ] . 3 ] 4
| i |
!
I

Figura 12.1. Diagrama del mecanismo de sorcién en una particula porosa.
(Metcalf y Eddy 2003).

En general estas etapas se efecttian en serie. Para la mayoria de los autores, las
etapas 1y 4 son rapidas, por lo tanto, son la transferencia de masa a través de la
pelicula y de difusién en el interior del sorbente (superficial y porosa) las que
controlan la cinética de sorcién. El proceso de sorcién depende de la naturaleza
y la estructura del sorbente, de las propiedades fisicoquimicas del sorbato y del
medio en el cual la sorcién debe efectuarse. El medio puede intervenir
modificando las propiedades fisicoquimicas del sorbente (solubilidad, carga
superficial, caracter hidrofébico/hidrofilico entre otros), y la accesibilidad a los
sitios de sorcion por recubrimiento de la superficie externa del sorbente, o bien,
introduciendo compuestos susceptibles de entrar en competencia con el
contaminante del cual se busca su eliminacion. La sorcién es un término general
que engloba la adsorcién y desorcion. La adsorcién es la acumulacion de una
sustancia en una interfase, como la superficie del sélido. La desorcién se refiere
al proceso contrario, es decir, la liberacién de los compuestos retenidos (Xing y
Pignatello 1996; Colin 2007).

La adsorcién en el suelo resulta de una afinidad entre particulas del mismo y el
compuesto en solucién, lo que provoca su acumulacién en la superficie de las
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particulas del suelo. La adsorcién puede deberse a la atraccion fisica, quimica y
al intercambio i6nico. La atraccion fisica se debe principalmente a las fuerzas de
enlace de Van der Waals, su quimica se origina en una reacciéon entre la
superficie s6lida y el compuesto soluble (Xing y Pignatello 1996). Este proceso
juega un papel importante en la actividad de los plaguicidas, la persistencia y la
degradacion de los mismos. La sorcién puede dar lugar a una inactivacion de los
plaguicidas, ya que estas moléculas al quedar bloqueadas no pueden ejercer su
efecto toxico. Por ejemplo si la textura del suelo es arcillosa y la adsorcién es
mayor, se deben aplicar dosis mayores para conseguir los efectos deseados. Asi,
también la adsorcién puede dar origen a un aumento de la persistencia de los
plaguicidas en el suelo, con el riesgo de contaminacién. Por ejemplo si la
adsorciéon produce una separacién irreversible de la molécula de la forma activa,
entonces la pérdida de actividad sera permanente, pero si se producen cambios
en las condiciones ambientales (temperatura, humedad, o la estructura del
suelo) se pueden originar desprendimientos lentos del compuesto, de modo que
vuelve a entrar en el sistema biolégico y, de alguna forma, entrar en la cadena
alimenticia y ser téxico para los diferentes organismos no blanco. También
pueden influir retrasando o impidiendo la degradacién, ya que mientras que
estos compuestos estan adsorbidos los mecanismos de descomposicién no
pueden actuar o actian més lentamente.

Es por ello que la adsorcion probablemente es la forma mds importante de
interacciéon entre suelo y plaguicida. Ella puede cambiar de una forma
completamente reversible a una totalmente irreversible.

Mecanismos de adsorcién/desorcion

La interaccién adsorcién/desorciéon da como resultado que la molécula del
plaguicida quede retenida en el suelo, principalmente sobre las arcillas y la
materia organica, segiin los siguientes mecanismos:

Cambio idnico. Cuando las moléculas de los plaguicidas tienen un
comportamiento catiénico pueden intercambiarse con los cationes inorganicos
que saturaban inicialmente la arcilla o la materia organica, asi quedan retenidas
por fuerzas electrostaticas. Este mecanismo depende del pH del suelo, ya que
éste influye en la carga de los minerales de la arcilla y de la materia organica,
ademas, el pH también afecta la carga en las moléculas de varios plaguicidas.
Por ejemplo la triazina (T) se protona a bajo pH.

T + HO <==>HT* + OH-
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El cation HT* es adsorbido en superficies cargadas negativamente de las arcillas
y materia organica.

Enlace por puentes de hidrogeno o puentes de agua. Es el mecanismo principal
por el que las moléculas no idnicas polares se adsorben a los minerales arcillosos
y a la materia orgénica. En este enlace los &tomos de hidrégeno, forman puentes
entre dos a&tomos electronegativos.

X-H—Y

XeY pueden ser: O, N, F, Cl entre otros. También se pueden establecer puentes
de H>O entre la molécula del compuesto organico y la particula mineral, tal
como sucede en los suelos humedos.

Cambio de ligando. Reemplazamiento de uno o més ligandos en los complejos
entre iones metélicos y el suelo. El plaguicida acttia como agente quelante fuerte,
desplazando los ligandos que estaban previamente, por ejemplo el agua. Asi
pues, el metal en esta ocasion acttia como puente en la adsorcion del plaguicida.

Enlace por transferencia de carga. Es la interaccién que se produce cuando
existe una transferencia de electrones entre un dador rico en electrones, como
son muchos plaguicidas, y un aceptor deficiente en electrones, como las
quinonas que existen en la materia orgénica.

Fuerzas de Van der Waals. Los compuestos organicos neutros (moléculas
apolares) pueden interaccionar con particulas minerales a través de débiles
interacciones fisicas. Para ello la molécula debe tener tamafio grande. Las fuerzas
fisicas, relativamente débiles, en general, se superponen a las demads
interacciones. Su importancia aumenta con el tamafio de la molécula adsorbida.

Interacciones hidrofébicas. Son propiedades de los compuestos de baja
solubilidad en agua, plaguicidas no polares, como los PCB y disolventes
organicos. Consiste en la adsorcién de compuestos de elevado coeficiente de
reparto octanol: agua (lipdfilos) a la superficie de un adsorbente hidréfobo
(ceras, lipidos, porciones apolares de sustancias humicas).

Adsorcion fisica. También llamada no especifica, estd basada en fuerzas de
atraccién relativamente débiles, como la atraccién electrostatica y las fuerzas
Van der Waals. Las especies adsorbidas mantienen su esfera de agua coordinada
y, por lo tanto, no pueden acercarse a la superficie mas de lo que le permite el
radio del i6n hidratado. La adsorcion se ve favorecida por iones que tienen una
densidad alta de carga, es decir, los iones trivalentes tienen preferencia sobre los
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univalentes. Ademas, un efecto de entropia promueve la adsorcién fisica de las
especies poliméricas como los 6xidos de Fe y Al

Adsorcion quimica. O especifica, estd basada en las fuerzas de atracciéon mas
fuertes que las fisicas. Como en ella participan enlaces de hidrégeno e
interacciones de electrones orbitales 1, las especies adsorbidas pierden sus
esferas hidratadas y pueden acercarse hasta la superficie a una distancia tan
pequena como el radio iénico. La adsorciéon quimica estd limitada a una sola
capa.

Reacciones de intercambio idnico. Tanto las particulas minerales como las de
material orgénico pueden tomar cationes de la solucién y liberar una cantidad
equivalente de otro catién a la solucién. Este proceso se denomina intercambio
catiénico. La capacidad de intercambio catiénico (CIC) para una fase
determinada, es la medida del nimero de puntos de intercambio presentes en
100g de material. Metodolégicamente se determina midiendo los iones amonio,
absorbidos de una solucion de acetato de amonio 1 mol! a pH 7.

Cinéticas de sorcion

La cinética es la velocidad de sorcién de un contaminante sobre una superficie
activa (sorbente), tiene la misma forma que cualquier proceso quimico o cinética
de reaccion. Permite determinar el tiempo de equilibrio entre las fases (sélida y
liquida) y saber si el proceso de sorcién del sorbato es rapido o lento.

En el proceso de sorcion, el sorbato penetra en las cavidades y espacios libres
entre cada particula de material sorbente, por lo tanto la cantidad que es retenida
puede variar de un material a otro hasta alcanzar el equilibrio cinético, esto va a
depender principalmente de variables tales como temperatura, concentracion,
pH, tipo de interacciones existentes entre el material sorbente y las moléculas
del contaminante adsorbidas (Weber et al. 2004).

En la mayoria de los solidos, la superficie no es totalmente plana; en el caso de
los sélidos porosos y en particular en el caso de las zeolitas, la sorcién ocurre
fundamentalmente en los poros. Se reconocen tres tipos de poros: microporos,
son menores a los 2 nm de didmetro como es el caso de los poros de las zeolitas;
mesoporos, su didmetro es de entre 2 y 50 nm; y macroporos, su didmetro es
mayor a los 50 nm (Sing et al. 1985).

La sorcién, a diferencia del intercambio i6nico, es un fenémeno superficial en el
cual una especie se une a la superficie del mineral a través de fuerzas de
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atraccion débiles. Actualmente existen ciertos modelos matematicos empiricos
que se utilizan en la obtencién de parametros cinéticos de sorcion, los cuales se
describiran a continuacion.

Modelo de pseudo primer orden. Este modelo fue propuesto por Lagergreen,
es cominmente usado en sorbentes con superficie homogénea y sorcion fisica;
la velocidad de sorcién es proporcional a la concentracién de soluto (Torres-
Pérez et al. 2008) (Ecuacion 1).

_ Kt
q,=q.(1—e™") Ecuaciéon 1

Con la forma linealizada (Ecuacién 2):

Kt

log(q, —q,)=1o - L
g(q. —q,) =log(q,) 5303

Ecuacién 2

Donde 4.y g: son las cantidades de contaminante adsorbido (mg/ g) al equilibrio
y al tiempo t (h), respectivamente, y K. (h?) es la constante de sorcién de
Lagergren. La grafica lineal de log (g.-q:) vs. t permite encontrar la constante de
Lagergren como la pendiente.

Modelo de segundo orden. Este modelo es empleado para representar procesos
de quimisorcion sobre materiales heterogéneos (Gutiérrez-Segura et al. 2009) y
se representa en la Ecuacién 3:

1
q9, = g(l_abt) Ecuacién 3
Con la forma linealizada (Ecuacién 4):
1 1
q, = b In(ab) + 5 ) Ecuacion 4

Donde g: (mg/ g) es la cantidad de contaminante adsorbido al tiempo ¢ (h), a es
la constante de sorcién del contaminante (mg/g) y b es la constante de desorcién
(mg/ g). Representando en una grafica los valores experimentales de g: vs. In(t),
a partir de la pendiente se obtiene el valor de la constante de desorcién b y del
intercepto en el eje y se obtiene la constante de sorcion a.
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Modelo de pseudo segundo orden. El modelo de pseudo segundo orden fue
propuesto por Ho y McKay (2003) (Ho 2006); el ajuste de los datos
experimentales a este modelo indican que el proceso de sorcién se lleva a cabo
por mecanismos de quimisorcién. La expresion que representa este modelo es la
siguiente (Ecuacion 5):

dq )
L (g — g
" 4g.-49,) Ecuacién 5

Con la forma linealizada (Ecuacioén 6):

t 1 1
+—t

a. kg’ q,

Ecuacién 6

Donde g: y g. son las cantidades de contaminante adsorbido al tiempo ¢ y al
equilibrio (mg/g), respectivamente, y k es la constante de velocidad de pseudo
segundo orden para los procesos de sorcion (g/mg h). Asi, una grafica de t/g; vs.
t debera dar una relacién lineal con una pendiente de 1/3. y un intercepto 1/kq.?.

Isotermas de sorcion

El comportamiento a través de las isotermas de sorcion describe la cantidad de
sorbato adherido sobre la superficie del sélido, en funcién de la concentraciéon
de sorbato o en funcién de la masa de sorbente en equilibrio del mismo, siempre
a temperatura constante, representando uno o mas de los siguientes fenémenos:
captacién de una monocapa de sorbato, captacion en multicapas y condensacion
en poros (o capilares). Los modelos de isotermas méas conocidos son: isoterma
lineal, isoterma Freundlich, isoterma Langmuir, e isoterma Langmuir-
Freundlich, que a continuacién se describen:

Isoterma lineal. Representa la forma mas simple de una isoterma de sorcién,
cuando la seccién inicial de una isoterma se comporta en forma lineal, la
pendiente representa el coeficiente de distribucién, Ky (Fall et al. 2001).

El coeficiente de distribucion es la relacion entre el contenido de la sustancia en
la fase solida y la concentracién de la sustancia en la fase acuosa. Un valor bajo
de K; implica que la mayor parte del sorbato se encuentra en la solucién,
mientras que un valor elevado de K; indica que el sorbato tiene gran afinidad
por el sorbente (Ecuacién 7):

ge = KuCe Ecuaciéon 7
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Donde:

e Capacidad de sorcién (mg/g).

Ky Coeficiente de distribucion (L/g).

Ce Cantidad de soluto adsorbido y concentracién de soluto en el equilibrio

(mg/L).
Isoterma de Freundlich

Este modelo se aplica en estudios en lotes. La ecuacién empirica de Freundlich,
se basa en el proceso de sorcién sobre una superficie heterogénea (Gutiérrez-
Segura et al. 2009) y estd dada por la Ecuacién 8:

Cl/ n
q.= Ke~e Ecuacién 8
Donde:
e Cantidad de soluto adsorbido por peso unitario de sorbente (mg/g).
Kr Constante de Freundlich (mg!-1/rg-1L1/n).
Ce Concentracion de soluto en la solucién acuosa en el equilibrio (mg/L).
1/n Intensidad de sorcién del sorbato por el sorbente.

Isoterma de Langmuir

La ecuacion de isoterma més ampliamente usada para modelar el equilibrio de
sorcion es la ecuaciéon de Langmuir, la cual asume que la energia de sorcién de
cada molécula es la misma e independiente de la superficie que se cubre. La
sorcion se produce en determinados lugares y no se tiene una interaccion entre
las moléculas retenidas (Slejko 1985). La expresiéon matemética que describe este
modelo es la siguiente (Ecuacion 9):

QaPC,

7= 1+bC Ecuacion 9

Donde:
Ge Cantidad de soluto adsorbido por unidad de peso de sorbente (mg/g).
gmax  Capacidad maxima de sorcién (mg/ g).

Ce Cantidad de soluto en el liquido al equilibrio (mg/L).
b Constante de Langmuir, se refiere a la energia de sorcion (L/mg).

La isoterma de Langmuir se diferencia de la isoterma de Freundlich en que el
valor de la concentracién del sorbato en el sorbente tiende hacia un limite de
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saturacion en la ecuaciéon de Freundlich, lo cual no sucede en la otra. A veces se
llega a resultados satisfactorios con ambas ecuaciones (Aksu y Gonen 2004).

Isoterma de Langmuir-Freundlich

Este modelo es una combinacién de los modelos Langmuir y Freundlich
(Gutiérrez-Segura et al. 2009) y este es expresado en la Ecuacion 10:

KC 1/n

q. = Ecuaciéon 10

Donde:
e Cantidad de soluto adsorbido por unidad de peso de sorbente (mg/g).
Ce Cantidad de soluto en el liquido al equilibrio (mg/L).
K, b  Constantes empiricas del modelo de Langmuir.
1/n Coeficiente de Freundlich.

Las isotermas de Langmuir y de Freundlich son las que mejor explican los
procesos de sorcion de los plaguicidas en el suelo. La sorciéon de iones metalicos
sobre 6xidos se describe bien con la isoterma de Langmuir, mientras que la
sorcion de plaguicidas en particulas de arcilla y sobre el complejo arcilla-humus
se describe mejor con la isoterma de Freundlich. Con las isotermas de
adsorciéon/desorciéon podemos calcular el coeficiente de Kq y el coeficiente de
adsorcion tomando en cuenta el carbono organico (Koc), estos coeficientes son
pardmetros importantes para evaluar la sorcién y la disponibilidad de los
plaguicidas.

Caracteristicas del sorbente (suelo) y del sorbato (plaguicida) y su
importancia en la sorcion

La contaminacion del suelo y su consecuente reduccién en la capacidad para
proveer alimento a una poblacién creciente, es un tema critico sobre todo cuando
se considera la seguridad alimenticia de un pais. Solamente el 19% del territorio
mexicano es apto para la agricultura, y menos del 24% de esa superficie tiene
posibilidades de irrigacion. Es de importancia estratégica conocer las
condiciones del suelo, su distribucion, extensién y tendencias en el proceso de
degradacién, asi como los resultados de las politicas de restauracion y
mantenimiento de su calidad. La agricultura es una de las practicas relacionadas
a la degradacion del suelo, debido principalmente a la sobreexplotaciéon de
cultivos intensivos, ademdas del uso y abuso de agroquimicos, tanto de
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fertilizantes como plaguicidas (COFEPRIS 2010). Cuando los plaguicidas son
aplicados al follaje o directamente al suelo. Los residuos no se depositan en
forma homogénea, si no que aproximadamente un 50% permanece en los
primeros 2.5 cm. En general la zona de accion se ejerce hasta una profundidad
de 30 a 40 cm. Es por ello que la movilidad y distribucién de los plaguicidas en
el suelo depende de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo y del
plaguicida, asi como del ambiente y de las précticas culturales, es por ello que el
estudio del comportamiento de los plaguicidas en el suelo es muy complejo. Sin
embargo, los procesos de adsorcién/desorcion permiten predecir la movilidad
y la disponibilidad de estos contaminates en el suelo (Ortiz-Hernandez et al.
2011).

En numerosos trabajos se ha estudiado el efecto de las caracteristicas del suelo
(sorbente) sobre el sorbato (plaguicida) en el proceso de sorcion. Estos estudios
han demostrado una correlacion significativa entre las cantidades sorbidas del
plaguicida y el contenido de materia orgénica del suelo por lo que se infiere, que
la sorcién tiene lugar principalmente en las superficies orgéanicas. Pero cuando
la materia organica es menor al 2%, se manifiesta el efecto de los constituyentes
inorgénicos tales como la fraccion mineral de las arcillas (Sanchez-Martin y
Sanchez-Camazano 1991; Zheng y Cooper 1996; Pignatello 2000). Es por ello que
es importante tomar en cuenta las siguientes caracteristicas:

Materia organica

La materia orgénica del suelo constituye un sistema complejo y heterogéneo con
una dindmica propia e integrada por diversos grupos de sustancias. El concepto
de materia organica del suelo se usa generalmente para referirse a los
componentes de origen organico del suelo, incluyendo los tejidos animales y
vegetales, los productos de su descomposicién parcial y la biomasa del suelo. La
celulosa y la lignina proceden de los restos organicos de vegetales, mientras que
los restos animales son utilizados como fuente de proteinas por los
microorganismos del suelo. La sintesis del humus esta controlada por una serie
de procesos quimicos (oxidacion polimerizacién), procesos fisicos (desecacion)
y procesos biolégicos (sintesis microbiana). Las ligninas, los compuestos
fenolicos, los compuestos nitrogenados y las sales minerales funcionan como
materias primas que se incorporan a un proceso de sintesis de moléculas cada
vez mas complejas y con nuevas propiedades fisico-quimicas, mientras que los
procesos de mineralizaciéon suponen una simplificacién, los procesos de
humificacién incrementan la complejidad de las sustancias que se obtienen. El
conjunto de moléculas himicas, resultado de esta cadena de sintesis, se conoce
como humus. Los estudios sobre sorcion de plaguicidas por los componentes de
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la fracciéon htmica y de los minerales de las arcillas son de interés, ya que
permiten dilucidar el posible mecanismo de interaccioén por lo cual son retenidos
en el suelo.

Minerales de la arcilla

Los componentes cristalinos de esta fraccion son los silicatos laminares
(caolinita, haloisita, montmorillonita, vermiculita), silicatos fibrosos (sepiolita y
paligorskita) y los minerales no laminares (feldespatos, 6xidos de hierro y
carbonatos). Los compuestos amorfos son aloanas y 6xidos amorfos. Estos
minerales estan constituidos por laminas formadas a su vez por capas o estratos
de dos tipos:

a) Tetraédricas, formadas por tetraedros de silice unidos por las bases.
Estos tetraedros poseen un atomo de silicio (Si) en el centro y atomos de
oxigeno o hidroxilo en los vértices. Se disponen en un enrejado
hexagonal con las bases en un mismo plano y todos los vértices sefialan
en un mismo sentido.

b) Octaédricas, constituidas por octaedros con dtomos de Al, Fe o Mg en el
centro y oxigenos o hidroxilo en los vértices. Ambas capas, cuando van
unidas, para formar la lamina, lo hacen compartiendo oxigenos y/o
hidroxilos en los vértices.

Segtin el namero de capas que forman su ldmina caracteristica, los silicatos
laminares se clasifican en silicatos 1/1 (capa tetraédrica y capa octaédrica) y
silicatos 2/1 (dos capas tetrédricas y una octaédrica). En algunos silicatos del
tipo 2/1, las sustituciones isomorficas de Si por Al en la capa tetraédrica, y de Al
por Mg en la octaédrica, originan la aparicién de un exceso de carga negativa en
las ldminas que se compensa con la entrada de cationes externos o de cambio
(Ca%*, Na*, Mg?* ) que actdan de puente entre las laminas.

Los cationes de cambio asi como el agua de hidratacion de los mismos pueden
ser sustituidos en determinadas condiciones por moléculas organicas, dando
lugar a la formacion de complejos de adsorcion. La formacién de estos complejos
de adsorcioén (silicato + molécula orgénica) modifica el espacio interlaminar del
silicato, produciendo una expansién del mismo facilmente observable mediante
difraccion de rayos X.

Textura

Las estructuras granulares presentan una elevada porosidad y favorecen la
volatilizacién, oxidacién y transporte del plaguicida; los suelos de textura gruesa
dan resultados similares. Los suelos se clasifican en funcién a su tamafio de
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particula, sus tres principales componentes son las arcillas (< 0.002 mm), los
sedimentos (0.002 - 0.05 mm) y las arenas (0.05 - 2.0 mm). Es importante
considerar esta propiedad, ya que la relacién area/volumen de los diferentes
tipos de particula, tiene un impacto directo sobre las propiedades fisicas,
quimicas y biolégicas del suelo. A continuacién se mencionan algunas de las
caracteristicas de suelos con diferentes tipos de texturas:

Textura arenosa. Suelo bien aireado, facil de trabajar, pobre en reservas de agua
y elementos nutritivos, y con baja capacidad de cambio anidnica y catiénica.

Textura limosa. El exceso de limo y la insuficiencia de arcilla pueden provocar
la formacién de una estructura masiva, que va acompanada de malas
propiedades fisicas. Esta tendencia se corrige con un contenido suficiente en
humus y en calcio.

Textura arcillosa. Suelo quimicamente rico pero con malas propiedades fisicas,
medio impermeable y mal aireado, constituye un obstaculo para la penetracion
de las raices; trabajo del suelo dificil debido a la fuerte plasticidad (estado
htiimedo) o a la compactacién (estado seco); una buena estructura, favorecida
por la humificacion corrige en gran parte estas propiedades desfavorables.

Textura equilibrada o franca. Corresponde al estado 6ptimo, ya que presenta la
mayor parte de las cualidades de los tres tipos anteriores. Por ejemplo la
granulometria, favorable para el cultivo, es de 20 a 25 % de arcillas, 30 a 35% de
limo, y 40 a 50% de arena.

pH

El pH es el criterio mas utilizado para determinar si un suelo es 4cido o alcalino.
También permite definir la movilidad de un catién, debido a que a un pH
moderadamente alto se produce la precipitacion como hidréxidos (Porta et al.
1994). El pH determina el grado de adsorcién de iones por las particulas del
suelo, afectando asi su solubilidad, movilidad, disponbibilidad y formas i6énicas
de un contaminante y otros constituyentes del suelo (Weber et al. 2004). La
solubilidad de muchos contaminantes inorganicos cambia en funcién del pH y
normalmente su movilidad disminuye con altos valores de este tultimo. Las
formas catiénicas (NH4+, Mg2+, Ca2+) son mds solubles a pH acido mientras
que las formas aniénicas (NO3-, NO2-, PO4 3-, Cl-) son mas solubles al pH
alcalino. La influencia del pH del suelo en la adsorcién de los plaguicidas va a
depender de la naturaleza de los compuestos y del tipo de enlaces involucrados
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en el proceso de adsorcién. Asi, por ejemplo los enlaces hidroéfobos dependeran
del pH, y el enlace por puente de hidrégeno estara limitado al medio acido.

Por otro lado, las propiedades del plaguicida también juegan un papel
importante en el proceso de sorcién es por ello que se recomienda tomar en
cuenta las propiedades siguientes:

Volatilidad. La volatilidad representa la tendencia del plaguicida a pasar a la
fase gaseosa. Se mide a partir de la constante de Henry, que depende de la
presion de vapor en estado liquido y de la solubilidad en agua. Por lo tanto
representa el reparto del plaguicida entre la fase liquida del suelo y la atmésfera.
Asi, por ejemplo, un compuesto con presion de vapor alta pero muy soluble en
agua, tiene una volatilidad baja, ya que una solubilidad en agua elevada puede
hacer que compuestos con presiones de vapor altas permanezcan en el suelo
cuando en éste haya agua suficiente como para que se mantenga en disolucion.

Coeficiente de reparto. Se define como la relaciéon de concentraciones de
cualquier especie molecular entre dos fases (por ejemplo, en dos liquidos
inmiscibles, o un liquido y un gas) en equilibrio. Esta relacién se expresa
mediante la Ecuacién 11:

K=C(fase 1)/ C(fase 2) Ecuacion 11
En el caso de plaguicidas se emplea el coeficiente de reparto octanol:agua (Koa),
que mide la hidrofobicidad (o la lipoafinidad) de un compuesto. El Koa
proporciona una estimacion de la posible distribucién del contaminante entre el
suelo (materia organica) y el agua.

Solubilidad. Es el factor transcendental por dos razones fundamentales:
a) La fase liquida del suelo es una fase acuosa, lo que condiciona la
dinamica del plaguicida asociado a dicha fase.
b) Los plaguicidas con mayor cardcter contaminante son poco solubles en

agua.

Si el coeficiente de adsorciéon del plaguicida es pequefio, indica una alta
movilidad de un plaguicida soluble.

Adsorcién. Regula la tendencia del plaguicida a quedar retenido en el suelo. Si
el coeficiente de adsorcion del plaguicida es pequefio, indica una alta movilidad.
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Presentacién. La penetrabilidad y persistencia pueden verse influidas segtin sea
la presentacién del producto en emulsién, polvo, granulad, entre otros.

pKa, pKb. Parametros significativos para los plaguicidas que se comportan
como acidos y como bases débiles, ya que determinan el rango de pH en que se
comportan como especies neutras o ionizadas.

Caracter quimico. Estd determinado fundamentalmente por el nimero, tipo y
posicion relativa de los grupos funcionales. La adsorciéon es mayor en los
compuestos que tengan grupos funcionales con &tomos con pares de electrones
no compartidos (P=0, C=0, NH,) que exalten su capacidad de formacién de
puentes de hidrégeno y su poder de coordinacién a los cationes de cambio.

Tamafio y estructura molecular. Esta influye en la adsorcion y en la disposiciéon
de las moléculas organicas adsorbidas. La facilidad de penetracion en la
interldmina serd mayor cuanto mas elevado sea el momento dipolar y mas
pequeiio el tamafio molecular.

Momento dipolar y constante dieléctrica. Dan una medida de la influencia de
la polaridad en el fenémeno de adsorcion.

Acidez o basicidad del compuesto. Esta determinada por el valor del pKa o pKb
y del pH del sistema. Los compuestos acidos a valores altos de pH se convierten
en aniones, debido a su disociacién, mientras que los compuestos basicos,
cuando se protonan, se convierten en cationes.

Experiencias: sorcién de paratiéon y cadusafos en suelos agricolas del estado
de Morelos

Con la finalidad de predecir la movilidad y disponibilidad de los plaguicidas
organofosforados (OF) (paration y cadusafos) se realizaron estudios de sorciéon
en los dos tipos de suelos agricolas mas representativos del estado de Morelos,
México. Suelo de tipo andosol, generalmente tienen un origen volcanico,
hiimedos y de color oscuro por su alto contenido de materia organica, asi como
de un alto contenido de aluminio y hierro. El origen volcdnico trae como
consecuencia la presencia de minerales de tipo aluminosilicatos no cristalinos en
los que predominan aléfano, imogolita y ferrihidrita y complejos de humus-
aluminio. La acumulacién de carbono orgénico es otra propiedad de estos
suelos. La estabilidad de la materia organica parece que ocurre por la formaciéon
de complejos de aluminio-humus-aléfano-imogpolita. Otras de las propiedades
de estos suelos incluyen la baja densidad, estructura granular, presencia de
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arcillas amorfas, elevado poder de retencién de fésforo, asi como su capacidad
de intercambio catidnico y retencion de agua. En el estado de Morelos estos
suelos ocupan el 12% de la superficie terrestre y estan distribuidos en la region
templada en la zona norte del estado. Estos suelos son forestales y por sus
caracteristicas fisicas son importantes en la regulacion del almacenamiento y
escurrimiento del agua de lluvia. Desafortunadamente en la actualidad, estos
suelos estan pasando de forestales a uso agricola.

El otro tipo de suelo estudiado son los vertisoles estos presentan un contenido
de arcillas expandibles de entre 40 y 70%. Su estructura es gruesa y el horizonte
A1 generalmente es de color negro, grumoso en la superficie (20 cm) con
estructura gruesa formada por grandes prismas, separados en los periodos secos
por grietas verticales de 2 a 5 cm. El contenido de materia orgénica va de 1 a 2%,
arcilla entre 40 y 70%, y CaCOs en todo el perfil del suelo. Presentan una
capacidad de cambio elevada entre 50 y 100 mEq/100g, saturado en calcio (Ca2*)
y magnesio (Mg?2*). Los plaguicidas estudiados fueron el paration [O,0-dietil O
(4-nitrofenil) fosforotioato] es un insecticida OF prohibido en paises como
Estados Unidos y algunos paises de Europa. En México se prohibié su uso en
1991, sin embargo, se sigue utilizando en campafias sanitarias gubernamentales.
Cadusafos [S,5-Di-sec-butil O- etil fosforoditioato] es un nematicida OF usado
principalmente para el control de quistes de nematodos e insectos del suelo, se
aplica generalmente a cultivos de citricos, platano, papa, tabaco y cafia de
azucar. En México se usa desde 1998 afio en que fue autorizado su uso
(CICOPLAFEST 2004). Los estudios de sorciéon llevados a cabo con estos
plaguicidas y dos tipos de suelo anteriormente mencionados se realizaron
mediante isotermas de adsorcién/desorcion en experimentos en lote tipo batch,
comparando los datos experimentales con el modelo de Freundlich. Los
resultados mostraron que la adsorcion tiene un comportamiento lineal, por lo
que la retencién de los plaguicidas fue caracterizada por Kq de la sorciéon a 24
hrs de equilibrio del plaguicida con el suelo. El orden de adsorcién de los
plaguicidas fue paratiéon > cadusafos. Respecto a los tipos de suelo el orden de
sorcion del paration fue andosol > vertisol. El orden de sorciéon del paration en
los suelos estudiados fue andosol > vertisol. Los valores de K4 del paratién en el
suelo andosol fue de (75 Lkg?) y en el vertisol (38 Lkg1). Esto hace inferir que el
paration se adsorbe con mayor fuerza en el suelo andosol respecto al vertisol. Se
argumenta que el mecanismo de adsorcion puede llevarse a cabo por la
formacion de enlaces covalentes entre los acidos fulvicos y las arcillas minerales.

Respecto al cadusafos, la adsorcién fue menor que en la del paratién, lo que

indica que s6lo una pequena fraccién del cadusafos es retenida por el suelo, esto
puede ser relacionado con la solubilidad (248 mg/L) y la polaridad de este
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plaguicida, lo que refleja una mayor afinidad por la fase liquida del suelo. En
general, se admite que cuando la solubilidad es mayor de 30 mg/L existe un
riesgo potencial de que el plaguicida alcance el agua subterrdnea. Para
determinadas sustancias, la solubilidad en agua esta intimamente relacionada
con su movilidad, de forma que cuanto mayor es la solubilidad, mayor es la
movilidad. El paration tiene un nivel de movilidad de 1 donde el mayor es 5. La
movilidad del cadusafos no esta reportada pero los valores bajos de Kd (9 Lkg-
1) en suelo andosol y (7 Lkg-1) en suelo vertisol obtenidos hacen inferir que es
un plaguicida con alta movilidad, por lo que representa un riesgo de
contaminacion en mantos acuiferos.

Referencias

Aksu Z. y Gonen F. (2004). Biosorption of phenol by immobilized activated
sludge in a continuous packed bed: prediction of breakthrough curves.
Process Biochemistry. 39:599-613.

Calvet R. (1989). Adsorption of organic chemicals in soils. Environmental Health
Perspectives. 83:145-177.

CICOPLAFEST (Comision Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso de
Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Toxicas). (2004). Catélogo oficial
de plaguicidas. México. D.F. pp 7-13, 17-25.

COFEPRIS (Comisiéon Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios).
(2010). Plaguicidas. México.
http:/ /www.cofepris.gob.mx/wb/cfp/plaguicidas_y_fertilizantes

Colin A. (2007). Obtencién de un carbon activado proveniente de la pirolisis de
lodos residuales y su evaluacion como material de sorciéon. Tesis
doctoral. Facultad de Ingenieria. UAEM, Toluca, México.

Fall C., Chavarie C., Chaouki J. (2001). Generalized model of pentachlorophenol
distribution in amended soil-water system. Water Environment
Research. 73:110-117.

Gutiérrez-Segura E., Solache-Rios M., Colin-Cruz A. (2009). Sorption of indigo
carmine by a Fe-zeolitic tuff and carbonaceous material from pyrolyzed
sewage sludge. Journal of Hazardous Materials. 170:1227-1235.

Ho Y.S., y McKay G. (2003). Sorption of dyes and copper ions onto biosorbents.
Process Biochemistry. 38:1047-1061.

Ho Y.S. (2006) Second-order kinetic model for the sorption of cadmium onto tree
fern: A comparison of linear and non-linear methods. Water Research.
40:119-125.

Metcalf y Eddy. (2003). Wastewater Engineering treatment and reuse
International edition. Fourth edition Ed. Mc. Graw Hill, Inc. U.S.A. 1139-
1162 pp.

236


http://www.cofepris.gob.mx/wb/cfp/plaguicidas_y_fertilizantes

Sorcion de plaguicidas en suelo: retencion o liberacion de contaminantes

Ortiz-Herndndez M.L., Sdnchez-Salinas E., Olvera-Velona A. Folch-Mallol J.L.
(2011). Pesticides in the Environment: Impacts and its Biodegradation as
a Strategy for Residues Treatment, Pesticides - Formulations, Effects,
Fate, Margarita Stoytcheva Ed. InTech.
http:/ /www.intechopen.com/ articles /show/ title/ pesticides-in-the-
environment-impacts-and-its-biodegradation-as-a-strategy-for-
residues-treatment.

Pignatello J.J. (2000). The measurement and interpretation of sorption and
desorption rates for organic compounds in soil media. Advances
Agronomy. 69:1-73.

Rouquerol F., Rouquerol ]., Sing, K. (1999). Adsorption by powders and porous
solids: Principles, methodology and applications. Ed. Academic Press.

Sanchez-Martin M.]., Sanchez-Camazano M. (1991). Reletionship between the
structure of organophosphorus pesticides and adsorption by soil
components. Soil Science. 152:283-288.

Sing KS.W., Everett D.H., Haul R A.W. (1985). Reporting physisorption for
gas/solid systems. Pure and Applied Chemistry. 57:603-619.

Slejko F. (1985) Adsorption Technology: A Step-Step Approach to Process
Evaluation and Application. Marcel-Decker Inc. USA.

Torres-Pérez J., Solache-Rios M., Colin-Cruz A. (2008) Sorption and desorption
of dye remazol yellow onto a Mexican surfactant-modified clinoptilolite-
rich tuff and a carbonaceous material from pyrolysis of sewage sludge.
Water, Air & Soil Pollution. 187(1-4):303-313.

Weber ].B., Wilkerson G.G., Reinhardt F.C. (2004). Calculating pesticides
sorption coefficients (Kd) using selected soli properties. Chemosphere.
55:157-166.

Xing B. y Pignatello J.J. (1996). Time-dependent isotherm shape of organic
compounds in soils organic matter: Implications for sorption
mechanism. Environmental Toxicology and Chemistry. 15:1282-1288.

Zheng S.Q., Cooper J.F. (1996). Adsorption, desorption and degradation of three
pesticides in different soils. Archives Environmental Contamination
Toxicological. 30:15-20.

237


http://www.intechopen.com/articles/show/title/pesticides-in-the-environment-impacts-and-its-biodegradation-as-a-strategy-for-residues-treatment
http://www.intechopen.com/articles/show/title/pesticides-in-the-environment-impacts-and-its-biodegradation-as-a-strategy-for-residues-treatment
http://www.intechopen.com/articles/show/title/pesticides-in-the-environment-impacts-and-its-biodegradation-as-a-strategy-for-residues-treatment




PARTEV

DESARROLLO DE BIOPLAGUICIDAS






CAPITULO 13
FORMULACION Y APLICACION DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS
A ULTRA BAJO VOLUMEN (UBV)

Victor Manuel Herndndez-Veldzquez!, Guadalupe Pefia-Chora?, Roberto
Lezama-Gutiérrez3, Laura Lina-Garcial, Arisdel Jiménez-Toledano! y Karla
Tatiana Murillo-Alonso!

Introduccion

Los hongos entomopatégenos pueden ser utilizados en el control de insectos-
plaga en diferentes estrategias (Fuxa 1987). Cuando son empleados como
bioinsecticidas (incremento inundativo) es necesario producir masivamente el
entomopatogeno, formularlo y aplicarlo oportunamente en el campo para
disminuir la poblacion del insecto-plaga. El uso generalizado de
micoinsecticidas depende en gran medida de las técnicas de formulacién que
puedan mejorar su estabilidad, prolongar su persistencia en el campo y
aumentar su virulencia (Burges 1998; Jackson et al. 2010).

Sin embargo, una de las principales limitantes en el uso de los entomopatégenos
es la falta de una tecnologia de formulacion, la cual frecuentemente es simple o
inexistente (Moore y Caudwell 1997). La tendencia ha sido preservar los
conidios tal como son producidos y suspenderlos en aceites al momento de su
aplicacion. Diversos autores (Prior et al. 1988; Hernandez 2003; Cortez 2007)
indican que con esta practica mejora la efectividad y rapidez en causar la muerte
del insecto blanco respecto a las formulaciones suspendidas en agua. Por lo
general, se require que una formulacién se encuentre estable al menos 18 meses
en almacenamiento para el mercado agricola, y si el insecticida es producido por
contrato para aplicar en un tiempo especifico una estabilidad de 3 a 6 meses
puede ser aceptable (Couch e Ignoffo 1981).

El método mas comun para la liberacion de hongos entomopatégenos es la
aspersion, consiste en romper en gotas un formulado del hongo suspendido en
medio liquido, el cual es distribuido en el area objeto de control. Basicamente se
realizan aplicaciones en agua, utilizando >60 litros de agua/ha (terrestre o

1 Centro de Investigaciéon en Biotecnologia, Universidad Auténoma del Estado de Morelos. Av.
Universidad 1001 col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México. C.P. 62209.

2Centro de Investigaciones Bioldgicas, Universidad Auténoma del Estado de Morelos. Av. Universidad
1001, Colonia Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México. C.P. 62209.

3 Facultad de Ciencias Biol6gicas y Agropecuarias. Universidad de Colima. Km. 40 autopista Colima-
Manzanillo. Tecoman, Colima, México. C.P. 28100.
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aérea), y a ultra bajo volumen (UBV) el cual es definido como la aplicacion de
entre 0.5-5.0 litros de la suspensién/ha (modificado de Dobson 2001).

Una de las consideraciones mas importantes en el disefio del sistema de
produccién masiva de hongos entomopatdgenos es la compatibilidad del
producto con las técnicas de formulacioén y aplicacion, por ejemplo, el uso de
suspensiones del ingrediente activo en aceite para aplicacion a UBV requiere la
produccion de conidios lipofilicos, los cuales se suspendan facilmente en aceite
(Jenkins et al. 1998). Es necesario considerar el equipo disponible para la
aplicaciéon del hongo y la formulaciéon del mismo ya que estos aspectos estan
intimamente relacionados.

En la actualidad la mayoria de las investigaciones en formulacién de hongos
para el control de insectos-plaga del follaje, se concentran en la obtenciéon de
esporas lipofilicas producidas en medios sélidos o semisélidos y formulados en
polvo o en aceite (Moore y Cadwell 1997) para su aplicacién a UBV.

Formulacion

La formulacion es el proceso mediante el cual el ingrediente activo (conidio) se
mezcla con ingredientes inertes, coadyuvantes y surfactantes que acondicionan
al conidio para mejorar su vida de anaquel, manipulacién, aplicacion y
efectividad biolégica. Una formulacién debe ser apropiada para una variedad
de cultivos y para las condiciones del campo. Su uso debe de ser practico y por
lo general deben ser compatibles con los equipos empleados para su aplicacion.
Estos deben ser de una cantidad aceptable de acuerdo a la logistica,
almacenamiento, manipulacién, y volumen deseado para una aplicacion
(Bateman y Alves 2000).

La formulacién adecuada de estos microorganismos requiere de protecciéon
contra el efecto de la desecacion y radiacién ultra violeta (UV) durante y después
de la aplicacion (Burges 1998). La protecciéon de conidios se logra mediante
mezclas de adherentes-dispersantes de tipo aceitoso, o aquellos que faciliten que
el ingrediente activo quede encapsulado, esto permite que las gotas finas
impacten y persistan sobre los insectos que se desean controlar.

En condiciones de ambiente seco o de temperaturas altas es recomendable
utilizar emulsiones (formulaciones aceitosas) ya que se ha demostrado que estas
formulaciones son mas efectivas que las suspensiones acuosas (Hernandez et al.
2000). Estudios en laboratorio y campo han demostrado que insecticidas a base
de conidios de hongos entomopatégenos formulados en aceite mejoran la
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eficacia y rapidez para matar langostas, chapulines, mosquitas blancas y
coledpteros, entre otros insectos, que las formulaciones suspendidas en agua
(Bateman 1992; Smith 1997; Prior et al. 1988). Este tipo de formulacion se puede
extender en la aplicaciéon de patdgenos en el manejo de insectos-plaga en cafia
de aztcar, debido a las condiciones ambientales que se presentan en estos
agroecosistemas (Pefia-Chora et al. 2011).

Faria y Wraith (2007) documentaron 171 formulados que contienen como
principio activo hongos entomopatégenos, el 26.3 % se encuentran en sustrato
colonizado, el 20.5% en polvos humectable, 15.2% en aceites de dispersion, 2.9%
en granulos, 1.8% en cebos, 1.8 % en granulos humectables, 1.2% en aceite
concentrado miscible, 0.6% en suspensiones a UBV, 0.6% en polvos de contacto,
y concluyeron que se han identificado once diferentes tipos de formulacién, en
los cuales se incluye el concentrado técnico, que es el hongo colonizando el
sustrato, y el empleo de material técnico, que es el ingrediente activo aislado del
sustrato o medio de cultivo de produccién (FAO y OMS 2002).

Los formulados suspendidos solamente en aceite son aplicados a UBV. Esta
tecnologia es definida como la aplicacién de menos de cinco litros (Tabla 13.1),
usualmente 0.5 a 2 1/ha (Bateman 1997). En este sentido, se han propuesto tres
estrategias de formulacion: a) la preparacion de formulados en suspension
oleosa o resuspendidos con un minimo de agitacién, no requieren ser mezclados
o medidos por el operador; b) la preparaciéon de concentrados (aceites o polvos)
miscibles en aceite, para facilitar el transporte y almacenamiento; y c) el empleo
de técnicas de aplicacién a UBV de formulados en suspensién acuosa, para
aplicacién en trépicos himedos y zonas templadas (Bateman 1994).

Tabla 13.1. Volumenes usuales de aplicacion (1/ha) (Matthews 1988).

Volumen Cultivos bajos Arboles
Alto > 600 >1000
Medio 200 - 600 500 - 1000
Bajo 50 - 200 200 - 500
Muy bajo 5-200 50 - 200
Ultra bajo <5 <5

Aceites de origen vegetal y derivados del petréleo son intrinsecamente
compatibles con conidios lipofilicos, puesto que también son ingredientes
esenciales para realizar aplicaciones a UBV (Bateman 1997), también son capaces
de ser atomizados en pequefias gotas de 50-100 pum que no se evaporan hasta
llegar a su destino (Wraight et al. 2001), por lo que se emplean como vehiculo
aceites vegetales y derivados del petréleo las formulaciones de aceites
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disminuyen los riesgos asociados a las formulaciones en polvo como la
inhalacion de conidios, el contacto con la piel y ojos; los aceites vegetales tienen
la ventaja de ser aceptables para los sistemas de produccién organica, sin
embargo, pueden volverse rancios y dejar residuos pegajosos en la boquilla del
equipo, los aceites parafinicos se evaporan rapidamente y dejan menos residuos
(Ibrahim et al. 1999). Por lo anterior el uso de aceites y derivados del petréleo
(Tabla 13.2) son una opcién atractiva, no sélo para la aplicaciéon en campo (uso
de equipo convencional, aplicacién asperjada), sino también en la obtencién de
los conidios, ya que al realizar un formulado liquido los conidios pueden ser
lavados con aceites, evitdndose asi la volatilidad de los conidios y mejorando el
proceso de obtencion cosecha de estos (Wraight et al. 2001).

Tabla 13.2. Ingredientes empleados para desarrollar formulaciones de hongos
entomopatégenos (Wraight et al. 2001; Butt et al. 2001; Basilio 2006; Bastidas et al. 2009;
Hernandez et al. 2000; Vega-Aquino et al. 2010; Kim et al. 2011; Ravernsberg 2011).

Aceite de maiz Aceite de canola Lecitina

Aceite de oliva Aceite mineral Citrolina

Aceite de soya Aceite de Neem Alginato

Aceite de girasol Goma xantana Keratina

Aceite de linaza Tween-polisorbato Parafina

Aceite de ricino Transpore Vaselina

Acido oleico Acemin E Derivados de petréleo
Aceite de cacahuate Grenetina Oleato de sodio
Aceite de semilla de algodén | Glicerina(ol) Oleatos

Los conidios formulados en aceite aumentan su eficacia induciendo una mayor
mortalidad que los conidios en agua sola (Bateman et al. 1993; Inglis et al. 1996).
En general, se mejora la mortalidad mediante la reduccién de la dependencia de
humedad al recubrir los conidios con aceites (Bateman et al. 1993), sin embargo,
la eficacia de los conidios en la formulacion de aceite se ha mejorado mediante
la adicion agua (Batta 2003; Peng y Xia 2011).

Kim et al. (2011) evaluaron aceite de maiz, aceite de soya, aceite de semilla de
algodon, parafina y metil oleato como vehiculo (material inerte), y aceite de
ricino etoxilado y sorbitan monooleto como surfactantes para la formulacion de
los conidios de la cepa SFP-198 de I. fumosorosea obteniendo una germinacién de
91.6% a 8 horas de exposicion a 50°C del formulado a base de aceite de maiz.
Vega Aquino et al. (2010) formularon conidios de Isaria tenuipes y Nomuraea rileyi
en aceite mineral, aceite de canola, aceite de oliva, aceite de cacahuete y aceite
de girasol; evaluaron la mortalidad contra Spodoptera exigua y obtuvieron una
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mortalidad del formulado a base de aceite mineral par I. tenuipes ARSEF 4096
del 91%.

Aplicacién

La aplicacion del producto formulado es decisiva para que éste funcione, por
ello es importante desarrollar de manera consistente un formulado a gran escala
(dosis y volumen) y una estrategia de aplicacion (método de aplicacién, ajuste
del equipo, frecuencia y horario de la aplicacién). También es necesario conocer
la biologia del entomopatégeno y la susceptibilidad a las condiciones
ambientales (temperatura, humedad relativa, radiacion UV) (Bateman1997;
Hernéndez 2003; Ravernsberg 2011).

Cuando el hongo es formulado en aceite de alta viscosidad, ya sea de origen
vegetal o mineral, debe mezclarse con un aceite ligero para obtener un flujo
adecuado durante la aplicacion a UBV (Bateman 1994). Es conveniente
considerar que con algunos equipos de aplicaciéon a UBV la viabilidad del
conidio puede disminuir hasta un 30% debido a las temperaturas altas que
alcanzan estos equipos (Griffiths y Bateman 1997).

Sistemas de aplicacién

La aplicacion de hongos entomopatégenos a UBV puede ser aérea o terrestre
con sistemas de aplicaciéon de chorro de aire, presion hidraulica o tamafio de
gota controlada (CDA por sus siglas en inglés) (Chapple et al. 2000). De éstos, el
sistema mas eficiente es el CDA, seguido por el de chorro de aire y el de presién
hidraulica. Lo anterior debido a la uniformidad del tamafio de la gota, ya que la
eficiencia de la aplicacion depende de la relaciéon velocidad del aire y
uniformidad en el tamafo de la gota; asi las gotas pequenas son arrastradas
fuera del &rea objeto de control o bien las gotas demasiado grandes caen mas
rapido también fuera del area de control (Dobson 2001).

Persistencia

Los conidios formulados del hongo entomopatégeno pueden ser transferidos
por tres vias al insecto blanco: a) impacto directo con las gotas asperjadas; b)
infeccién secundaria por residuos de la aspersién en vegetacion y/o suelo; y c)
transmision horizontal del patégeno o ciclo secundario (Bateman et al. 1998).

Cuando los insectos son impactados directamente por la aspersion, es de poca
importancia la persistencia del formulado (Jenkins y Thomas 1996), sin embargo,
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en la contaminacién por residuos en vegetacion y suelo, la persistencia de las
esporas en el ambiente es importante, y esta ruta de infeccion puede ser
fundamental en el éxito de la aplicacion, ademas, depende en gran medida de la
formulacion (Langewald et al. 1997).

Los principales factores detrimentales que deben tolerar el formulado en campo
son: alta temperatura, baja humedad relativa y alta intensidad de luz (Moore y
Morley-Davies 1994). En este sentido se ha demostrado que conidios de M.
anisopliae acridum formulados en aceite, pueden tolerar temperaturas de hasta
55°C por varias horas (McClatchie et al. 1994) y germinan en humedades
relativas bajas (Bateman et al. 1993).

Se conoce que la luz ultravioleta (UV) es el principal factor ambiental
detrimental sobre entomopatégenos (Ignoffo et al. 1977) incluyendo a los hongos
B. bassiana, M. anisopliae y M. flavoviride (Zimmermann 1982; Moore y Morle-
Davies 1994; Inglis et al. 1997). La radiaciéon UV maés dafina es la UVC, pero ésta
es absorbida por la atmoésfera; por lo tanto, los organismos, las esporas de
hongos, entre otros, estan expuestos a UVB con longitud de onda de 280 a 320
nm y UVA con longitud de onda de 320 a 400 nm.

La radiacion UV causa dafos primarios (mutaciones de acidos nucleicos) y/o
secundarios (fotorreacciones), los cuales pueden conducir a la muerte celular,
aunque se desconoce el mecanismo exacto por el que causan la muerte de
esporas de hongos entomopatégenos (Inglis et al. 1995; Moore y Cadwell 1997).
En conidios de M. flavoviride el dafio por UV se refleja en la velocidad de
germinacion y muerte (Hunt et al. 1994; Moorley-Davies et al. 1996). No obstante,
para evitar estos dafios que hemos mencionado se pueden usar bloqueadores
quimicos o fisicos de luz ultravioleta, aunque la mayoria de los estudios con
estos protectores se han realizado sobre virus y bacterias (Martignoni e Iwai
1985; Shapiro 1992) y también con B. bassiana y Metarhizium flavoviride con
resultados favorables (Inglis et al. 1995; Moore et al. 1993), aunque sin justificar
aun su inclusion en formulaciones de hongos entomopatégenos (Moore y
Cadwell 1997).
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CAPITULO 14
HONGOS ENDOFITOS: UNA FUENTE PROMETEDORA DE
AGROQUiMICOS Y AGENTES DE BIOCONTROL

Martha Lydia Macias-Rubalcaval, Alvaro Ulloa-Benitez!, Irma Susana Rojas-
Tomé?, Brenda Lorena Sanchez-Ortiz!, Marbella Claudia Garcia-Méndez! y
Rosa Elvira Sanchez-Fernandez!

Introduccion

En las dltimas décadas, el uso sistemético de plaguicidas sintéticos ha permitido
incrementar la productividad de los cultivos. Sin embargo, las plagas resistentes
contindan ocasionando pérdidas de hasta el 40% de los plantios. A esta
problematica se suman los severos dafios ecoldgicos que ha provocado el uso
indiscriminado de agroquimicos (aproximadamente 500 mil toneladas diarias)
(Agrios 2010). Actualmente, una alternativa prometedora en la busqueda de
nuevos agroquimicos, menos toxicos, mas biodegradables y con un mecanismo
de accion més especifico, es la investigacién de los productos naturales, en los
cuales se incluyen a los derivados de los hongos endéfitos. En afios recientes,
distintos grupos de investigacion han propuesto a estos organismos como una
fuente potencial de agentes de biocontrol debido a que han demostrado que los
metabolitos secundarios que biosintetizan les confieren proteccién a la planta
hospedera contra herbivoros invertebrados y vertebrados, patégenos y plantas
competidoras (Arnold et al. 2003; Arnold y Herre 2003; Schulz y Boyle 2005;
Herre et al. 2007; Strobel 2006; Gao et al. 2010; Tejesvi y Pirttila 2011).

En particular, nuestro grupo de trabajo ha realizado diversos estudios sobre
hongos endéfitos aislados de plantas y arboles de la Reserva Ecolégica “El
Edén”, Quintana Roo, México. Algunas de las especies aisladas son nuevas y
pertenecen también a géneros nuevos, por lo que se estan reportando a medida
que se identifican. Los proyectos desarrollados abarcan diversos aspectos de su
ecologia quimica y de su potencial antagénico frente a otros organismos. Las
pruebas bioldgicas realizadas con los extractos organicos obtenidos de los
principales hongos endéfitos que hemos aislado, nos han permitido poner en
evidencia su efecto antagénico contra plantas y otros hongos, tanto endofitos
como fitopatégenos de importancia agricola, asi como demostrar que la
actividad estad relacionada estrechamente con la produccién de metabolitos

! Instituto de Quimica, Departamento de Productos Naturales, Universidad Nacional Auténoma de
México. Circuito Exterior, Ciudad Universitaria, D.F. México C.P. 04510.

2 Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Insurgentes Sur 3877, col. La Fama, Tlalpan 14269,
Meéxico, D.F.
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secundarios. Por otra parte, el estudio biodirigido de algunas de las especies
nuevas ha conducido a la obtencion de moléculas también novedosas con
propiedades fitot6xicas y fungitoxicas. La investigacion de los modos de accién
de estos compuestos se encuentra en curso. Los resultados generados hasta el
momento permiten inferir que los metabolitos secundarios producidos por los
hongos endéfitos pueden desempefiar un papel biolégico y ecolégico en las
relaciones que establecen con su planta hospedera y con otros microorganismos,
dentro y fuera de la planta, por lo que pueden constituir un campo prometedor
para el descubrimiento de compuestos de utilidad enel desarrollo de
agroquimicos y farmacos (Muria-Gonzalez 2007, 2010; Gonzalez et al. 2007, 2009;
Macias-Rubalcava et al. 2008, 2010; Meléndez 2008, 2012; Sanchez-Fernandez
2010; Huelgas 2011).

Hongos endofitos

La palabra endéfito quiere decir “dentro de la planta” (endon: dentro, phyton:
planta) y ha sido utilizada para referirse a bacterias, hongos, algas e insectos, sin
importar la relaciéon que los huéspedes guardan con su planta hospedera.
Actualmente, el término se utiliza para describir a los microorganismos que en
algan periodo de su ciclo de vida habitaron dentro de las plantas colonizando
inter e/o intracelularmente los tejidos sanos de la planta hospedera, sin que
aparentemente le causen alguna enfermedad. M4s especificamente, los
mico6logos se refieren con endoéfitos a los hongos que pasan la mayor parte o toda
su vida dentro de su planta hospedera. Estos organismos son fitopatdégenos
potenciales, pero en general no producen sintomas perceptibles de enfermedad
sino hasta que las plantas se encuentran en situaciones de estrés o de
senescencia. Desde el punto de vista evolutivo, se piensa que los hongos
endoéfitos han perdido sus factores de virulencia o que la planta hospedera ha
desarrollado las defensas necesarias que controlen el desarrollo del huésped. Por
otra parte, los hongos endéfitos también son considerados saprofitos latentes,
debido a que hay evidencias de que son los primeros en comenzar la
descomposicion de los tejidos vegetales cuando comienza la senescencia de la
planta hospedera (Tan y Zou 2001; Strobel et al. 2004; Schulz y Boyle 2005;
Rodriguez et al. 2009).

Las especies de las que se han aislado hongos endéfitos incluyen plantas que
crecen en bosques tropicales, templados y boreales, tanto angiospermas como
gimnospermas, ademas de herbaceas, musgos y helechos de diversos habitats,
lo cual pone en evidencia su ubicuidad en el reino vegetal (Faeth 2002; Strobel et
al. 2004). Considerando que de las 300 mil especies de plantas que pueden
constituir hospederos potenciales s6lo se ha investigado una pequena
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proporcion. Resulta claro que los endoéfitos representan un ntiimero importante
de especies de hongos atn por descubrir (Tan y Zou 2001; Ganguli y Deshmukh
2007; Yu et al. 2010).

Los hongos enddfitos se clasifican con base en el tipo de colonizacién dindmica
simbiodtica y funcién ecolégica que ejercen en: Clavicipitaceae o clase 1 (endofitos
de los pastos), que colonizan sistémicamente a sus hospederos; y en no
Clavicipitaceae o clases 2, 3 y 4 (endodfitos de plantas no vasculares, coniferas,
angiospermas lefiosas y herbaceas), que se limitan a colonizar 6rganos o células
especificas como hojas, frutos, raices, tallos, etc. (Rodriguez et al. 2009).

Se sabe que los hongos endoéfitos no Clavicipitaceae, en general, tienen una
transmisién horizontal, a diferencia de la transmisién vertical de los hongos
endoéfitos colonizadores de pastos. En los primeros, la infeccién no se transmite
de la planta madre a la descendencia a través de la semilla, sino que se lleva a
cabo principalmente mediante un mecanismo conocido como lluvia de esporas
en el que la nueva planta entra en contacto con esporas cuando éstas se
depositan en la superficie de la misma. Cuando las condiciones son adecuadas,
las esporas germinan y se introducen en los tejidos vegetales, penetrando a
través de la cuticula o de los estomas. Existen otros modos de infeccion como la
herbivoria, en la que los insectos ayudan a la transmisién de los endofitos. La
infeccién de los tejidos vegetales aumenta con el tiempo, llegan a su esplendor
entre las cuatro u ocho semanas después de la lluvia de esporas. Durante esta
sucesion, las interacciones interespecificas entre los distintos hongos que buscan
colonizar la planta definen la alta biodiversidad fingica de los endéfitos (Schulz
y Boyle 2005; Van Bael et al. 2005; Rodriguez et al. 2009).

Mecanismos de proteccion de los hongos endéfitos a sus hospederas y su
implicacién en el control biolégico

Los endéfitos juegan un papel importante como organismos mutualistas, debido
a que pueden aumentar su tolerancia al estrés y la respuesta de defensa del
hospedero contra patégenos, a través de los mecanismos que se describirdn a
continuacion (Tan y Zou 2001; Herre et al. 2007; Gao et al. 2010).

Mecanismos indirectos. A esta clasificacion pertenecen los procesos en los que
los hongos endéfitos inducen o incrementan la expresién de los sistemas de
defensas quimicas o fisiol6gicas intrinsecos de sus plantas hospederas. Asi por
ejemplo, el endofito Neotyphodium lolii reduce las lesiones en las hojas de su
hospedera Lolium perenne (raigrds perenne), causadas por los patdgenos
Alternaria alternata, Curvularia lunata, Fusarium avenaceum y Bipolaris sorokiniana,
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al promover un aumento en la actividad de las enzimas superéxido dismutasa
(SOD) y peroxidasa (POD) de la planta (Tian et al. 2008).

Mecanismos directos. Se refieren a las defensas que expresan los endéfitos
directamente, y que son mediadas por metabolitos secundarios o enzimas
(Schulz y Boyle 2005). Un ejemplo estd representado por la sintesis del acido
nonanoico que lleva a cabo Trichoderma hartzium, endofito de Theobroma cacao.
Este metabolito protege a la hospedera de la infeccion de hongos parasitos como
Crinipellis perniciosa 'y Moniliophthora rorei (Arnold et al. 2003; Herre et al. 2007).

Mecanismos ecolégicos de proteccion. En este caso las respuestas se
desencadenan cuando el endéfito se encuentra en contacto cercano con su
competidor fitopatégeno, y se originan por ocupacién del nicho ecolégico,
hiperparasitismo y predacion. La parasitosis que ocasiona el hongo Trichoderma
atroviride en las hifas de Rhizoctonia solani constituyen un ejemplo de este tipo de
mecanismo (Reithner et al. 2011).

El grado en el que predominan los mecanismos descritos anteriormente tiene
distintas consecuencias para la ecologia y para la evoluciéon de las relaciones
hospedero-endéfito y endéfito-patégeno (Herre et al. 2007; Gao et al. 2010). Las
interacciones entre los hongos enddfitos, sus hospederas y otros organismos, son
muy complejas, ya que el endéfito y el hospedero producen metabolitos que son
toxicos para ambos organismos. El hongo produce factores de virulencia como
exoenzimas y metabolitos fitotdxicos, y la planta hospedera produce defensas,
tanto mecédnicas como bioquimicas, estableciéndose un antagonismo balanceado
entre el enddfito y el hospedero. Sin embargo, dependiendo de la virulencia del
hongo, asi como de la senescencia del hospedero y de las condiciones de estrés
ambiental en las que se encuentre, el balance puede tornarse a favor del hongo
y éste podria convertirse en patoégeno, presentdndose asi los sintomas de
enfermedad (Tan y Zou 2001; Schulz y Boyle 2005; Strobel 2006).

Los modos de proteccion descritos anteriormente revelan el potencial de los
hongos endofitos como agentes de control biolégico y como una fuente de
bioplaguicidas alternativos (Tan y Zou 2001; Strobel 2006; Gao et al. 2010; Tejesvi
y Pirttild 2011). A su vez, las relaciones mutualistas entre los endéfitos y sus
plantas hospederas han permitido plantear algunas estrategias para seleccionar
especies vegetales, a partir de las cuales, sea probable aislar hongos endoéfitos
con actividad biol6gica. Estas estrategias incluyen la colecta de: 1) plantas que
viven en situaciones ambientales tinicas, especialmente si poseen estrategias
novedosas de supervivencia; 2) especies que tienen antecedentes etnobotanicos;
3) plantas endémicas inusualmente longevas o que ocupan cierta extension de
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tierra desde la antigiiedad; 4) plantas que crecen en é&reas con gran
biodiversidad; y 5) especies que ademas de endémicas pueden estar amenazadas
o en peligro de extincion. En cualquiera de estos casos es importante establecer
el tipo de interacciones que se presentan entre el endéfito y la planta (Strobel et
al. 2004; Strobel et al. 2004; Gao et al. 2010; Kusari y Spiteller 2011).

Hongos endéfitos como fuente prometedora de agroquimicos naturales

La investigacion quimica y biolégica de diversas especies de hongos endéfitos
ha conducido al aislamiento de metabolitos secundarios que poseen actividades
biol6gicas de interés para la agricultura, la medicina y la industria. Entre las
propiedades que han demostrado estos compuestos se encuentran la herbicida,
la fungicida, la antibidtica, la nematicida, la insecticida, la alguicida, la
inmunosupresora y la anticancerigena (Saxena y Pandey 2001; Tan y Zou 2001;
Schulz et al. 2002; Arnold et al. 2003; Gunatilaka 2006; Strobel 2011; Tejesvi y
Pirttila 2011). En el caso de los metabolitos con propiedades fitotdxicas, se ha
encontrado que su modo de accion involucra la afectacion simultdnea de
diversos procesos, tales como la fotosintesis, la respiracion, la obtencion de
nutrientes, la apertura de estomas y la produccién de fitohormonas, esto les
confiere caracteristicas dnicas que pueden aprovecharse para el disefio de
agroquimicos altamente eficaces (Rimando y Duke 2006).

Entre los hongos endoéfitos que poseen un alto potencial como alternativa para
la obtencién de compuestos de interés agricola, se encuentra el género Muscodor,
el cual estd constituido por las especies M. albus, M. roseus, M. vitigenus, M.
crispans, M. cinamomi, M. yucatanensis y M. fengyangensis. Estos endofitos
biosintetizan compuestos organicos volatiles (VOC, por sus siglas en inglés),
destacando diversos alcoholes, dcidos, cetonas y ésteres, que acttian de manera
sinérgica para matar a una amplia variedad de hongos, plantas y bacterias
(Strobel 2006, 2011; Macias-Rubalcava et al. 2010; Zhang et al. 2010; Suwannarach
etal. 2010). Las propiedades aleloquimicas de estos compuestos son tan notables,
que en el 2005 la empresa lider en bioplaguicidas AgraQuest Inc., patent6 el uso
del género Muscodor para su uso en procesos de micofumigacion destinados al
control biolégico de microorganismos patégenos que se encuentran en el suelo
de cultivos de importancia econémica. Actualmente, las especies mas utilizadas
con este fin son M. albus y M. roseus, las cuales se emplean, por ejemplo, para la
fumigacion del suelo en el que se cultiva la remolacha azucarera (Beta vulgaris
L.), con lo que disminuye la severidad de las enfermedades causadas por
Aphanomyces cochlioides, Pythium ultimum, Verticillium dahlia y Rhizoctonia solani.
Se espera que en un futuro cercano la micofumigacién reemplace
completamente el uso del bromuro de metilo (Stinson et al. 2003; Strobel 2011).
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Otra especie del género Muscodor con posible aplicacion en la agricultura es M.
yucatanensis, aislada de Bursera simaruba (Gonzalez et al. 2009; Macias-Rubalcava
et al. 2010). Los extractos organicos derivados del medio de cultivo y del micelio,
asi como la mezcla de VOC que produce, son letales para los endoéfitos
Guignardia mangiferae, Colletotrichum sp. y Phomopsis sp., y para los fitopatégenos
Alternaria solani, Rhizoctonia sp., Phytophthora capsici y P. parasitica. Ademas,
inhiben = significativamente el crecimiento de la raiz de Amaranthus
hypochondriacus, Solanum lycopersicum vy Echinochloa crus-galli. Otro endéfito
fitotoxico que ha despertado gran interés es la especie recientemente descubierta
Edenia gomezpompae, aislada de las hojas de Callicarpa acuminata (Gonzalez et al.
2007). A partir de este endéfito se han aislado varios compuestos novedosos,
incluyendo las preusomerinas EG: (1), EG: (2), EGs 3) y EGs (4) y la
palmarumicina EG; (5), ademés de las palmarumicinas conocidas CP: (6), CP17
(7) y CP1s (8). Se ha demostrado que las preusomerinas inhiben a otros endéfitos
de su mismo hospedero, asi como a diversos fitopatégenos de importancia
econdmica, tales como Fusarium oxysporum, Rhizoctonia sp., A. solani, Phytophthora
capsici 'y Phytophthora parasitica (Macias-Rubalcava et al., 2008; Gonzélez-
Meléndez, 2009). Se ha encontrado también que los extractos organicos del
medio de cultivo y del micelio, asi como los compuestos (1-8) poseen actividad
fitotoxica sobre la longitud de la raiz, la germinacién y la respiraciéon de las
plantulas de A. hypochondriacus, S. lycopersicum y E. crus-galli. Estudios in vitro
han permitido confirmar que el modo de accién de los compuestos derivados de
E. gomezpompae involucra la inhibicion de la fotosintesis, actuando
especificamente a nivel de la sintesis de ATP y de las reacciones luminosas (Ruiz
Velasco-Sobrino 2012).

Es importante destacar que los compuestos con actividad herbicida y fungicida
que se han obtenido de endéfitos son sustancias que permanecen en el ambiente
por periodos de tiempo relativamente cortos, pues son biodegradables y no
dejan residuos téxicos comparados con los sintéticos, que generalmente se
encuentran halogenados (Saxena y Pandey 2001; Schulz et al. 2002; Strobel et al.
2004). En la Tabla 14.1 y en la Figura 14.1 se presentan ejemplos adicionales de
compuestos activos derivados de hongos enddfitos.
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Tabla 14.1. Metabolitos secundarios activos derivados de hongos endéfitos.

Hospedera Hongo endéfito Metabohfo Organismo blanco Referencias
secundario
Capsicum
annuum . .
Cucumis Paraconiothyrium Brefeldina A (9) E. crus-galli Khan et al.
. sp. 2012
sativus
Glycine max
Salsola o P. infestans Loesgen et al.
oppositifolia Phoma sp. (*)-Flavipucina (10) Septoria tritici 2011
Esterigmatocis-tina . Matasyoh et
Laggera alata Podospora sp. (11) Anopheles gambiae al. 2011
Bidens pilosa Botryosphaeria Botriorodinas F. oxysporum Abdou et al.
P rhodina AyB((12) Aspergillus terreus 2010
L 3-(4-metilfuran-3- . . Nakajima et
Setaria viridis NITE AP-796 il)propan-1-ol (13) Eysarcoris ventralis al. 2010
Cordianhidrido A
(14)
Picea rubens Phialocephala Acido 4-ox0-5- Choristoneura Sumarah et
scopiformis fenilpentanoico (15) fumiferana al. 2010
Macrolactona tipo
vermiculina (16)
. . Miller y
. Phialocephala . Choristoneura
Picea sp. . . Rugulosina (17) . Sumarah
scopiformis fumiferana
2008
No . Pestalocloruros Ay | Fusarium culmorum .
identificado Pestalotiopsis adusta B (18y19) Gibberella zeae Liet al. 2008
Bontia N (+)-Acido . . Ireland et al.
daphnoides Nodulisporium nodulispérico (20) Ctenocephalides felis 2008
Saurauia P ultimum
scaberringe Pl Fomodiona (21) Sclerotinia Hoffman et
101 Sp- sclerotiorum al. 2008
R. solani
1-[(2R,45,55)-2-
cloro-4-metil-1,3-
. Bursaphelenchus
Azadirachta oxazinan-5- xylophilus
S Geotrichum sp. ilJetanona (22) Li et al. 2007
indica 1-(24
dihidroxifenil) Panagrellus sp.
etanona (23)
Schardl et al.
Rhopalosiphum padi 2007
Lolium perenne Neotyphodium Lolina (24) Schizaphis graminum
Oncopeltus fasciatus | Spiering et al.
2005
P Acremonium . L Assante ef al.
Vitis vinifera byssoides Acremina A (25) Plasmopara viticola 2005
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(13) (14) (15)
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(16) (17) (18)
O CH, OHo on
[ Q HoH
HD\CGQ H.C :
CH,

(22) (23) (24)
o._.Cl Oy CH, VRNHCHB
HBC\C”) %_:H :/OH C\)_/ )
OH
25)

Figuras 14.1. Metabolitos secundarios activos derivados de hongos enddfitos.
Perspectivas en la investigacion de los hongos endéfitos

Como se ha descrito a lo largo del capitulo, los hongos endofitos representan
una fuente vasta de metabolitos secundarios con posible aplicaciéon en la
agricultura. Sin embargo, atin son desconocidos o inciertos diversos aspectos de
su ecologia quimica y de su implicacion como agentes de biocontrol, debido
principalmente a los problemas experimentales que implica su estudio, como
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por ejemplo la dificultad de tener plantas control adultas con la colonizacién
exacta de enddfitos y lo arriesgado que resulta extrapolar los efectos observados
en estudios in vitro a los fendmenos observados in vivo (Kusari y Spiteller 2011).
Ademas, en numerosas investigaciones no se ha tomado en cuenta el nicho
ecoldgico de estos microorganismos, a pesar de que este enfoque seria de gran
ayuda en la busqueda de actividades especificas (Stone et al. 2004). En
consecuencia, es evidente la necesidad de implementar estrategias de busqueda
con criterios de seleccién bien definidos, para incrementar la eficacia en el
descubrimiento de agroquimicos alternativos potenciales a partir de estos
organismos y, al mismo tiempo, que permitan profundizar en la importancia de
su papel ecolégico. Asimismo, considerando la gran diversidad y complejidad
estructural de sus metabolitos secundarios, la investigacion de los hongos
endofitos seguird representando un campo practicamente inagotable, que
requerird de técnicas analiticas y bioldgicas cada vez mas eficientes y especificas.

Consideraciones finales

Los productos naturales aislados a partir microorganismos representan un valor
agregado de estos organismos y de los distintos ecosistemas en los que habitan.
La basqueda, la caracterizacion y la descripciéon de estos compuestos son
importantes tanto para la bioprospeccién, como para entender las relaciones
ecoldgicas complejas que se establecen entre plantas y otros organismos dentro
de una comunidad o ecosistema y en las que los metabolitos secundarios o
aleloquimicos juegan un papel fundamental.

Los microorganismos crecen en ambientes competitivos y su metabolismo
secundario puede verse influenciado por la presién que ejerce la competencia
con otros organismos, incluyendo hongos y bacterias muy diversos, es decir, el
nicho ecoldgico al que pertenecen es importante para seleccionar especies ttiles
y asi encontrar candidatos para el control biolégico, o bien, como una fuente de
compuestos bioactivos ttiles es agricultura.

La importancia de estudiar microorganismos y especialmente hongos endéfitos
de plantas que habitan en nuestro pais, radica principalmente en la contribucién
al conocimiento de su papel ecolégico y de su contenido metabélico. Al mismo
tiempo, la informacién generada puede ser de utilidad para la busqueda de
nuevos compuestos con aplicacién directa en las practicas agricolas, tal como se
ha demostrado en el presente capitulo. Por ultimo, estas investigaciones
permiten descubrir nuevos géneros y especies de hongos, lo que constituye asi
al conocimiento de la biodiversidad fangica. En México, la investigacién sobre
hongos enddfitos esta enfocada béasicamente al aislamiento, identificacion y
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evolucion en las diferentes hospederas; sin embargo, es necesario estudiar
también a estos organismos desde el punto de vista quimico y biotecnolégico,
para lograr el aprovechamiento racional de su gran potencial como agentes de
control biolégico o para la obtencion de metabolitos secundarios bioactivos.
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CAPITULO 15
POTENCIAL DE LAS PLANTAS NATIVAS DE MEXICO PARA EL
DESARROLLO DE BIOINSECTICIDAS

Graciela Bustos-Zagal!, Ludmila E. Guzman-Pantoja 2, Cesareo Rodriguez-
Hernandez? y Victor M. Herndndez-Velazquez !

Introduccion

Las plantas han desarrollado, durante su evolucién, importantes mecanismos
quimicos y fisicos para protegerse y estabilizar los efectos de los organismos
fitofagos. Varias de las sustancias activas que ellas sintetizan se han aislado para
su estudio y se ha observado que, correctamente aplicadas, sean puras o
combinadas, resultan eficientes en el manejo de insectos-plaga. El conocimiento
de las ventajas de estas propiedades de las plantas, fue inicialmente empirico,
adquirido por personas que han observado que hay plantas que, generalmente,
se mantienen sanas en ambientes con presencia de plagas. Algunas plantas son
usadas como repelentes en los sistemas de cultivo y sus derivados como los
extractos, polvos, resinas y compuestos activos, son empleados por sus
propiedades insecticidas e insectistéticos.

En América Latina es comtin que la produccién de aceites y extractos botanicos
para el control de insectos-plaga se haga sin un sistema regulatorio, a baja escala
s6lo para su uso local, cuyas poblaciones de son escasos recursos econémicos.
En términos estadisticos, los plaguicidas botdnicos y biolégicos en general
comprenden una fraccion muy pequefia del volumen total de los plaguicidas
usados anualmente en todo el mundo, es decir, el consumo total mundial de los
bioinsecticidas, para el 2009, represent6 el 0.2% del consumo total de insecticidas
(FAOSTAT 2009). Este aumento paulatino en la industria y el consumo de
bioinsecticidas no implica el desplazamiento total de los plaguicidas sintéticos,
pero pone énfasis en el uso integrado de opciones de bajo riesgo en el control de
insectos-plaga. Cabe destacar que los insecticidas botanicos mantienen una
importancia por su bajo nivel de toxicidad, menor acumulacién, que
comunmente exhiben en el ambiente, y por ser generalmente compatibles con
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otras alternativas de programas de manejo integrado de plagas (Silva et al. 2002).
En comparacién con los insecticidas sintéticos, tienen menor efecto residual y
debido a que contienen una mezcla compleja de compuestos, la mayoria
biol6gicamente activos, el desarrollo de la resistencia en los insectos se prolonga.

Se ha mostrado un interés creciente por el uso de esta alternativa en el manejo
de plagas, aunque suele sobrestimarse dicha situaciéon, pues en ocasiones se
hacen recomendaciones confusas sobre el uso de estos productos sin que hayan
sido validados por investigaciones de campo y bioseguridad. En México y en
América Latina, esto es comun, a pesar de que los productos son de origen
natural no puede asumirse que sean seguros en su totalidad, por eso, para
aprovechar eficientemente los beneficios de estos productos es importante el
empleo adecuado de las técnicas y el equipo de seguridad cuando se trabaja en
la elaboracién y aplicacién de los extractos botanicos, asi como reconocer las
dosis adecuadas de formulacion.

En las industrias plaguicidas mexicanas, especialmente aquellas que incluyen la
produccién de plaguicidas botanicos, la mayoria de los derivados de las plantas
con potencial para controlar los insectos plagas son de importacion, lo que
implica una dependencia tecnolégica y una fuga de divisas. Por otro lado, la
mayoria de las especies de plantas con potencial insecticida han sido
introducidas en México, las cuales demandan mayores cuidados agricolas que
las plantas nativas, ademas dichas plantas han sido seleccionadas de acuerdo a
las necesidades agricolas y pecuarias de los paises que las han estudiado.

Por lo anterior, en este trabajo se realizard una bisqueda y revision bibliogréfica
sobre los estudios realizados en el pais de las plantas que la investigacion, la
industria, los agricultores y en general las personas habitualmente emplean para
el control de plagas en los cultivos y granos almacenados.

Historia del uso de las plantas por sus propiedades insecticidas

Actualmente el sector agricola y pecuario dispone de insecticidas de origen
sintético, biolégico y métodos culturales para el control de plagas. El control
quimico sintético, por su parte, es considerado por los agricultores y ganaderos
de facil adquisicién y manipulacién, ademés de generar rapida actividad de
control y por ser efectivos, sin embargo el uso desmedido e irracional de estos
productos ha generado graves dafios ecolégicos, econdémicos y a la salud
pablica. Como consecuencia de estos perjuicios biolégicos y sociales se
considera obligatorio el uso de alternativas de control ecolégicamente seguras
como lo son los insecticidas botanicos que han sido utilizados desde tiempos
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antiguos en diversos lugares del mundo y en la actualidad su uso estd siendo
retomado. La primera referencia sobre la aplicacién de extractos de plantas para
el control de plagas proviene de Roma y data aproximadamente de 400 afios
a.n.e. (Dayan et al. 2009), este producto era conocido como “polvo de Persia”.

Los métodos empiricos que los agricultores empleaban se caracterizaban por el
empleo de polvos, humos y extractos de plantas los cuales fueron desplazados
con el uso de insecticidas quimico sintéticos. Fue alrededor de los afos setentas
a la fecha en que estos productos tuvieron su segunda época de auge.
Aproximadamente hay 3000 plantas con propiedades insecticidas y repelentes a
nivel mundial (Narayanasamy 2002) incluyendo més de 30 géneros en las
regiones tropicales y subtropicales, y México aporta alrededor del 10% de estas
plantas en el mundo, y de acuerdo con las estimaciones hasta ahora publicadas,
se encuentra en el cuarto lugar entre los paises con mas de 18 mil especies de
plantas vasculares (Magafia y Villasefior 2002). México es un pais que tiene
amplio indice de plantas endémicas con un interesante contenido de metabolitos
secundarios, lo que genera multiples posibilidades de encontrar compuestos con
actividades plaguicidas. En nuestro pais y en América Latina se han utilizado
tradicionalmente plantas en la medicina y la agricultura desde la época
prehispénica; y sin embargo se han realizado pocos estudios metédicos al
respecto. En la actualidad esto constituye una fuente valiosa de compuestos en
la que bebe reincidirse en mayor escala.

Plantas seleccionadas por su potencial para desarrollar un bioinsecticida

Es claro que el control de plagas con productos sintéticos resulta eficiente
cuando pensamos en términos de una alta densidad poblacional que demanda
una mayor cantidad de alimentos, pero, los inconvenientes ecolégicos,
econémicos y a la salud publica que esto ha traido, han hecho reflexionar a la
sociedad para solicitar productos con menos residuos toxicos, un ambiente mas
conservado y estudios de alternativas de control para producir plaguicidas
seguros, eficaces, selectivos y biodegradables (Regnault et al. 2005).

Como parte de las tendencias actuales, retomar el uso de plantas con potencial
bioactivo es una de las prioridades de estudio en diversos sectores productivos
sean farmacéuticos, agricolas y alimenticios, con el fin de ampliar su utilidad y
valor ecolégico y econémico. De la diversidad de plantas que existe
mundialmente pocas han sido investigadas por sus usos y en algunas de ellas
hace falta investigacion. De estos insecticidas boténicos, un pequefio porcentaje
ha logrado desarrollarse en el mercado, si consideramos que los compuestos
activos extraidos de las plantas en su mayoria son biodegradables e inocuos, y
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que en México se encuentran aproximadamente el 10% de las especies de plantas
superiores del mundo y mas del 50% de ellas son nativas de nuestro pais
(CONABIO 2006), resulta interesante explorar el potencial insecticida e
insectistatico de sus extractos botdnicos y otros derivados, para el desarrollo de
bioinsecticidas. Para la produccién actual de varios insecticidas boténicos
comerciales se consideré como modelo los conocimientos empiricos y cientificos
sobre las propiedades insecticidas de las plantas, en sus inicios este
conocimiento estaba dirigido al uso de hojas, frutos, plantas intercaladas raices
machacadas y ramas colgadas entre los productos agricolas almacenados y en
zonas de cultivo; posteriormente se dirigi6 al empleo de aceites, extractos,
resinas, polvos, jabones, humos, jugos, entre otros derivados de plantas con
potencial insecticida, y por tltimo se generd conocimiento sobre la extraccion,
aislamiento e identificaciéon de los compuestos responsables de la actividad
insecticida e insectistatica. A nivel comercial en el pais existen alternativas de
plaguicidas biol6gicos, botanicos y minerales de bajo riesgo para la salud de los
seres vivos y para organismos benéficos, los cuales también son considerados
dentro de la Certificacién Orgénica y registro de la Environmental Protection
Agency (EPA).

Entre las diversas alternativas de control de insectos plaga destacan numerosas
plantas que contienen sustancias bioactivas degradables e inocuos que podrian
emplearse en el manejo integrado de plagas de importancia agricola y pecuario.

A continuacién integramos diversas investigaciones y experiencias practicas
sobre el uso de tres especies de plantas nativas y/o endémicas de México con la
finalidad de contribuir al desarrollo industrial de nuevos insecticidas botanicos
que sean biodegradables, con menor toxicidad y resistencia a plagas.

Investigacion de Trichilia havanensis (Meliaceae) y sus derivados, a nivel de
laboratorio y campo, por su potencial para el control de insectos plaga de
importancia agricola y pecuaria

La especie Trichilin havanensis esta distribuida en la regiones tropicales de
México, Islas del Caribe, América Central, norte de Colombia y Venezuela. En
México se le ha ubicado en los estados de Sinaloa, Colima, Jalisco, Michoacéan,
Guerrero, Distrito Federal, Oaxaca, Puebla, Tlaxcala y Morelos (Fernandez et al.
1998; Anoénimo 2009), Quintana Roo, Chiapas, Tabasco, Veracruz, San Luis
Potosi, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo y Tamaulipas (Calderén y German
1993). Su distribucién se restringe al continente americano, por lo que no se
localiza en Europa y Africa. Por su amplia distribucién y crecimiento abundante
representa una especie con potencial para sus diversos usos.
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Diversos estudios de laboratorio y campo han demostrado la efectividad de T.
havanensis contra plagas agricolas (Lopez-Olguin y Aragén 1990; Lagunes 1993),
por su parte, el fruto seco pulverizado de esta planta, incorporado a una dieta
nutritiva, ocasiona mortalidad, reduccién significativa del peso y un efecto en el
retraso del desarrollo larval de Spodoptera littoralis (Lopez-Olguin et al. 1997). El
extracto acuoso de semillas tiene efectos antialimentarios sobre larvas de S.
exigua (gusano soldado), mientras que el pulverizado a concentraciones entre el
1% y el 5% presenta efectos toxicos, inhibitorios y disuasivos en la eclosion de
huevos, alimentaciéon larval, pupacién, emergencia de adultos, oviposicién,
retraso en el crecimiento larval y reduccion de la capacidad reproductora de
Ceratitis capitata (mosca mediterranea de la fruta) (L6pez-Olguin et al. 2002). De
acuerdo con estudios reportados por Figueroa, resultdé que las semillas
pulverizadas son téxicas, reduce el peso larval y prolonga el desarrollo larval-
pupal de S. frugiperda (Figueroa 2011). Otro estudio muestra que los indices de
actividad antialimentaria (particularmente para los indices antiapetitivo y de
supresion de la alimentacion) y el perfil quimico de los extractos aceténicos,
etandlicos e hidro-etandlicos de semillas, contienen wuna variedad vy
concentracién de compuestos activos que afectan significativamente el
comportamiento de alimentaciéon de las larvas de Helicoverpa armigera y
Phyllophaga vetula (Lo6pez-Olguin et al. 1998).

Estos y otros resultados son importantes para considerar a T. havanensis, planta
nativa de México, como candidata para fabricar y comercializar un producto
botanico a base de los principios activos del extracto acuoso de semillas, con lo
cual bajaria los costos del producto y hace costeable su aplicacién en campo para
el control de plagas que afectan cultivos de valor agronémico. Otra alternativa
de este productos botdnicos, que considera estimaciones costeables de control,
es su aplicacion alternada con otros productos de diferentes plantas, con el
proposito de bajar los costos de adquisicién de algunas materias primas, tal es
el caso de semillas de papaya, que también presentan potencial insecticida, asi
como, prolongar y disminuir el desarrollo de resistencia en razas fisiologicas de
insectos-plaga expuestos al control. Por lo general estas alternativas suelen ser
inofensivas en enemigos naturales de los insectos plaga.

Productos naturales activos

Las plantas de esta familia se caracterizan quimicamente por contener gran
cantidad de tetranortriterpenoides, conocidos comtinmente como limonoides
(Taylor 1981). Se han identificado en la planta completa havanesin, sus di y
triacetatos y trichilenona; en la semilla, azadirona, triacetato de havanensin, el
14-15-deoxi-compuesto, su 1-7-diacetato y limonoide 6; en el fruto los di y tri
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acetatos de havanensin; y en la corteza del tallo beta-amirina, ademaés del esterol
beta-sitosterol (Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana 2009).
Muchos de estos compuestos destacan por su sobresaliente actividad en el
comportamiento y la fisiologia de diversas especies de insectos fitéfagos. Del
extracto acetonico de semillas de Trichilia havanensis Jacq. (Meliaceae) se han
obtenido abundantes cantidades de 1,7- y 3,7-di-O-acetil-14,15-
desoxihavanensinas y de azadirona (Tr-2) de los limonoides aislados (Arenas y
Rodriguez 1990) tunicamente la azadirona se ha citado con actividad
antialimentaria contra Epilachna varivestis Mulsant (Champagne et al. 1992).

Los compuestos, azadirona, O-acetiltrichilenona (II); 3,7-di-O-acetil- 14,15-
desoxihavanensina (IIl), 1,7-di-Oacetil-14,15-desoxihavanensina (IV), 1,7-di-O-
acetilhavanensina (Tr-11) y 3,7-di-O-acetilhavanensina (Tr-12) fueron obtenidos
del extracto aceténico de semillas de T. havanensis, los primeros cuatro
limonoides son responsables de la actividad antialimentaria de larvas de H.
armigera, plaga de importancia agricola mundial (Lépez-Olguin et al. 1998) y en
general estos limonoides han mostrado control de lepidépteros noctuidos y
coledpteros (Lopez-Olguin 1998). Se ha observado que las mezclas de
limonoides activos son mas efectivas en el control de plagas, que los
correspondientes a compuestos puros, lo que sugiere un efecto sinérgico en las
mezclas.

Es evidente, por tanto, la importancia que tienen los compuestos aislados de
especies de la familia Meliaceae para el desarrollo potencial de productos
ambientalmente seguros y efectivos que puedan contribuir al control de plagas.

Usos tradicionales en el control de insectos-plaga

En México las comunidades campesinas e indigenas, principalmente, emplean
diversas plantas para la proteccién de cultivos y granos almacenados, las cuales
estin siendo validadas cientificamente por diversos departamentos de
investigacion de universidades e instancias privadas. Entre las plantas
conocidas empiricamente por su potencial insecticida esta Xopiltepetl
(T.havanensis), preparada comtinmente como atole y empleado para tratar a los
granos almacenados en el momento de la siembra. Los campesinos de la Sierra
Norte de Puebla reportan que con el fruto fresco elaboran una pasta, con la cual
impregnan las semillas del maiz veinticuatro horas antes de la siembra y que
este tratamiento resulta efectivo para evitar el ataque de insectos durante la
germinacion (Lopez-Olguin 1994).
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Desde hace mucho tiempo, agricultores mexicanos, como es el caso de la
comunidad Nahuatl-Totonaca de Puebla, tradicionalmente por conocimiento
empirico, han usado los frutos macerados de esta planta, para proteger las
semillas de maiz del ataque de insectos, aves y roedores al momento de su
siembra. En Hidalgo existe mucha dependencia de la flora local para el control
de plagas; entre las plantas con mayor importancia se encuentra T. havanensis,
de la cual se obtienen seis productos como infusiones y humo con técnicas
tradicionales de preparacion, y se emplean contra nueve plagas (Villavicencio-
Nieto et al. 2010).

Investigacion de Microsechium helleri (cucurbitaceae) y sus derivados a nivel
de laboratorio y campo por su potencial para el control de plagas de
importancia agricola y pecuaria

Planta trepadora, vigorosa, perenne y monoica, cominmente conocida como
chayotillo, amole de bejuco, chicamole o sanacoche, es originaria de México y
Centroamérica. Crece en bosques de Quercus con Pinus, Alnus y/o Cupressus, en
el bosque tropical caducifolio y en el bosque mesofilo ocasionalmente como
arvense, asi como en algunos matorrales xerdfilos y como ruderal, tanto en
Guanajuato, Querétaro, Michoacédn, Jalisco, Hidalgo, D.F., Morelos, Puebla,
Tlaxcala, Veracruz, Guerrero, Oaxaca, Chihuahua, Durango, San Luis Potosi,
como en Centroamérica, en altitudes de entre los 1850 y 2900 msnm.
Comunmente florece y fructifica entre julio y noviembre. En virtud de su
tendencia a ocupar ambientes perturbados, no se considera vulnerable a la
extincion (Lira 2001). En varias partes de México sus raices se emplean como
sustitutos de jabon e incluso se pueden encontrar a la venta en los mercados de
Oaxaca (Lira y Caballero 2002).

En el estado de Hidalgo, México, existe una dependencia de la flora local para el
control de plagas, que se realiza en un esquema de usos multiples, con técnicas
tradicionales. Se ha investigado que en la region se usan 124 especies de plantas,
de las que se obtienen 186 productos, como infusiones y humo, para controlar
29 tipos de plagas de vertebrados e invertebrado, asi como, para la proteccion
de las personas, hogares, animales domésticos y cultivos, entre otros. En esta
region es costumbre utilizar todas las partes de las plantas (Villavicencio-Nieto
2010).

Productos naturales activos

En la literatura citada hemos encontrado resultados promisorios en la
investigaciéon de plaguicidas naturales de la familia curcubitaceae. Estudios
quimicos en el extracto metandlico de la raiz de Microsechium helleri han
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establecido la presencia de cuatro saponinas que estdn involucradas en los
mecanismos de resistencia de las plantas hacia fitéfagos y patégenos, y tienen
una funcién importante en la defensa quimica contra insectos. Particularmente
estos compuestos acttan como reguladores del crecimiento en larvas de S.
littoralis, los cuales podrian ser potencialmente ttiles en el area de la agricultura.
Once saponinas han sido aisladas de la raiz de esta planta y evaluadas por su
actividad antialimentaria, nematicida y fitot6xico (Hernandez-Carlos et al. 2011).

Usos tradicionales en el control de insectos plaga

El extracto acuoso de raiz se utiliza para el control de gallina ciega, cochinilla,
babosas, caracoles, lombrices. Particularmente en la regiones de Acaxochitlan,
San Bartolo, Tutotepec y Tenango, en Hidalgo, la raiz de Microsechium helleri es
machacada en agua y este extracto es utilizado para el control de pulgas en los
perros (Villavicencio-Nieto 2010).

Investigacion de Nicotiana tabacum (Solanaceae) y sus derivados a nivel de
laboratorio y campo por su potencial para el control de plagas
de importancia agricola y pecuaria

El tabaco (N. tabacum) es uno de los insecticidas e insectistaticos mas antiguos,
después del piretro. En la agricultura de subsistencia y ahora con la biasqueda
de alternativas biorracionales, el tabaco se sigue usando en el control de insectos-
plaga, por lo que es indispensable conocer y adoptar todas las formas, técnicas
y procedimientos de su uso en la agricultura de América Latina, en particular
las recetas contra insectos-plagas (Rodriguez 2006).

El tabaco es una planta anual, potencialmente perenne y lefiosa, originaria del
continente americano, especificamente de México, también se produce en
latitudes como las que corresponden a Africa del Sur, Bélgica, Canad4 y Brasil.
La temperatura ideal para el desarrollo del tabaco es entre 18 y 28°C, donde el
exceso de humedad o la falta de ésta podrian dafiar la planta.

El polvo o triturado de la hoja fresca o seca y del tallo posee propiedades
antisépticas e insecticidas. También son usados la infusion y el extracto acuoso
de hojas. En las plantas a tratar puede aplicarse el polvo o la infusién,
especialmente para el control de insectos chupadores, barrenadores,
masticadores y minadores (Rodriguez 2006).

Los preparados insecticidas de tabaco se han utilizado en diversas partes del
mundo como lo describe el Dr. Cesario Herndndez, del Colegio de
Posgraduados, México, y se le ha utilizado en el control de muchos insectos
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plaga de cultivos como el frijol, trigo, maiz, tomate, rosales, entre otros. Varios
de estos derivados del tabaco suelen combinarse con extractos de otras plantas
o sus derivados, tal es caso de Capsicum sp., Azadiractha indica, Eucalyptus
tereticornis y de la savia de nopal, o con compuestos como la cal viva, carbonato
de sodio, sal y jabon (Rodriguez 2006).

Productos naturales activos

El tabaco contiene varios compuestos entre los que destacan por su actividad
biolégica la nicotina, nicocianina, dcido prusico, acido tanico y 4cido géalico. En
el caso del compuesto nicotina, éste no se encuentra en la planta en forma libre
sino que formando maleatos y citrato, es basicamente un insecticida de contacto
no persistente. Su modo de accién consiste en mimetizar la acetilcolina al
combinarse con su receptor en la membrana postsindptia de la unién
neuromuscular. Actualmente se encuentran en el mercado un grupo de
insecticidas conocidos como neonicotinoides que son sintéticos o derivados de
la estructura de la nicotina como son imidacloprid y acetamiprid, entre otros.

Usos tradicionales en el control de insectos plaga

En México se hierve una taza de polvo de tabaco en cuatro litros de agua, luego
se enfria y se aplica contra insectos chupadores del oérden homéptero,
heteréptero y tisanépteros. En Oaxaca, se recomienda macerar hojas frescas de
tabaco en un litro de agua después de 24 horas de reposo, se filtra y se asperja a
las hojas contra mosca blanca. Los pulgones pueden controlarse con el polvo, té
o macerado de las hojas del tabaco.

Ventajas de uso

Las principales ventajas del uso de los extractos botdnicos radican en que
pueden emplearse en programas de manejo integrado de plagas, con las
restricciones especificadas, quizés alternadamente con agroquimicos de sintesis
y otros productos biolégicos. Son compatibles con la mayoria de los enemigos
naturales de plagas y enfermedades punto importante de la agricultura
sostenible (Raguraman y Singh 2000; Simmonds 2000). La mayoria pueden ser
utilizados poco tiempo antes de la cosecha sin riesgo de residuos y el periodo de
seguridad se consigna a cero dias, por su rdpida degradacion disminuye el
riesgo residual en los alimentos. Estos productos son aceptados en la agricultura
ecologica, segtin el reglamento de la comunidad Europea namero 889/2008. A
través de su uso correcto, en dosis y preparados de acuerdo a las
especificaciones, estos productos no han causado intoxicacién en las personas
que realizan su aplicacién, no afectan al ciclo biolégico de las plantas tratadas y
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son biodegradables. No dependen de condiciones especificas de temperatura,
humedad o aireacién para actuar, Gnicamente se recomienda hacer las
aplicaciones del producto durante las primeras horas del dia dado que muchos
compuestos activos son fotolabiles. Su almacenamiento, transporte y aplicaciéon
son similares a plaguicidas quimicos de sintesis. El desarrollo de resistencia en
razas fisiologicas de insectos es mas lento que los insecticidas sintéticos (Mordue
2000).

Consideraciones finales

Actualmente en el mercado se encuentra toda una variedad de productos
biolégicos para el manejo de plagas en los cultivos, es evidente que la aceptacion
reservada de estas alternativas podria deberse a que muchas veces han fallado
en tiempo y modo de efectividad, lo que hace que el agricultor dude de estos
productos.

Comercialmente destacan los extractos botdnicos como alternativa de control,
que son sustancias bioactivas extraidas de las plantas con propiedades
insecticidas, la investigacion de estos productos comienza con la observacién en
el campo de plantas que se mantienen sanas cuando estan expuestas a la presion
de plagas. El efecto comprobado de estos productos de maceracién inicialmente
preparados artesanalmente para controlar problemas de salud es usado por
muchos campesinos en la agricultura tradicional para controlar plagas en sus
cultivos. Una vez realizadas la observaciones anteriores, se desarrollan
actividades experimentales con las plantas y sus derivados para elegir las que
mejor efecto brinden en el control del insecto-plaga en cuestién, de manera que
se extraen las sustancias activas, se comprueba su eficacia en laboratorio y en
campo, se realizan estudios de bioseguridad, se busca el potencial de la planta
para ser cultivada y finalmente se realiza la formulacion y estabilizacion de los
productos para garantizar su correcta aplicacion en el campo, del mismo modo
de un productos quimico de sintesis. Es prioridad poder avanzar con la
investigacion de extractos acuosos, de plantas nativas y/o endémicas de México
principalmente, debido a que el agua es el solvente mas facil de conseguir,
muchos de los compuestos activos estan presentes y su manejo es relativamente
facil, ademas de favorecer el uso de recursos naturales propios de la region, lo
cual se asocia con el factible cultivo de las plantas candidatas con potencial para
el control de insectos plaga.

Las actividades bioldgicas de las plantas como la toxicidad en insectos fitéfagos,

efectos antialimentarios y disuasivos, entre otros efectos insectistaticos muestran
el potencial de sus compuestos para desarrollar productos botanicos para el
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control de plagas Después de generar una recomendacion para el control de
insectos plagas con el uso de sustancias de plantas, se genera una serie de
investigaciones tendientes a prevenir problemas posteriores, como son el
analisis quimiotaxonémico y el potencial téxico de las especies botanicas,
6rganos y partes de las plantas con mayor concentracion de los compuestos
activos contra insectos, modos y mecanismos de accion del metabolito toxico en
el insecto, pruebas de bioseguridad y residualidad del producto botanico,
estudios agronémicos de la especie botanica con potencial para el control de
plagas y estudios de distribucién y propagacion de la especie vegetal.
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El uso de plaguicidas es importante por los beneficios que se obtienen de ellos,
especialmente relacionados con la necesidad de satisfacer la demanda de alimentos
para los mas de siete mil millones de habitantes del planeta. No obstante, es
necesario establecer un punto de equilibrio entre sus beneficios y sus riesgos, de
manera que se sustenten las condiciones mas idéneas posibles para promover la
salud publica y la proteccion del ambiente.

La aplicacion generalizada de plaguicidas para controlar las plagas y proteger los
cultivos, se ha asociado ampliamente con la contaminacion del agua, suelo y
alimentos; de esta manera, las altas concentraciones detectadas en muestras
biologicas y ambientales son evidencia del uso de diversos compuestos quimicos.
Por otro lado, los residuos liquidos y sélidos y los productos caducos, almacenados
o dispuestos de forma inadecuada, han propiciado la aparicion de importantes
cantidades de pasivos ambientales que, en la mayoria de los casos, no se registran
de manera oficial.

En este contexto surge este libro, que proporciona las experiencias de diversos
grupos de cientificos que abordan desde diferentes perspectivas la situacion de los
plaguicidas en México. La obra incluye los aspectos generales de los plaguicidas, su
relacion con la salud (toxicologia y ecotoxicologia), sus impactos en el ambiente, el
desarrollo de tecnologias para su tratamiento y disposicion final y el desarrollo de
bioplaguicidas como alternativa frente a los quimicos tradicionales.
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