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ABSTRACT

Application of pyrethroid pesticides and semiochemicals are two treatments used worldwide to control
conifer bark beetles (Dendroctonus spp.); their residues can reach water reservoirs and water currents
through run off and affect non-target organisms such as freshwater invertebrates. Therefore, we assessed
the 48-h lethal toxicity, chronic toxicity (reproduction inhibition), and bioaccumulation of three pyre-
throid pesticides (bifenthrin, cypermethrin, and deltamethrin) and two semiochemicals (verbenone and
3-methyl-2-cyclohexen-1-one) in two freshwater invertebrates: the cladoceran Alona guttata and the
rotifer Lecane papuana. Bifenthrin was the most toxic of the five chemical compounds tested followed by
deltamethrin and then cypermethrin, which was the least toxic pyrethroid for both species. Semi-
ochemicals were far less toxic than pyrethroids and verbenone was most toxic than 3-methyl-2-
cyclohexen-1-one for both species. For the rotifer Lecane papuana, the pyrethroid with the highest
Bioconcentration Factor was bifenthrin, and for the semiochemicals it was 3-methyl-2-cyclohexen-1-
one. For the cladoceran Alona guttata, the pyrethroid with the highest bioconcentration factor was
cypermethrin and for the semiochemicals it was verbenone. The pyrethroid with highest body burdens
both lethal and chronic was cypermethrin. Semiochemicals showed lethal and chronic body burdens 12-
fold higher than pyrethroids and were therefore less toxic than pyrethroids. These results showed that
the semiochemicals verbenone and 3-methyl-2-cyclohexen-1-one are a safe tool for the freshwater

Abbreviations: bifenthrin, BF; cypermethrin, CM; deltamethrin, DM; verbenone,

VB; 3-methyl-2-cyclohexen-1-one, MCH.
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RESUMEN

Los pesticidas piretroides y semioquimicos son utilizados en los bosques de coniferas del
hemisferio norte para controlar escarabajos descortezadores (Dendroctonus spp.); sus
residuos pueden depositarse en el suelo del bosque y alcanzar los depdsitos de agua a través
de la escorrentia y afectar a organismos no diana, como los invertebrados de agua dulce y los
que viven en suelo y sedimento. Por lo tanto, evalué la toxicidad letal y cronica (inhibicion
de la reproduccion) y la bioacumulacién de tres insecticidas piretroides (bifentrina,
cipermetrina y deltametrina) y dos semioquimicos (verbenonay 3-metil-2-ciclohexen-1-ona)
en dos invertebrados de agua dulce: el cladécero Alona guttata y el rotifero Lecane papuana.
Ademas, evalué la capacidad de bioacumulacion en el insecto descortezador Dendroctonus
mexicanus Yy la persistencia del insecticida bifentrina en ecosistema bosque (agua, suelo y
sedimento) después de su aplicacién por saneamiento. Para las especies acuéticas, bifentrina
fue el compuesto mas toxico de los quimicos probados (CLso de 20.15 x10°3 mg L™ en L.
papuana y 6.13 x10° mg L en A. guttata), y cipermetrina fue el piretroide con cargas
corporales mas elevadas, tanto letales como crénicas, pero fue el compuesto que menos se
acumulo en el insecto. Los semioguimicos mostraron cargas corporales 12 veces mas altas
que los piretroides y, por lo tanto, fueron menos toxicos. Por otro lado, la bifentrina mostro
fuerte persistencia en las matrices de bosque después de 139 dias de su aplicacion,
observandose que las concentraciones aumentaron con respecto al tiempo en las tres matrices
evaluadas. Estos resultados mostraron que los semioguimicos son una herramienta segura
para los invertebrados de agua dulce probados en comparacién con los insecticidas
piretroides. Cipermetrina fue el compuesto menos toxico, con CLso de hasta 60.36 mg L™ en
los organismos no diana (zooplancton) y el mas téxico en el organismo diana (D. mexicanus)
(CLso de 5.037 mg L) de los piretroides probados y, por lo tanto, podria considerarse un

buen candidato para controlar los brotes del escarabajo de la corteza de las coniferas.

Palabras clave: Semioquimicos, Piretroides, MCH, Verbenona, zooplancton.



ABSTRACT

Pyrethroid pesticides and semiochemicals are used throughout the world to control conifer
bark beetles (Dendroctonus spp.); its residues can be deposited in the soil forest and reach
water reservoirs through runoff and affect non-target organisms such as freshwater
invertebrates and those that live in soil and sediment. Therefore, | evaluated the lethal and
chronic toxicity (inhibition of reproduction) and the bioaccumulation of three pyrethroid
pesticides (bifethrin, cypermethrin and deltamethrin) and two semiochemicals (verbenone
and 3-methyl-2-cyclohexen-1-one) in two freshwater invertebrates: the cladoceran Alona
guttata and the rotifer Lecane papuana. In addition, | evaluated the bioaccumulation capacity
in the bark beetle Dendroctonus mexicanus and the persistence of the insecticide bifenthrin
in the forest ecosystem (water, soil, and sediment) after its application by sanitation. For
aquatic species, bifenthrin was the most toxic compound of the tested chemicals (LCsg 20.15
x10° mg L on L. papuana and 6.13 x10° mg L on A. guttata), and cypermethrin was the
pyrethroid with the highest body burdens, both lethal and chronic, but it was the compound
that accumulated the least in the insect. Semiochemicals showed body burdens 12-fold higher
than pyrethroids, and therefore were less toxic. On the other hand, bifenthrin showed strong
persistence in forest matrices after 139 days of its application, observing that the
concentrations increased with respect to time in the three matrices evaluated. These results
showed that semiochemicals are a safe tool compared to pyrethroid insecticides for
freshwater invertebrates tested here. Cypermethrin was the least toxic in non-target
organisms (zooplankton) (LCso 60.36 mg L) and the most toxic in target organism (D.
mexicanus) (LCso 5.037 mg L) of the pyrethroids tested and could therefore be considered

a good candidate for controlling bark beetle outbreaks of conifers.

Keywords: Semiochemicals, Pyrethroids, MCH, Verbenone, zooplankton.
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1. INTRODUCCION

1.1 Insectos descortezadores

Los escarabajos descortezadores son coledpteros fitéfagos que pertenecen a la familia
Curculionidae, de tamafio muy pequefio (0.1 a 0.8 cm), son enddfitos y cavan galerias por
debajo de la corteza de los arboles para alimentarse del floema. Existen dos grandes grupos:
los pertenecientes a la subfamilia Scolytinae que se alimentan directamente del floema de los
arboles y los escarabajos conocidos como ambrosiales, dentro de la subfamilia Platypodinae,
que ademas de perforar la corteza, cultivan hongos ambrosiales y no se alimentan
directamente del arbol hospedero, sino de los hongos que cultivan en su interior (Farrel et
al., 2001). En México, el nimero de especies de escarabajos descortezadores que causan
mortalidad de las coniferas, se reduce a menos de 20, la mayoria pertenecen al género
Dendroctonus y algunas especies al género Ips (Cibrian-Tovar et al., 1995, Salinas-Moreno
et al., 2004, Fonseca et al., 2008).

1.2 Problemas que causan los insectos descortezadores (Dendroctonus spp)

Los escarabajos descortezadores del genero Dendroctonus Erichson, 1836 (Coleoptera:
Curculionidae: Scolytinae) (Dendro = arbol, tonus = destructor), son un grupo que contiene
la mayoria de los principales insectos descortezados que matan coniferas en todo el mundo;
la capacidad de varios miembros de este género para matar arboles, hacen que estos insectos
sean de gran importancia econémica y ecolégica (Liu et al., 2013; Six y Bracewell, 2015).
En las recientes décadas, miles de millones de coniferas a través de millones de hectareas
han muerto por el ataque de estos insectos, y sus brotes han sido considerados los mas grandes
y severos registrados en la historia (Fettig et al., 2013). Los escarabajos de la corteza del
género Dendroctonus se encuentran entre los factores bidticos mas destructivos para los
bosques de coniferas en todo el mundo (Giunta et al., 2016; Huang et al., 2020), éstos pueden
atacar y matar de miles a millones de arboles de coniferas durante un brote, causando
enormes perdidas econdémicas en los bosques templados de América del Norte y Central
(Victor y Zuiiiga, 2016).
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Muchas especies del género Dendroctonus tienen la capacidad de matar coniferas sanas a
través del ataque masivo sobre el arbol huésped (Reeve et al., 2012); por ello, se consideran
los factores bioldgicos naturales mas destructivos en todo el mundo para los bosques de
coniferas (Pinaceae) (Stock y Guenther, 1979; Miller et al., 1987; Liu et al., 2008). En los
afios 1999 a 2003, una invasion sin precedentes en toda la region de escarabajos
descortezadores destruyd mas de 90,000 hectéreas de pinares en Ameérica central (Billings et
al., 2004). Sélo en Colorado, USA, durante los afios 1996-2011, una infestacion por D.
ponderosae afectd 211,700 ha de bosque (Meddens y Hicke, 2014). Durante 2003-2004, un
brote de dicha especie afectd 7 millones de hectareas de bosque en Canada (McFarlane et al.,
2006).

De 20 especies descritas del género Dendroctonus a nivel mundial, 18 se encuentran en
Américay dos en Europa y Asia (Armendariz-Toledano y Zufiiga, 2017). México posee una
gran diversidad ecoldgica en las asociaciones Dendroctonus-Pinus. La coexistencia
geografica de 12 especies de Dendroctonus sugiere una mayor vulnerabilidad o amenaza de
mortalidad de arboles en relacion con otras areas. La region mas afectada por este grupo de
insectos durante los ultimos cien afios es el Cinturon Volcéanico Transversal, seguido por la

Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre del Sur (Salinas-Moreno et al., 2010).

Una de las especies méas importantes es Dendroctonus mexicanus Hopkins, que se distribuye
en los bosques de pino de Norte América (Monser et al., 2005), y se extiende hasta El
Salvador (Landaverde-Torufio, 2001) y Nicaragua (Maes, 1992). Se le ha consignado
también en Honduras y Belice (Wood, 1982; Monser et al., 2005; Armendariz-Toledano et
al., 2014). Dendroctonus mexicanus es dependiente de la temperatura por lo que se estima
que presenta de dos a cinco generaciones por afio; es por ello que, se considera uno de los
taxones con mayor agresividad en sus ataques (Cibrian-Tovar et al., 1995; Salinas-Moreno
et al., 2004; Tran et al., 2007; Armendariz-Toledano et al., 2014). Las especies agresivas de
Dendroctonus requieren obligadamente matar a sus hospederos para poder alimentarse y
reproducirse, de otra manera, son incapaces de sobrevivir, por lo que su principal estrategia
de colonizacion del arbol es el “ataque en masa” (Byers, 1995; Six y Bracewell, 2015) en el
cual miles de insectos atacan al hospedero en un tiempo relativamente corto, lo cual permite

vencer sus defensas (Sanchez-Martinez y Wagner, 2009). En brotes epidémicos D.
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mexicanus puede alcanzar una densidad de entre 85 a 170 ataques por metro cuadrado (Vité
y Baader, 1990). Ademas, en la actualidad, debido al cambio climatico, los insectos nativos
han expandido su rango de hospederos favoreciendo la aparicion de nuevos y mas potentes
brotes (Erbilgin, 2019).

Los insectos descortezadores estan considerados como la plaga forestal més dafiina para los
bosques de pino en México, y debido a que en el pais el grueso de la produccion maderera
proviene de los aprovechamientos de bosques de pino, los convierte en una problematica de
indole econdmica y por lo tanto su manejo es importante para la economia nacional. De las
44,869 ha afectadas por plagas forestales en los ultimos afios, el 48% (6,374 ha) corresponde
a la infestacion por descortezador, el muérdago con 30% en segundo lugar y con una menor
representatividad los insectos defoliadores con un 17% (SEMARNAT, 2018).

Segln datos de la SEMARNAT (2018), a partir del afio 2006 es cuando se tiene un alza
significativa en la superficie afectada por estos insectos con un aproximado de 37,000 ha, no
obstante, para el afio 2012 se tiene registrada una infestacion de mas de 120,000 ha de
superficie forestal, un dato sin precedente hasta ese momento el cual deja en evidencia la
importancia de los insectos descortezadores para el ecosistema forestal y para la industria de

la madera.

La sierra Fria, localizada en la parte meridional de la sierra Madre Occidental, declarada Area
Natural Protegida por el gobierno del estado de Aguascalientes en 1994, es una de las
regiones de nuestro pais cubierta por bosques templados que estd dominada por bosques de
encino y pino-encino (Chapa et al., 2008). Sdnchez (2004) realiz6 un diagndstico fitosanitario
en esta region y sefiald que existe D. mexicanus, el cual ataca a Pinus leiophylla y Pinus
teocote, las dos especies de pino dominantes en dicha area. Durante el afio 2001, la Sierra
Fria de Aguascalientes sufri6 fuertes infestaciones de escarabajos descortezadores,
principalmente por D. mexicanus, por dicha razon hubo una mortalidad alta de estas dos
especies de pino, por lo que se tuvieron que derribar alrededor de 10,000 arboles infestados,

como parte de un programa de saneamiento (Asociacién Sierra Fria, 2002).
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1.3 Uso de plaguicidas para el control de insectos descortezadores (Dendroctonus spp.)

Los plaguicidas se consideran una herramienta econdémica y eficaz para el manejo de plagas
(Sharifzadeh et al., 2018). En 2006 se utilizaron mas de 433 ton de plaguicidas en todo el
mundo (Grube et al., 2011). Con el uso de plaguicidas, se ha logrado reducir o eliminar las
pérdidas por desempefio y mantener una alta calidad del producto (Damalas vy
Eleftherohorinos, 2011). Sin embargo, se han presentado algunos inconvenientes: a) son
toxicos no solo para las especies diana, sino también para las especies no diana, b) algunos
insectos han demostrado capacidad para desarrollar resistencia a ellos, c) debido a la alta
persistencia de los plaguicidas, algunos de ellos han sido concentrados y/o pasados
pasivamente a través de cadenas tréficas (Corcellas et al., 2015; Calderon-Garciduenas et al.,
2018). Ademas, se ha originado un aumento de la mortalidad y la morbilidad de los seres
humanos debido a la exposicién a los plaguicidas, lo cual se ha observado especialmente en
los paises en desarrollo (Wilson, 2001).

1.4 Piretroides

Los piretroides son los insecticidas mas utilizados en todo el mundo, ya que se asocian
tradicionalmente con una baja toxicidad para los mamiferos (WHO, 2005). Este tipo de
plaguicidas controlan una amplia gama de insectos a tasas mucho mas bajas que los
insecticidas usados tradicionalmente y, al ser biodegradables, teéricamente no dejan residuos
que puedan acumularse en los sistemas bioldgicos (Ensley, 2018). Ademas de eso, su
movimiento desde el sitio de aplicacion esta limitado en el aire debido a su baja volatilidad,
y en el suelo debido a su baja polaridad (Zhu et al., 2020). Con la aparicion de los piretroides
se sustituyd el uso de los insecticidas existentes (organoclorados, organofosforados y
carbamatos) debido a que estos Gltimos presentan persistencia indebida, alta toxicidad para

los mamiferos y desarrollo de resistencia por parte de las plagas.

Los piretroides representan un 25% de los pesticidas usados en la actualidad, son altamente
hidrofobos, fotosensibles y facilmente hidrolizables, con tiempos de degradacion inferiores

a 60 dias; no son persistentes y los mamiferos pueden metabolizarlos; sin embargo, se ha

14



demostrado que los piretroides se bioacumulan en mamiferos marinos y humanos (Aznar-
Alemany y Eljarrat, 2020Db).

Los piretroides generalmente se dividen en dos grupos designados como tipos 1y 11. Segln
la estructura quimica, los piretroides de tipo I no tienen un grupo a-ciano en su resto de
alcohol, mientras que los piretroides de tipo II tienen el grupo a-ciano en su fraccion de
fenoxibencilo (Soderlund, 2012; Starr et al., 2012). En general, el modo de accion de los
piretroides en los organismos expuestos implica la union a los canales de sodio con voltaje
que provocan la apertura prolongada y la interrupcion del canal (Soderlund, 2012). La
apertura prolongada del canal deteriora la actividad motora (Wolansky et al., 2009), previene
la repolarizacion neuronal lo que provoca una activacion continua del potencial de accion
que conduce a la paralisis y/o muerte del organismo (Soderlund et al., 2010). Por sus
caracteristicas, los insecticidas piretroides han sido analizados y registrados, y debido a sus
caracteristicas son una buena alternativa para el control y manejo del escarabajo
descortezador (Gibson, 2004; SEMARNAT, 2018).

1.5 Semioquimicos

Los insectos usan informacidn quimica de su entorno en todas las etapas de desarrollo, para
ubicar los sitios de alimentacion, oviposicion e hibernacion, para unirse a sus congéneres y
parejas sexuales, y para evitar situaciones peligrosas o habitats y hospedantes inadecuados
(Agelopoulos et al., 1999). Esta informacion se transmite a traves de semioquimicos, las
cuales son sustancias quimicas que median las interacciones entre organismos (Law y
Regnier, 1971), dentro de las mismas especies (feromonas) o de diferentes especies
(aleloquimicos) (Nordlund y Lewis, 1976). Un semioquimico puede influir interacciones que
implican una serie de organismos de varios niveles troficos. Los escarabajos de la corteza,
por ejemplo, realizan agregacion en los arboles hospederos usando semioquimicos
producidos por escarabajos conspicuos, cuya atraccion estd sinergizada por volatiles
liberados del arbol mismo (Byers, 1995). Muchas especies de escarabajos de la corteza
(Scolytinae) liberan una feromona de antiagregacion una vez que un arbol se coloniza con
éxito, actuando como un interruptor y disuadiendo nuevos ataques, lo que reduce la

competencia entre las especies (Wood, 1982). Los mismos compuestos pueden atraer a otros
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insectos que utilizan el arbol para alimentarse o para oviposicion, inhiben el desarrollo de
hongos o bacterias y también pueden tener un papel en las interacciones planta/planta
(Nordlund y Lewis, 1976; Dicke y Sabelis, 1988). El estudio de los semioquimicos y las
interacciones que ellos median, es parte de la ecologia quimica y contribuye para una

comprension del comportamiento, desarrollo y evolucion de organismos (Silverstein, 1990).

Los semioquimicos, que participan en interacciones multitroficas, también se pueden utilizar
para influir en el comportamiento de los enemigos naturales de las plagas. Algunas o todas
estas actividades se pueden utilizar como componentes de estrategias integradas de control
de plagas (Agelopoulos et al., 1999). El uso exitoso de semioquimicos para el control de

plagas es una alternativa al uso de tdxicos de amplio espectro (Silverstein, 1990).

Los semioquimicos que tienen la capacidad de atraer o repeler insectos, 0 que mejoran o
inhiben la accion de otros quimicos, tienen el potencial de ser utilizados en el control directo
de plagas mediante el trampeo masivo, la interrupcion del apareamiento, o la disuacién a las
plagas de los alimentos y sitios de oviposicién (Silverstein, 1990). Los semiogquimicos que
se han utilizado con mayor éxito en el control de plagas son las feromonas sexuales en
lepiddpteras y feromonas de agregacion en Coledpteros (Ridgway et al., 1990; Howse et al.,
1998). Aunque las coniferas han desarrollado mecanismos de defensa contra una variedad de
plagas; los escarabajos de la corteza pueden superar estas defensas utilizando estrategias que
incluyen feromonas de agregacion y antiagregacion (Franceschi et al., 2005). Estas
feromonas de antiagregacion se pueden utilizar para proteger a los arboles del ataque de

insectos plaga (Seybold et al., 2018).

Existen muchos sistemas comercialmente desarrollados para el uso de feromonas sexuales,
ya sea en sistemas de monitoreo o en formulaciones de liberacion lenta para interrumpir la
ubicacion normal del compafiero. Para el control de las plagas forestales, las feromonas de
agregacion de los escarabajos de la corteza son ampliamente utilizadas para su captura en

trampas (Agelopoulos et al., 1999).
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1.5.1 Feromona antiagregante 3-Metil-2-ciclohexen-1-ona (MCH)

La feromona 3-Metil-2-ciclohexen-1-ona, conocida comudnmente como MCH, fue
identificada como una feromona liberada por D. pseudotsugae macho para evitar que otros
escarabajos de la misma especie ataquen arboles ya colonizados y asi evitar la competencia
(Kinzer et al., 1971). Graham y Storer (2011), observaron una interrupcion exitosa de la
respuesta a seudenol por MCH, lo que demuestra el potencial de MCH para proteger arboles
individuales y para el manejo de escarabajos descortezadores a nivel de planta. La aplicacion
aérea de esta feromona de antiagregacion puede prevenir eficazmente la infestacion de
arboles (McGregor et al. 1984) y su aplicacion como estrategia ha reducido
significativamente las infestaciones de por D. pseudosugae en arboles vivos en rodales de
alto riesgo (Ross y Daterman, 1995), por lo que es ampliamente utilizada para prevenir los

ataques del escarabajo del abeto de Douglas en América del Norte (Hansen et al., 2019).

En el caso de México, la Norma Oficial Mexicana NOM-019-SEMARNAT-2017 establece
que para Dendroctonus pseudotsugae se deben colocar dispositivos liberadores de feromonas
0 semioquimicos antiagregantes a base de la feromona 3-metil-2-ciclohexeno-1-ona (MCH);
ésta se aplica en forma terrestre o aérea. La aplicacion terrestre se realiza en presentacion de
capsula burbuja, las cuales se engrapan sobre el fuste de los arboles en pie de cualquier
especie, arboles caidos, tocones o arbustos. La presentacidén de micro-hojuelas se aplica por
via aérea (SEMARNAT, 2018).

1.5.2 Feromona 4,6,6 Trimetilbiciclo [3.1.1] hept-3-en-2-ona (Verbenona)

La verbenona (4,6,6 Trimetilbiciclo [3.1.1] hept-3-en-2-ona) es un quimico que se produce
de forma natural y que esta involucrado en la transmision de mensajes dentro de las especies
o0 entre ellas. La verbenona se produce de forma natural a través de la autooxidacion del a-
pineno, un quimico que se encuentra comunmente en la resina de muchas especies de pino
(Hunt et al., 1989). Algunas feromonas son atrayentes y pueden usarse para atrapar especies
de plagas. Otros, como la verbenona, tienen el efecto opuesto, causando que el organismo
sea repelido o dispersado. Las principales caracteristicas de las feromonas son que son

efectivas en concentraciones muy bajas y son especificas para una especie individual o
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grupos de especies relacionadas (Vite y Baader, 1990). La verbenona puede interrumpir las
respuestas de varias especies de scolytinae a sus compuestos atractivos (Dyer y Hall, 2019).
La verbenona reduce significativamente los ataques del escarabajo del pino de montafia,
Dendroctonus ponderosae Hopkins, en arboles individuales y grupos de arboles (Huber y
Borden, 2001). En los EE. UU. Esta feromona de antiagregacion, ha sido aprobada y
registrada por EPA (Agencia de Proteccion del Ambiente en los EE. UU.) como un
tratamiento preventivo de los ataques de varias especies de Dendroctonus (Fettig, 2017). En
México, la Norma Oficial Mexicana NOM-019-SEMARNAT-2017 la recomienda, para
prevenir infestaciones por descortezadores del género Dendroctonus como D. mexicanus y
D. frontalis. La aplicacion de esta feromona debe hacerse de una a dos semanas antes del
inicio del periodo de vuelo del descortezador (SEMARNAT, 2018).

Ambos semiogquimicos mencionados en este apartado se implementan en entornos forestales
en areas grandes y pequefias utilizando estrategias antiagregacion y push-pull (empuje-
atraccion) para proteger los arboles (Gillette et al., 2009; Foote et al., 2020). Siendo los
semioquimicos compuestos que se volatilizan al ambiente en cantidades micrométricas por
dia, y que tienen poco efecto en organismos no asociados con insectos descortezadores,
parasen ser seguros para el ambiente; sin embargo se desconoce su posible efecto en especies

no objetivo.

1.6 Uso de piretroides en el control del insecto descortezador (Dendroctonus spp.)

Los piretroides bifentrina y permetrina se usan cominmente para proteger a los arboles del
ataque de los escarabajos de la corteza en los EE. UU. Varias formulaciones estan disponibles
y son eficaces si se aplican correctamente. La actividad residual varia con el ingrediente
activo, las especies arbdreas, la ubicacion geogréafica y las condiciones climaticas asociadas
(Fettig et al., 2013). Los insecticidas piretroides han sido recientemente probados y
registrados, y ahora proporcionan una alternativa para el control del insecto descortezador en
Norteamérica. (Gibson, 2004).
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Actualmente en México, el uso de insecticidas en el control y manejo del insecto
descortezador esta regulado en la Norma Oficial Mexicana NOM-019-SEMARNAT-2017
(SEMARNAT, 2018). ElI combate y control de descortezadores se realiza mediante la
remocion y destruccion de los insectos a través de los métodos fisico-mecanicos y quimicos
sefialados en dicha Norma. Los métodos consisten en el derribo y troceo del arbolado
afectado por insectos descortezadores y posterior aplicacion de productos plaguicidas.

En Mexico, la Comision Nacional Forestal (CONAFOR) recomienda aplicar insecticidas
para combatir las infestaciones de insectos primarios de los géneros Dendroctonus e Ips pero
solo aquellos que estén autorizados por la Secretaria a travées de COFEPRIS y
CICOPLAFEST, éstos son los formulados con los piretroides deltametrina y bifentrina
(Cibrian-Tovar et al, 2015). La Tabla 1 muestra ejemplos de productos comerciales, las

marcas y las dosis recomendadas.

Tabla 1. Insecticidas autorizados y dosis a emplear en el combate de insectos
descortezadores de pino (CONAFOR, 2015).

PRODUCTO INGREDIENTE
Nombre técnico ACTIVO TOXICIDAD

(gL?)

Bifentrina 0.5

Veltar 100 CE (100 g de i.a./L)

Deltametrina 1.25

DIBROL 2.5 CE

Deltametrina 2.0

DECIS FORTE CE (100 g de i.a./L) Amarillo

Deltametrina 0.25

K-OTHRINE PH (250 g de i.a./Kg)

La bifentrina es un piretroide sintético tipo | con un amplio espectro de actividad insecticida
y acaricida utilizada para controlar muchas plagas de insectos (Sadowska-Woda et al., 2010).

Hoy en dia, la bifentrina es uno de los piretroides més utilizados para proteger los pinos en
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EE. UU. (DeGomez et al., 2006, Fettig et al., 2013) y México (CONAFOR, 2015). La
cipermetrina es un piretroide sintético tipo Il extremadamente efectivo contra un amplio
espectro de insectos, es relativamente seguro para mamiferos y aves, aunque parece ser
extremadamente toxico para peces y organismos acuaticos (Jones, 1995). Los datos sobre
mortalidad/morbilidad para la cipermetrina son adecuados para proteger los arboles de los

escarabajos descortezadores (Skrzecz et al., 2015).

La deltametrina es otro piretroide de tipo Il con potente actividad insecticida, pero es uno de
los piretroides mas tdxicos para los vertebrados (Pham et al., 1984). La deltametrina ha
demostrado buenos resultados para controlar los escarabajos de la corteza (Stone y Simpson,
1987).

1.7 Estudios toxicoldgicos de insecticidas piretroides en organismos no diana

Los insecticidas piretroides, incluso si se usan de acuerdo con las buenas préacticas agricolas,
podrian ingresar a las aguas superficiales a través de varias rutas, como rociadores,

escorrentias y sedimentacion en el fondo de los reservorios (Katagi, 2011).

Los residuos de algunos compuestos piretroides se han encontrado en agua subterranea o
superficial (Carlson y Wetzstein, 1993). Estudios muestran que la escorrentia superficial
facilita el transporte de los insecticidas piretroides a las corrientes superficiales,
probablemente por el movimiento de sedimentos. Gan et al. (2005) observaron una
persistencia prolongada del piretroide bifentrina en el sedimento acuoso en condiciones tanto
aerdbicas como anaerobicas, y la vida media vari6 de 8 a 17 meses a 20 °C. La larga

persistencia probablemente fue causada por la fuerte adsorcién del pesticida a la fase sélida.

Bennett et al. (2005) estudiaron la particion y retencion de dos insecticidas piretroides,
bifentrina y lambda-cihalotrina, en el agua de la zanja. Observaron que tres horas después
del inicio de la escorrentia, las concentraciones de bifentrina y lambda-cihalotrina en el agua
de entrada variaron de 666 y 374 ng L™ a 7.24 y 5.23 p L™ respectivamente, a 200 m corriente
abajo. Tambien observaron que las concentraciones de bifentrina y lambda-cihalotrina en el
agua de la zanja se redujeron al 0.1% del valor inicial dentro de los 280 m. Después realizar
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los célculos de balance de masas, determinaron que la absorcién y/o adsorcion en las plantas
y en los sedimentos de la zanja fue responsable de la rapida disipacion de estos piretroides

en el agua.

Domagalski et al. (2010) evaluaron las concentraciones y la toxicidad en el sedimento del
lecho del valle de San Joaquin, California, una de las regiones agricolas méas productivas de
los Estados Unidos donde la escorrentia cargada de sedimentos transporta insecticidas
piretroides a lo largo de la temporada de crecimiento. Los sedimentos del lecho occidental
del valle eran frecuentemente téxicos para el anfipodo Hyalella azteca, con una mortalidad
del 100% en algunos lugares, la mayor parte de la toxicidad fue atribuible a bifentrina y

cihalotrina.

Los piretroides son altamente tdxicos para los peces; aproximadamente el 40 por ciento de
los valores de CLso para peces son menos de 1.0 ppb (Kallaji, 1990). La cipermetrina tiene
Clso de 1.2, 0.9 y 0.5 pg L en trucha marrdn, carpa y trucha arcoiris, respectivamente
(Stephenson, 1982). En estudios que usan pececillos cabeza gorda, se determind que CLso
era 1.1 pg L para fenvalerato (Bradbury y Coats, 1982) y 16 pg L™ para permetrina
(Holcombe et al., 1982). Los sintomas de la intoxicacion por fenvalerato en peces incluyen
desorientacion, natacion cerca de la superficie del agua, hiperactividad, convulsiones,
pérdida de flotabilidad, aumento de la frecuencia de la tos, aumento de las secreciones de
mucosidad, destello de las branquias, sacudidas de la cabeza y apatia, que finalizan con la
muerte (Richterova et al., 2014). La deltametrina y la cipermetrina tienen CLso de 96 h de
aproximadamente 0.01 pg L™ en langosta (Homarus americus) y camarones (Crangon
septemspinosa (Zitko et al., 1979; McLease et al., 1980).

Se ha demostrado que las aplicaciones de piretroides en el suelo disminuyen el nimero de
acaros depredadores y en altas tasas de aplicacion, los piretroides causan una reduccién
significativa en las poblaciones de lombrices de tierra (Lucowicz-Ratajczak y Krechniak,
1992).
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1.7.1 Toxicidad de insecticidas piretroides en zooplancton

El uso extensivo de nuevos productos quimicos en el mercado exige un conocimiento
profundo de la generacion de residuos y su destino, dado que la comprension del riesgo
ambiental es crucial para la salud humana y ambiental. El riesgo ambiental abarca la cantidad
de sustancias quimicas liberadas en el medio ambiente, su destino, transporte, toxicidad y
acumulacién (Arnot y Gobas, 2006). Los plaguicidas piretroides y semioquimicos podrian
llegar a los depdsitos de agua cuando se aplican para el control del escarabajo de la corteza
y podrian afectar el zooplancton nativo. Los rotiferos y los claddceros son especies
importantes en los ecosistemas acuéticos (Saeng-aroon y Sanoamuang, 2002). Ambos grupos
tienen distribucion mundial (Segers, 2007). Los claddceros son un grupo monofilético
principalmente de agua dulce y un componente importante del zooplancton microcrustaceo
(Forrd et al., 2007). Alona guttata es un cladocero cosmopolita que se encuentra en
reservorios de Asia (Sharma y Sharma, 2011), Africa (Van Damme y Eggermont, 2011),
Brasil (Boronat et al., 2001), Tailandia (Saeng-aroon y Sanoamuang, 2002), Espafia (Sabater,
1987) y México (Sinev y Silva-Briano, 2012). Los rotiferos son un grupo diverso y abundante

(Ismail y Zaidin, 2015), que son predominantemente cosmopolita (Dumont, 1983).

La toxicidad aguda de los piretroides en los mamiferos es baja (Kranthi et al., 2001), sin
embargo, se ha demostrado que los insecticidas piretroides son extremadamente tdxicos para
los organismos acuaticos en el rango de concentracion de ng L™ (Zhou et al., 2019). Estos
CLso son similares a los de mosquitos, moscas negras y larvas de moscas tsetse, para las
cuales los piretroides se utilizan a menudo en control de vectores (Sayeed et al., 2003).
Muchos efectos adversos ocurren a concentraciones por debajo de 1 pg L%, en invertebrados
acuaticos como dafnidos, copépodos y quirondmidos incluidos los efectos sobre la
reproduccion, el crecimiento y el comportamiento (Bradbury et al., 1987; Anderson, 1989).
Garza-Leon et al. (2017) encontraron valores tan bajos de CLsocomo 3.77 x 102 mg L™ para
la especie acuatica (cladocero) Alona guttata expuesta al piretroide cipermetrina, que
ejercié efectos perturbadores endocrinos sobre esta especie e inclusive el crecimiento

somatico de A. guttata se inhibi6 con la exposicion crénica a cipermetrina.
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1.7.1.1 Bioacumulacion

Los piretroides son considerados los plaguicidas ideales porque no son persistentes y se
metabolizan rapidamente (< 60 dias) y por lo tanto no se bioacumulan (Aznar-Alemany y
Eljarrat, 2020a). Sin embargo, se han informado problemas, tales como resistencia, toxicidad
letal/subletal para mamiferos, organismos acuéticos y otros organismos benéficos (Zhu et al.,
2020). Se ha demostrado que los insecticidas piretroides pueden llegar a reservorios de agua
(Gan et al., 2005) ya que se adsorben facilmente al sedimento debido a su muy baja
solubilidad en agua (de pug L) y a su alta hidrofobicidad (Laskowski, 2002). Se ha
documentado la de evidencia de su bioacumulacién en varias publicaciones cientificas (e.g.
Alonso et al., 2012; Aznar-Alemany y Eljarrat, 2020b; Rivera-Dévila et al., 2021).

El uso extensivo de pesticidas exige un conocimiento profundo de la generacion de residuos
y su destino (Mestres y Mestres, 1992). La identificacidn de peligros es un aspecto importante
de la evaluacion quimica, pero el riesgo ambiental es un problema fundamental relacionado
con la calidad de la salud ambiental y la salud humana; el riesgo ambiental incluye la cantidad
de quimicos liberados en el medio ambiente, su destino, transporte, toxicidad y acumulacion
(Arnot y Gobas, 2006).

Un paso clave para comprender el efecto de los productos quimicos en la biota es describir
la relacion entre las concentraciones en los organismos, en el medio ambiente y la toxicidad
potencial. Los procesos capaces de influir en estas relaciones son los de bioconcentracion,
bioacumulacion y biomagnificacion (Gobas y Morrison, 2000). La evaluacion de
bioacumulacion es importante en la evaluacion cientifica de los riesgos que los productos
quimicos pueden representar para los humanos y el medio ambiente (Arnot, y Gobas, 2006).
La bioacumulacion en organismos se describe comUnmente mediante el factor de
bioconcentracién (BCF), que es la relacion entre la concentracién en el cuerpo de un

organismo Yy la concentracién en el medio que habita (Katagi, 2010).

En el campo de la ecotoxicologia, el efecto toxico de una sustancia quimica para un
organismo generalmente se expresa como concentracion efectiva en el medio de exposicion
externo (por ejemplo, CLso). Las evaluaciones de riesgo de toxicos se basan tipicamente en
la evaluacion de las concentraciones de exposicion, sin embargo, las concentraciones en el

medio son muy variables, y esta variacion de datos de la concentracion externa es mayor
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como resultado de las diferencias en la absorcion quimica, la biodisponibilidad y el
metabolismo (Van der Heijden et al., 2015), mientras que la carga corporal puede
proporcionar una mejor medida integrada del tiempo de exposicion a pesticidas y efectos
potenciales (Shahid et al., 2018).

El concepto de carga corporal letal (LBB por sus siglas en inglés: Lethal Body Burden) o
cronica (CBB por sus siglas en inglés: Chronic Body Burden) muestra las ventajas de
vincular los efectos tdxicos directamente con la exposicion interna. EI LBB se define como
la concentracion de tejido expresada en moles por kg de peso corporal, que causa una
respuesta bioldgica adversa como la muerte o la reduccion del crecimiento (McCarty, 1987).
La carga corporal critica o letal representa un pardmetro de dosis intrinseca, y en
investigaciones anteriores se ha demostrado que su aplicacion reduce la variacion de los datos

de toxicidad entre productos quimicos, medios y especies (Van der Heijden et al., 2015).
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2. JUSTIFICACION

Los escarabajos del género Dendroctonus son los principales agentes perturbadores naturales
de los bosques de coniferas e incluyen algunas de las plagas forestales econdmicamente mas
importantes del mundo. En México, cada afio miles de hectareas de bosque se ven afectadas
por estos insectos. Una estrategia de combate para tratar de disminuir y controlar este
problema es recurrir al uso de semioquimicos. Existen varios productos semioquimicos
comercialmente desarrollados ya sea para sistemas de monitoreo (atrayentes) o en
formulaciones de liberacién lenta para interrumpir la localizacion del hospedero
(antiagregantes). Estas formulaciones han llegado a tener éxito para controlar ataques de esta
plaga, pero en ocasiones existe la necesidad de aplicar plaguicidas para disminuir el
problema. Los plaguicidas piretroides son una alternativa menos dafiina para el medio
ambiente, en comparacion con los plaguicidas antes usados (organoclorados,
organofosforados), sin embargo, se sabe de problemas de toxicidad de éstos en organismos

acuaticos.

Por lo tanto, es importante el estudio de los semioquimicos y piretroides como una alternativa
amigable con el medio ambiente. Al mismo tiempo tenemos que asegurarnos que los
semioquimicos no conlleven efectos secundarios a organismos no diana. Los invertebrados
dulceacuicolas representan un modelo eficiente de organismos no diana, ecolégicamente
relevante y sencillo para estudiar la toxicidad de compuestos como piretroides y
semioquimicos. Por tanto, el estudio de la toxicidad de insecticidas piretroides y
semioquimicos  (usando invertebrados dulceacuicolas) para controlar insectos
descortezadores es relevante cientificamente, ya que se genera informacion que permite
asegurar o no la bondad con el medio ambiente de las estrategias de combate escarabajos

descortezadores del género Dendroctonus.
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3. HIPOTESIS

Los insecticidas y semioquimicos usados para control del descortezador (Dendroctonus spp)

no representan ningun tipo de riesgo ambiental.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar si los insecticidas y semioquimicos utilizados en el control del descortezador
(Dendroctonus spp) son seguros para el ser humano y el medio ambiente, incluyendo

especies no diana como invertebrados dulceacuicolas.

4.1 Objetivos especificos

1.- Realizar pruebas de toxicidad aguda para obtener los valores CLso de los
plaguicidas deltametrina, bifentrina y a-cipermetrina y de los semioquimicos MCH (3,2-
metilciclohex-2-en-1-ona) y Verbenona (4,6,6-trimetilbiciclo [3.1.1]-hept-3-en-2-ona) en el

descortezador (Dendroctonus spp) y en organismos no diana (rotiferos y cladoceros).

2.-Determinar ECso de los plaguicidas deltametrina, bifentrina y a-cipermetrina y de
los semioquimicos MCH (3,2-metilciclohex-2-en-1-ona) y Verbenona (4,6,6-trimetilbiciclo
[3.1.1] -hept-3-en-2-ona) en organismos no diana (rotiferos y claddceros) mediante la prueba

crénica de inhibicion del crecimiento.

3.-Determinar la incorporacion (bioacumulacion) de los insecticidas (Deltametrina,
Bifentrina y o-Cipermetrina) y de los semioquimicos (MCH y Verbenona) tanto en

organismos diana (descortezadores) como en organismos no diana (rotiferos y cladéceros).

4.- Determinar la presencia de los insecticidas (Deltametrina, Bifentrina y o-
Cipermetrina) en suelo, agua y sedimento en areas donde haya aplicacion como control

quimico para el descortezador (Dendroctonus spp).
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5. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en condiciones de laboratorio en el Laboratorio de Toxicologia Acuatica
de la Universidad Auténoma de Aguascalientes y en el Laboratorio de Sanidad Forestal y
Agricola del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias

(INIFAP) en Aguascalientes, México.

5.1 Reactivos y quimicos

5.1.1 Plaguicidas

Los insecticidas utilizados fueron estdndares de alta pureza: Bifentrina (BF) 99,2%,
Cipermetrina (CM) 98% y Deltametrina (DM) 99,9%, todos adquiridos de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EE. UU.).

5.1.2 Semioquimicos

Estandar de 3-metil-2-ciclohexen-1-ona (MCH) con 98% de purezay (1S) - (-) - Verbenona
(4,6,6 Trimetilbiciclo [3.1.1] hept-3-en-2-ona) (VB) Pureza > 99,0% ambos adquiridos de
Aldrich Chemistry, St. Louis, MO, EE. UU.

5.1.3 Soluciones stock

Se prepararon soluciones madre a partir de los estandares de plaguicidas y semioquimicos a
1000 mg L, disolviendo la cantidad correspondiente en acetona (JT Baker, Phillipsburg,
N.J., EE. UU.) Debido a su limitada solubilidad en agua de los compuestos a evaluar, se
utilizé acetona como solvente para preparar las soluciones stock. Las concentraciones en
agua de todos los compuestos evaluados nunca sobrepasaron sus solubilidades en agua a
25 °C. Las propiedades fisicoquimicas de los compuestos a evaluar se presentan en la Tabla
2. Cada solucion de trabajo (plaguicidas y semiogquimicos) se prepard una concentracion de
10 mg L. Estas soluciones de trabajo se utilizaron para enriquecer las muestras en la

optimizacion del procedimiento de extraccion, para la validacion del estudio y para preparar
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los estandares de calibracion para la curva (1.0 hasta 0.0001 mg L™ para cada plaguicida y

semioquimico). Todos los estandares se mantuvieron a -20 °C antes de su uso.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de los compuestos en estudio.

Solubilidad en
Peso agua
Compuesto Tipo molecular a25cC Log Kow
(g mol) (mg LH*
Bifentrina Piretroide 422.9 5.1x10° 6.6°
Cipermetrina Piretroide 416.3 3.92x10? 5.3°
Deltametrina Piretroide 505.2 4.25x1072 4.6°
Verbenona Semioquimico 150.21 1,083 2.16°
MCH Semioquimico 110.16 3,480 1.7°

*Valores estimados con el programa EPI Suite ™, (Programa de estimacion del programa Interface Suite ™).

@Valores tomados del USDA, Servicio Forestal. Salud Humana y Evaluacion de Riesgos Ecoldgicos. Verbenona.

b \alores tomados del USDA, Servicio Forestal. Salud Humana y Evaluacion de Riesgos Ecoldgicos. Metilciclohexen-1-
ona (MCH).

®Valores tomados de AERU - Unidad de Investigacion de Agricultura y Medio Ambiente (Universidad de Hertfordshire)
(2007).

5.2 Cuantificacion de plaguicidas y semioquimicos

Ademaés de las concentraciones nominales, se determinaron las concentraciones reales de
insecticidas y semioquimicos utilizando la técnica de microextraccion en fase solida-
inmersion directa (SPME-ID) en las muestras de exposicion. En el caso de muestras acuosas
(medio EPA) se utilizo el protocolo de Beltran et al. (2003). La fibra utilizada para la
extraccion SPME fue la revestida con polidimetilsiloxano y divinilbenceno PDMS/DVB (65
pum) (Supelco, Bellefonte, PA, EE.UU.), con inyeccion manual. Esta fibra fue seleccionada
debido a su mayor afinidad por los quimicos analizados en este trabajo segun se determiné

en corridas anteriores.

El analisis quimico de plaguicidas y semioguimicos se realizé en un cromatdgrafo de gases

acoplado a un espectrometro de masas (GC/MS) de Agilent Technologies modelo 7820A,
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con columna capilar (HP-5MS, Agilent, (5% -Penil) -metilpolisiloxano; 30 m x 0.25 mm ID
x 0.25 um, EE. UU.) Utilizando helio (99.99% de pureza) como gas portador con un flujo de
1.0 ml min“%, con un detector selectivo de masas (MSD, Agilent Technologies 5975) operado
en modo de inyeccidn splitless a 280 °C. La rampa de temperatura del horno utilizada fue:
temperatura inicial de 90 °C con un aumento de 30 °C min™ hasta 265 °C, luego un aumento
de 2 °C min? hasta 276 °C, y en espera durante 1 min. Luego, hubo un aumento de
2 °C min? hasta 279 °C, luego se mantuvo durante 1 min; por ultimo, se aumento
4 °C min! hasta 290 °C. El tiempo de ejecucion total fue de 17.58 min. Finalmente, se afiadio
un periodo de post-run de 2 min a 300 °C. Las condiciones del detector de masas fueron:
temperatura de transferencia en linea a 250 °C. Temperatura de la fuente de iones a 230 °C.
La energia del impacto de los electrones fue de 70 eV. El analisis se realiz6 en el modo SIM
(monitoreo de iones seleccionados) para cada pesticida. Se utilizaron un i6n objetivo
principal y dos iones calificadores como sigue: 181, 165y 166 BF; 181, 163 y 209 CM; 181,
251 y 253 DM; 107,135 y 150 VB; 82, 110 y 54 MCH. La confirmacion de la deteccion
correcta se realizd en modo de escaneo completo (utilizando todos los iones) con los
estandares correspondientes. Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) se

calcularon como una relacion sefial/ruido de tres y diez veces, respectivamente.

5.3 Cultivo de los organismos zooplanctonicos

Los cultivos madre de A. guttata y L. papuana se cultivan desde hace al menos 5 afios en el
Laboratorio de Toxicologia Acuatica de la Universidad Auténoma de Aguascalientes,
México. Todos los organismos se cultivaron en medio sintético EPA (60 mg CaSO4 - 2H20,
60 mg MgS04, 96 mg NaHCO3 y 4 mg KClI por litro) (US EPA, 1985) con dureza entre 70-
110 mg L de CaCO3 a pH 7.5 preparado con agua desionizada (Water Pro PS System
Labconco, Co). Los organismos se mantuvieron a 25 + 2 °C y fotoperiodo 16: 8 (claro:
oscuro) en una camara bioclimatica (Revco Scientific Inc.) y se alimentaron con el alga verde
Nannochloropsis oculata (cepa LB2164 de UTEX, Coleccion de Cultivos de Algas en la
Universidad de Texas en Austin) cultivado en medio basal de Bold (Nichols, 1973).
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5.4 Muestras de insectos descortezadores

Para detectar arboles atacados por insectos descortezadores, se hicieron visitas a las Sierras
de Aguascalientes y Durango, México y se mantuvo comunicacién con personal técnico de
CONAFOR. Se ubico un arbol en la Sierra Fria, Aguascalientes (22°10° 23.7” N, 102°37°
0.6” WW), con evidencia de ataque de acuerdo a la coloracion amarillenta-rojiza de la copa
del arbol. El arbol infestado se derribd, se descortezd y posteriormente, se corto la corteza en
trozas de tamario de 20 a 25 cm de lado. Las cortezas se almacenaron en frascos de plastico
(las cortezas llevaban dentro de sus galerias insectos descortezadores) posteriormente fueron
llevados al Laboratorio de Sanidad Forestal y Agricola del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) en Aguascalientes, México. Las
cortezas, con los descortezadores dentro, se mantuvieron en un fotoperiodo de 16:8 h (Luz:
Oscuridad) y a una temperatura de 25 °C. Los adultos que emergieron de la madera se
recolectaron con ayuda de unas pinzas y se colocaron dentro de vasos de plastico (5 cm de
didmetro y 5 cm de altura). Estos insectos fueron utilizados para las pruebas de toxicidad y
bioacumulacion. Todos insectos utilizados en los bioensayos tuvieron menos de 1 d de

emergencia de la madera.

5.5 Ensayo de toxicidad aguda (48 h) con el clad6cero Alona guttata

Inicialmente se realizaron pruebas de toxicidad para determinar el rango de toxicidad de cada
plaguicida o semioquimico. Las pruebas definitivas consistieron en un control de solvente
negativo y cinco concentraciones de cada plaguicida o semioquimico. Para ello se siguio el
protocolo de Osorio-Trevifio et al. (2019). Brevemente, la prueba se realizd en placas de
poliestireno de 24 pocillos (Costar Co. EE. UU.), transfiriendo 10 neonatos por pocillo. Se
eligieron hembras gravidas 24 h antes del inicio de la prueba. Se utilizaron neonatos de menos
de 24 h para la prueba. Se realizaron diluciones en medio EPA para ajustar cada
concentracion a un volumen total de 2 ml y el pH se ajust6 a 7.5 con KOH (U.S. EPA, 1985).
Se analizaron cinco concentraciones y un control negativo y disolvente para cada toxico, de
la siguiente manera: para BF (0.952, 4.76, 9.52, 14.28 y 16.66 ug L), para CM (4.96, 9.91,
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14.87,19.83 y 24.79 ug L'Y), para DM (0.0117, 0.0585, 0.117,0.585 y 1.17 ug L'™Y), para VB
(1.17, 2.35, 5.88, 70.56 y 94.08 mg L), y para MCH (26.25, 52.50, 105.8, 210.2 y 420.01
mg LY). Se realizaron cuatro réplicas para cada concentracion, y las muestras se incubaron a
25 + 2 °C durante 48 h y un fotoperiodo de 16: 8 h luz: oscuridad. La iluminacién vario entre
600 y 1,100 luxes. La temperatura se midio con un termémetro digital e higrometro Avaly
Modelo EDT-1-55 (Santa Clara, CA) y la iluminacion se midié con un iluminémetro
(Kyoritsu Electrical Instruments, Tokio, Japon). Tanto la iluminacion como la temperatura
se regularon con una camara biocliméatica Revco Scientific (Asheville, NC, EE. UU.). Los

recuentos de mortalidad se realizaron 48 h después del tratamiento.

5.6 Ensayo de toxicidad aguda (48 h) con el rotifero Lecane papuana

Se sigui6 el protocolo de Pérez-Legaspi y Rico-Martinez (2001). Se aislé una cantidad
suficiente de huevos partenogenéticos (ya aclimatados a 25 + 2 °C) en una placa de Petri
limpia con medio EPA. Doce horas después se obtuvieron neonatos de Lecane papuana; se
utilizaron diez recién nacidos para cada réplica, con cinco réplicas por nivel de tratamiento.
Se analizaron cinco concentraciones y un control negativo para cada téxico, de la siguiente
manera: para BF (4.97, 14.90, 19.87, 198.7 y 298.06 ng L1), para CM (34.16, 63.44, 82.96,
97.67 y 146.4 mg L), para DM (9.42, 23.56, 47.12, 94.24 y 235.6 pug L), para VB (22.32,
223.2,446.4,669.6 y 892.81 mg L), y para MCH (268.25, 536.5, 804,75, 1073.02 y 1609.5
mg L1). Todas las concentraciones se ajustaron a un volumen final de 1 ml con medio EPA.
Los organismos de prueba se expusieron a las sustancias quimicas a 25 + 2 °C durante 48 h
con un fotoperiodo de 16: 8 h (luz: oscuridad), y una iluminacién oscilé entre 600 y 1.100
luxes en una camara bioclimatica (Revco Scientific, Asheville, NC, EE. UU.). Los recuentos

de mortalidad se realizaron 48 h después del tratamiento.

5.7 Prueba de toxicidad croénica (inhibicién del crecimiento) en los organismos
zooplancténicos

Para las pruebas de inhibicién del crecimiento se utilizaron neonatos <12 h. Se analizaron
cinco tratamientos con seis repeticiones cada uno. Los tratamientos consistieron en 1/5, 1/10,

1/50, 1/100 y 1/1000 de sus respectivas CLso. Para este experimento, se colocaron cinco
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neonatos por pocillo en una placa de poliestireno de 24 pocillos en un volumen final de
2 mL. El alga verde Nannochloropsis oculata se afiadiéo como alimento a una concentracion
final de 1 x 10° células mL™ para L. papuana (Perez-Legaspi y Rico-Martinez, 1998) y
2 x 108 células mL™ para el claddcero A. guttata (OCDE, 2012a). Las placas se incubaron a
25 £ 2 °C durante 5 dias (Hernandez-Flores y Rico-Martinez, 2006) para el rotifero y 14 dias
(Garza-Leon et al., 2017) para el claddcero; con un fotoperiodo de luz oscuridad 16: 8 h en
una cdmara bioclimatica (Revco Scientific, Asheville, NC, EE. UU.). Al final del periodo
correspondiente para cada prueba se contd el nimero de organismos. Para el célculo de la

tasa de crecimiento intrinseca, r, se utilizé la siguiente formula:

InNt — InNo
r =
t

Donde In es el logaritmo natural, Nt es el nimero de organismos vivos en el pozo al final del
experimento, No corresponde al numero inicial de organismos en el pozo, t es el tiempo de

exposicion y r corresponde a la tasa de crecimiento intrinseca.

5.8 Ensayos de toxicidad aguda (48 h) con el insecto descortezador Dendroctonus
mexicanus

5.8.1 Método de aplicacion en la corteza

Se siguio el protocolo de Fettig et al. (2011) con algunos cambios. La corteza del pino
hospedero recolectada se cort6 en pequefias trozas cuadradas de 3 cm de lado a las cuales se
les aplico 0.5 mL de los diferentes insecticidas a las diferentes concentraciones y una troza
de corteza con 0.5 mL de acetona como control. Los trozos de cortezas se dejaron en una
campana de extraccion durante 2 h para permitir la eliminacion del solvente (acetona),
posteriormente las cortezas se colocaron en los frascos de plastico (5 cm de diametro y 5 cm
de altura) a los cuales se les realiz6 20 pequefios orificios (= 1 mm de didmetro) para permitir
la circulacién de aire. Se colocaron los insectos descortezadores dentro de cada frasco

permitiendo la libre interaccion de éstos con la corteza. Los frascos con los insectos
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descortezadores dentro se colocaron en una cadmara bioclimética a una temperatura de 25 °C
y un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad. Se utilizaron 10 insectos para cada réplica,
con diez réplicas por nivel de tratamiento. Se realizaron estudios de bdsqueda de rango para
determinar las concentraciones de prueba apropiadas. Se analizaron cinco concentraciones y
un control negativo para cada toxico, de la siguiente manera: para bifentrina (0.2, 1.0, 10,
100 y 1000 mg L), para deltametrina (0.5, 1.0, 10, 100 y 1000 mg L) y para cipermetrina
(0.2, 1.0, 5.0, 10 y 100 mg L™). Se llevaron a cabo diez repeticiones para todos los
tratamientos y controles. Se incubaron a 25 £ 2 °C durante 48 h con un fotoperiodo de 16: 8
h (luz: oscuridad), y una iluminacion oscilé entre 600 y 1.100 luxes en una camara
bioclimatica (Revco Scientific, Asheville, NC, EE. UU.). Transcurrido ese tiempo se registrd

la mortalidad. Los valores de CLso se calcularon mediante el analisis Probit.

5.8.2 Método de aplicacion tépica

Se siguid el protocolo de Fang et al. (2010). Se realizaron estudios de busqueda de rangos
para determinar las concentraciones de prueba apropiadas. Se colocaron 10 insectos en un
frasco de pléastico con 20 orificios en la tapa para permitir la circulacion de aire. Se analizaron
cinco concentraciones y un control negativo para cada toxico, de la siguiente manera: para
bifentrina (0.02, 0.2, 1.0, 10 y 100 mg L), para deltametrina (0.05, 0.5, 1.0, 10 y 100 mg L"
1Y y para cipermetrina (0.2, 1.0, 5.0, 10 y 100 mg L™). Se aplicaron 0.5 uL de cada solucién
de cada insecticida y del solvente como control en el pronotum de los insectos, después se
incubaron a 25 £ 2 °C con un fotoperiodo de 16: 8 h (luz: oscuridad). Los recuentos de
mortalidad se realizaron 48 h después de aplicado el tratamiento. Se llevaron a cabo diez
repeticiones para todos los tratamientos y controles. Los valores de CLso se calcularon

mediante el analisis Probit.

5.9 Pruebas de supervivencia con el insecto descortezador Dendroctonus mexicanus
5.9.1 Probabilidad de supervivencia

Se determind la probabilidad de supervivencia siguiendo las dos metodologias antes
mencionadas en las pruebas de toxicidad letal (aplicacion topica y en corteza) para cada

insecticida. Se probaron cinco concentraciones diferentes (tratamientos): 100, 10, 5, 1, 0.5

33



mg Ly un control (s6lo solvente). Posteriormente se observo y se registrd la mortalidad de
los insectos cada 12 horas hasta observar la mortalidad de la totalidad de los insectos en cada

insecticida y en cada concentracion.

5.9.2 Expectativa de vida media

El método de la tabla de vida se utiliz6 para estimar la expectativa de vida media del insecto
sometida a diferentes dosis de cada insecticida, y para comparar las curvas de supervivencia

en los ensayos de aplicacion tépicay aplicacion en la corteza. Se utilizo la siguiente férmula:

Expectativa de vida = €x = Ty/lx

Donde:
Ix = proporcion de sobrevivientes
Tx= dias

5.10 Determinacion de la especie de Dendroctonus

La especie de Dendroctonus gque fue recolectada se identificé por medio del método de la
extraccion y observacion de genitalia (Rios-Reyes et al., 2008); este método consiste en la
identificacion de la especie mediante la extraccion de la varilla seminal. Primero se separa el
abdomen del resto del cuerpo, se coloca en un tubo Eppendorf con KOH al 10 % en bafio
Maria a 80 °C por 15 minutos. Al concluir la maceracion, el abdomen se enjuaga con agua
destilada, se deshidrata en alcohol etilico absoluto (99.9 %) por un minuto; se seca y se
disecta para extraer la varilla seminal, la cual se coloca en una gota de Balsamo de Canada.
Por ultimo, se observa al microscopio y se compara con las ilustraciones de referencias

taxondmicas del género Dendroctonus.

34


https://bioone.org/search?author=Ang%C3%A9lica_Ver%C3%B3nica_Rios-Reyes

5.11 Pruebas de bioacumulacion
5.11.1 Bioacumulacién en Alona guttata

Dos mil neonatos de A. guttata (menos de 24 h de edad) fueron expuestos a cada insecticida
0 semioquimico en frascos de vidrio de 15 mL usando medio EPA. Se eligieron dos
concentraciones ambientalmente relevantes (1/2 y 1/5 del valor de LCso para cada insecticida
0 semioquimico). Las concentraciones de absorcion de cada uno de los cinco compuestos
analizados no excedieron la solubilidad en agua a 25 °C. Los experimentos se realizaron en
una camara bioclimatica a 25 °C y un fotoperiodo de 16: 8 h luz: oscuridad. Los recién
nacidos se descartaron diariamente. Se utilizd6 Nannochloropsis oculata como alimento a
1x108 células mL™2, que se dejo dos h diarias para evitar la acumulacion de algas y evitar la
entrada de compuestos a través de los alimentos (OCDE, 2012b). Luego de dos horas con las
algas en medio EPA, los organismos se colocaron en filtros de membrana de policarbonato
(Whatman®) con un tamafio de malla de 18 um, y posteriormente se lavaron cuidadosamente
con agua destilada para eliminar las algas y el medio EPA con el tdxico. Los organismos
lavados se colocaron finalmente en medio EPA recién preparado y se ajustaron a la
concentracion deseada. Las concentraciones se midieron diariamente y se utilizé la media de

las concentraciones para calcular los Factores de Bioconcentracion (FBC).

Las concentraciones quimicas se midieron utilizando los cuerpos de dos mil claddceros
después de cada periodo de absorcion. La concentracion en el claddcero se midi6 cada dos
dias hasta que alcanzé el estado estacionario (en el que la concentracion en el cuerpo del
claddcero no cambia al aumentar el tiempo de exposicion) (OCDE, 2012b). Se observé que
el estado estacionario se alcanzo en todos los compuestos analizados en 10 dias de tiempo de
exposicion (2, 5, 7'y 10 dias). La curva de absorcion de cada quimico se obtuvo trazando la
concentracion del claddcero en la fase de absorcion contra el tiempo en escalas aritméticas.
Cuando la curva alcanz6 una meseta, es decir, se volvio no sinténica con el eje del tiempo,
se establecié que habia alcanzado la etapa estacionaria (OECD, 2012b). Se realiz6 un

ANOVA para asegurar que la concentracién no cambiara con el tiempo.
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5.11.1.1 Extraccion y cuantificacion de piretroides y semioquimicos del cuerpo del
cladocero Alona guttata
Se utilizd el protocolo de Manar et al. (2009) con ligeras modificaciones. Brevemente,
después del periodo de absorcion, se tomaron 2 mil individuos, los cuales fueron filtrados y
lavados cuidadosamente con agua destilada, secados y homogenizados en un molinillo de
vidrio (Potter-Elvehjem) con 1 mL de cloroformo/acetona (1:1 v/v) (grado analitico) para
extraer los compuestos organicos del tejido. El polvo se extrajo usando 5 mL de una mezcla
de cloroformo/acetona (60:40, v/v) durante 30 min en agitacion y centrifugacion a
1000 rev min durante 10 min. Se decanté el sobrenadante y se repitio una vez el proceso de
extraccion. La concentracion de cada compuesto en el cladécero se determind mediante
GC/MS. La eficiencia de la extraccion y limpieza se determind agregando concentraciones
conocidas del quimico de interés a los homogeneizados de organismos no expuestos a los
toxicos. La tasa de recuperacion de las extracciones fue siempre superior al 89% para los

cinco compuestos en los cuerpos de los cladoceros.

5.11.2 Bioacumulacion en Lecane papuana

Durante las pruebas de toxicidad aguda de 48 h con el rotifero Lecane papuana, se
determinaron las concentraciones inicial y final de cada compuesto (una concentracion baja
y una concentracion alta). Se realizaron dos réplicas por cada tratamiento. Para calcular el
FBC se calcul6 la cantidad de compuesto acumulado (g) (ug g™ de peso seco) utilizando el

método de diferencias de concentracion con la férmula de Volesky y Holan (1995):

_(Co—-Ct)V
0 w

Donde Co es la concentracién inicial del compuesto en el medio (ug L), Ct es la
concentracion del compuesto en el tiempo "t" (ug L), V es el volumen total de la muestra
(L) y W (g), es el peso seco del rotifero. EI BFC se determiné dividiendo la cantidad de
compuesto acumulado en el cuerpo (q) por la concentracion del compuesto en la solucion de

exposicion.
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5.11.3 Bioacumulacion en el insecto descortezador (Dendroctonus mexicanus)

Se determind la cantidad bioacumulada de los tres insecticidas piretroides por los insectos
descortezadores a los 10 d de exposicion. Se expusieron 10 insectos descortezadores (D.
mexicanus) a los tres insecticidas piretroides mediante el método de aplicacién en la corteza
descrito anteriormente con 10 réplicas (100 insectos por concentracion). Las concentraciones
a las que se expusieron los insectos fueron 1/2 'y 1/5 de las CLso obtenidas anteriormente para
cada insecticida por el método de aplicacion en la corteza. Transcurridos los 10 d de
exposicion se tomaron los 100 insectos de cada tratamiento, se lavaron al chorro de agua de
la Ilave, después se lavaron con agua destilada, se dejaron secar en una estufa a 60 °C durante
3 dias. Posteriormente se tomaron 50 insectos de un tratamiento, se colocaron en un mortero
y se molieron hasta obtener un polvo, posteriormente se tomaron 0.2 g de ese polvo y se pasé
a un tubo de polipropileno de 15 mL donde se agreg6 5 mL de una mezcla de hexano:acetona
(5:1 v/v) para extraer los insecticidas del cuerpo del insecto, se mezcl6 por 5 min con ayuda
de un vortex y posteriormente se centrifugd por 1 min a 2500 rev min*. El procedimiento
se repitio tres veces. Para asegurar la calidad de la extraccion, una muestra de 0.2 g del insecto
(sin exposicion a insecticidas), se enriquecio con 5 mL de la mezcla de extraccion ajustada a
las dosis de 0.5y 0.1 mg L. Los porcentajes de recuperacion de los insecticidas del cuerpo
del insecto fueron 109.23, 116.80 y 73.94% para bifentrina, deltametrina y cipermetrina,

respectivamente (n=6).

El factor de bioacumulacion (BAF) se calculd a partir de la ecuacion BAF = Cb/Cw donde
Cb fue la concentracion promedio en el cuerpo del insecto y Cw fue la concentracion
promedio a la que se expuso el insecto. Debido a que el experimento se limitd a una especie,
el BAF no se normaliz6 al contenido de lipidos del organismo (Gevao et al., 2001). Para
calcular la carga corporal letal (LBB) utilizamos la siguiente formula (McCarty, 1986): LBB
= LC50*BCF.
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5.12 Toxicocinética

La siguiente ecuacion describe el modelo cinético de primer orden utilizado para describir la

absorcidn y excrecion de los compuestos que se analizan:

dCes/dt = ki*Cw - koCs

Donde; Cs (ug g) es la concentracion del compuesto de prueba en el cuerpo del claddcero,
y Cw (ng mL™) es la concentracion de la solucion de exposicion en un momento dado, t (h);
ki (L kg? h?) y ko (h}) son las constantes de las tasas de absorcion y excrecion,
respectivamente. Suponiendo que en t = 0, la concentracidn del compuesto de prueba es cero
(Cgo) Yy la concentracion del compuesto de prueba en la solucion de exposicion es constante,

la ecuacion se transforma en:

Ce= ki/k2*Cy (1- €*2Y) (consumo)  Cg= Cgo * ™! (depuracion)

Entonces, BCF se define como el cociente del compuesto de prueba (analito) en el cuerpo
del organismo de prueba en la etapa estacionaria, de acuerdo con la directiva 305 (OCDE,
2012b). Entonces: BCF = Cg/Cw

5.12.1 Tasa de depuracién y tiempo de vida media (t12)

Se midieron dos concentraciones de cada compuesto de prueba (los tres insecticidas y los dos
semioquimicos) (una alta y una baja) al inicio y al final de la prueba de toxicidad aguda de
48 h para ambas especies zooplanctonicas para determinar la velocidad con la que cada
compuesto de prueba se elimina y/o metaboliza del medio por las condiciones ambientales y
los organismos de prueba. La concentracion nula con medio EPA se determiné como control

negativo. Usamos la siguiente ecuacion:

_ ln CWl - ln CWZ

2 t1 — &
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Donde: ko es la tasa de depuracion, Cwi es la concentracion inicial en t = 0, Cw2 es la
concentracion final a las 48 h, t1 y t2 son el tiempo al comienzo y al final de la prueba,
respectivamente. La tasa de excreciéon de la vida media (ti2, h) se calcul6 mediante la
siguiente ecuacion:

ti2 =In2/k,

5.13 Peso seco (dw)
5.13.1 Peso seco de Alona guttata

Se colocaron dos mil neonatos de A. guttata de menos de 24 h de edad en medio EPA y se
alimentaron con Nannochloropsis oculata a 2 x 10° células mL™ en cdmara bioclimatica a 25
°C y un fotoperiodo de 16: 8 h luz: oscuridad. Después de 10 dias, 1000 adultos se lavaron
cuidadosamente con agua destilada y luego se colocaron en un vial de vidrio de 2 mL
(previamente pesado). Luego, el vial se seco a 60 °C en un horno durante 24 horas y se dejo
enfriar a temperatura ambiente (alrededor de 25 °C), se pes6 en una balanza analitica (A&D

HR-200, rango: 0.1 mg a 200 g) para determinar el peso seco (n = 5).

5.13.2 Peso seco de Lecane papuana

Se aislaron cinco mil hembras no ovigeras de Lecane papuana y se trasladaron a placa petri
con agua desionizada para lavarlas, y luego se colocaron en un frasco de vidrio previamente
pesado con ayuda de micropipetas de plastico. Las muestras se secaron durante 24 h a 60 °C
y luego se dejaron enfriar a temperatura ambiente (n = 5). Se calculd el peso seco de un
rotifero individual (ug g?) para determinar la carga corporal de cada compuesto (ug
individuo™). Para calcular la Carga Corporal Letal (LBB) y la Carga Corporal Cronica (CBB)
usamos las siguientes formulas (McCarty, 1986): LBB=LC50 * BCF y CBB = EC50 * BCF.
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5.14 Persistencia del insecticida bifentrina en el medio ambiente

5.14.1 Muestras de suelo, agua y sedimento

Se detectdé un pino (Pinus teocote) que mostraba signos de infestacion por insectos
descortezadores (la copa de los arboles color amarillenta-rojiza) localizado en San José de
Gracia, Aguascalientes, México (22°10° 23.7” N, 102°37’ 0.6” WW). Se realiz6 saneamiento
al pino (de 25 m de altura'y 71 cm de didmetro). El saneamiento se realizo por el personal al
cuidado del bosque como indica la norma mexicana (NOM-019-SEMARNAT-2017). Se
realizd derribo y troceo del arbol infestado y posterior aplicacién de bifentrina. El
saneamiento fue hecho el dia 12 de julio de 2019 donde se aplicé Talstar 100 EC® (100 g de
bifentrina como ingrediente activo por litro, (Filadelfia, PA, EE. UU.). Se prepararon 40 L

de solucidn la cual se repartié sobre toda la superficie del arbol derribado y sobre las cortezas.

Se hicieron recolectas de agua, suelo y sedimento. El dia que se realiz6 el saneamiento se
obtuvo la primera muestra de suelo del sitio de aplicacién del plaguicida (suelo debajo y a
un lado del tronco donde se aplicé el plaguicida). La segunda recolecta se realizo el dia 29
de julio de 2019 (18 dias después de la aplicacion). Se recolectaron muestras de suelo en el
sitio de aplicacion ademas suelo de 20 y 40 m de distancia del sitio de aplicacion para
determinar si ocurrio6 arrastre del plaguicida por escorrentia del agua de lluvia. También se
recolectaron muestras de agua y sedimento de un arroyo cercano donde corria agua de lluvia
a dos diferentes distancias (60 m y 200 m del sitio de aplicacion) para determinar si se
presenta contaminacion de los reservorios de agua cercanos al sitio de aplicacion. La tercer
recolecta se realizo el dia 13 de agosto de 2019, donde se recolectaron suelo del sitio de
aplicacion, 20 y 40 m corriente abajo del sitio de aplicacion, agua y sedimento del rio cercano
al sitio de saneamiento (60 y 200 m corriente abajo del sitio de aplicacion). La cuarta 'y
ultima recolecta se realizo el dia 28 de noviembre de 2019, donde se recolectaron muestras

de los mismos sitios recolectados en las ocasiones pasadas.

Las muestras de suelo se recolectaron en bolsas de plastico Ziploc®, el agua y sedimento se

recolectd en botellas de plastico. Todo el material fue nuevo y limpio. Las muestras
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recolectadas se trasladaron inmediatamente al Laboratorio de Sanidad Forestal y Agricola
del CEPAB, INIFAP, Aguascalientes, donde se analizaron inmediatamente. Las muestras de
agua se analizaron siguiendo el método reportado por Beltran et al. (2003) y las muestras de
suelo y sedimento se analizaron por el método reportado por Liu y Gan (2004). Como control
de calidad se determinaron los porcentajes de recuperacion, para esto se enriquecieron las
tres diferentes matrices (agua, suelo y sedimento) con el insecticida bifentrina a dos

diferentes concentraciones, una alta (1 mg L) y una baja (0.05 mg L?).

5.15 Andlisis estadistico

5.15.1 Dosis letales

Los datos obtenidos se analizaron con Statistica 10.0 (StatSoft Inc. 2004). Los datos de
mortalidad en las pruebas de toxicidad aguda se utilizaron para obtener unidades probit de la
Tabla de Finney (1952). Los valores de CLgg, CLso y CL10 (concentracion letal donde mueren
el 99%, 50% y 10% de los organismos, respectivamente) y r? se obtuvieron mediante analisis
de regresion entre unidades probit y el logaritmo de la concentracion de cada toxico. Los
valores de concentracion de efecto no observado (NOEC) y concentracion mas baja de efecto
observado (LOEC) se determinaron mediante ANOVA de una via y analisis post-hoc de las
medias utilizando Tukey HSD (p <0.05). Los valores de CEsoy CE1o (la concentracion donde
se observa una reduccion del 50% y 10% en el valor de la tasa de crecimiento instantaneo
(r), respectivamente) se calcularon mediante regresion lineal entre las concentraciones de

cada compuesto de prueba y el valor medio de r.

5.15.2 Pruebas de supervivencia

El método de la tabla de vida se utilizd para estimar la probabilidad de supervivencia y la
expectativa de vida media de D. mexicanus sometida a diferentes dosis de cada insecticida.
La expectativa de vida de los insectos se analiz6 mediante una prueba de hipdtesis no
paramétrica de chi-cuadrada (X?) para comparar los resultados en la aplicacion topica y la

aplicacion en la corteza. Para determinar la efectividad de los diferentes insecticidas
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piretroides y de cada concentracion se realiz6 un ANOVA de una via y un analisis post-hoc
de las medias de la expectativa de vida media utilizando Tukey HSD (p < 0.05).

42



6. RESULTADOS

6.1 Determinacion de la especie de Dendroctonus

La especie recolectada en el sitio de la infestacion fue Dendroctonus mexicanus (n=20).

6.2 Validacion de método de extraccion y cuantificacion

El método se validd mediante la determinacion de la linealidad, los limites de deteccion
(LOD por sus siglas en inglés: Limit of Detection) y la cuantificacion (LOQ por sus siglas
en inglés: Limit of Quantification), los porcentajes de recuperacion en diferentes niveles de
enriquecimiento y la reproducibilidad (precision intra-dia, CV%). El método mostr6
linealidad en la calibracion (r>> 0.98. Las curvas se realizaron con soluciones estandar de
cada pesticida y semioquimico, utilizando siete concentraciones 1.0, 0.5, 0.1, 0.05, 0.01,
0.005y 0.001 mg L™ para los tres plaguicidas (cipermetrina, deltametrina y bifentrina), y los
dos semioquimicos (verbenona y MCH). La bifentrina y la verbenona mostraron una sefial
muy alta por lo que se les realiz6 una dilucion 1:10 para igualar la altura de los picos. Se
grafico el promedio de la suma del area de los picos (mezcla de isémeros, n=3) de cada
plaguicida frente a las diferentes concentraciones del mismo. La Tabla 3 muestra el analisis
de regresion para los tres plaguicidas y los dos semioquimicos, todos con un r? aceptable y
limites de deteccion (LOD) de 0.001 mg L™, excepto bifentrina con 0.0001 mg L. Ademas,
se observan los limites de cuantificacion (LOQ) de 0.003 para todos los pesticidas excepto
el de la bifentrina que fue de 0.0003 mg L. Los porcentajes de recuperacion de los
plaguicidas en medio EPA se determinaron en dos concentraciones (medio EPA enriquecido
con 0.5y 0.05 mg L%; n = 6 para cada pesticida 0 semioquimico y concentracion) los cuales
fueron 94.58, 95.04 y 89.23% (n = 12) para bifentrina, cipermetrina y deltametrina,
respectivamente (Tabla 4), todos ellos con desviaciones estandar que van desde 11.39 hasta
19.77%. La Figura 1 muestra un cromatograma modo iones seleccionados (SIM por sus
siglas en inglés: Selected lons Method) donde se observan los picos correspondientes a los
tres plaguicidas a una concentracion de 1 mg L (bifentrina 1:10) y sus respectivos tiempos
de retencion. La Figura 2 muestra un cromatograma correspondiente a los dos semioquimicos
(verbenona 1:10). Todos los compuestos a evaluar presentan una sefial visible y clara. El

andlisis de reproducibilidad (Intra-dia) se realizé a las mismas concentraciones utilizadas
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para los porcentajes de recuperacion. La tabla 5 muestra los valores de los coeficientes de
variacion (CV%) obtenidos de cada pesticida, los cuales oscilan de 10.12% a 21.24 % para

ambas concentraciones.

Tabla 3. Andlisis de regresion y curva de calibracion para los insecticidas piretroides y
semioquimicos estudiados.

Insecticida Tiempo de LOD LOQ
Retencion (min) (mgL?1) (mglL?

Ecuacion de la curva r?
Bifentrina 8.48 y= 2.50E’ + 6.36 E°*x 0.98 0.0001 0.0003
Cipermetrina 11.44,11.57,11.70 y=2. 74E° + 9.59F% *x 0.99 0.001 0.003
Deltametrina 14.12, 14.58 y=2.97E° + 2.164E**x 0.99 0.001 0.003
MCH 9.415 y=5.20E° + 2.437E"*x 0.99 0.001 0.003
Verbenona 16.165 y=3.11E" + 2.05 E” *x 0.99 0.0001 0.0003

LOD=Limite de deteccién, LOQ= limite de Cuantificacion. n=3.

Tabla 4. Porcentajes de recuperacion para los insecticidas piretroides y semioquimicos en
medio EPA enriquecido en dos niveles (alto y bajo) de concentracién para cada compuesto.

Insecticida/ Nivel alto Nivel bajo Recuperacion CV%
semioquimico  (0.5mgL*, n=6) (0.001 mg L, n=6) (n=12)

Bifentrina 114.24 % 74.93 % 94.58 % 11.39
Cipermetrina 86.16 % 103.92 % 95.04 % 19.77
Deltametrina 92.25 % 86.21 % 89.23 % 12.39
MCH 104.78 % 86.14 % 95.46 % 527 %
Verbenona 97.90 % 89.63 % 93.76 % 12.58 %

CV= Coeficiente de variacion
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Tabla 5. Reproducibilidad (Intra-dia) del método SPME-DI (Microextraccion en Fase
Solida-Inmersién Directa) en la deteccion de plaguicidas piretroides en muestras de agua.

Insecticida/ CV% CV%
Semioquimico (0.5mg L) (0.001 mg L)
Bifentrina 12.67 10.12
Cipermetrina 14.24 18.30
Deltametrina 10.14 14.64
MCH 17.22 6.77
Verbenona 3.32 10.01

CV(%)= Coeficiente de variacion para un promedio de 6 réplicas para cada plaguicida enriquecidos en dos
diferentes concentraciones (alta=0.5 mg/L y baja=0.005 mg/L).
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Figura 1. Cromatograma (en modo SIM) de los tres plaguicidas piretroides, identificados y cuantificados por
el método SPME-ID: a) Bifentrina (1:10), b) Cipermetrinay c) Deltametrina. N=3.
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Figura 2. Cromatograma (en modo SIM) de semioquimicos. Los picos identificados son: MCH y verbenona
(1:10). N=3.

6.3 Ensayos de toxicidad letal (48 h) en los organismos acuaticos

Las figuras 3 y 4 muestran las graficas de los valores de CLso reales de piretroides y
semioquimicos. Las curvas presentan buena linealidad con coeficientes de correlacion que
van de 0.81 hasta 0.95. Para el rotifero Lecane papuana, el orden de toxicidad decreciente
fue: BF> DM> CM> VB> MCH, que fue el mismo orden para el cladécero Alona guttata
para los valores de LCso y LC10. La BF fue 5.4 veces mas toxica que la DM, pero 2,955 veces
mas toxica que la CM para el rotifero. Sin embargo, BF es s6lo 1.12 veces mas toxico que
DM y 1.79 veces mas toxico que CM para el claddcero. Para ambas especies el piretroide
menos toxico fue el CM, siendo 5.49 veces mas tdxico para el cladocero que para el rotifero
(Tabla 6). En cuanto a los semioquimicos, el VB fue el mas toxico de los dos semioquimicos
evaluados, siendo 24.76 veces mas toxico para el cladocero que para el rotifero. MCH fue
menos toxico para ambas especies, y fue 6.5 veces mas toxico para el cladocero que para el
rotifero (Tabla 6). El analisis de la toxicidad entre los piretroides y los semioquimicos
analizados en este trabajo demostré que los piretroides son mas tdxicos que los
semioquimicos. BF, el piretroide més toxico para ambas especies, es 38,885 veces més toxico
gue MCH (el semioquimico menos toxico para ambas especies) en L. papuana, y 17,474
veces mas toxico para A. guttata. En cuanto a las pruebas cronicas (inhibicion del
crecimiento) (Tabla 7), BF fue nuevamente el compuesto mas toxico para L. papuana,

mientras que DM fue el compuesto mas toxico para A. guttata.
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Figura 3. Gréficos de la toxicidad aguda de 48 h con concentraciones reales obtenidas mediante el método de
GC/MS-SPME de insecticidas piretroides en muestras de EPA frente Alona guttata y Lecane papuana.
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Figura 4. Gréficos de la toxicidad aguda en medio EPA a) Alona guttata expuesta a verbenona y MCH,

respectivamente y b) Lecane papuana expuesta a verbenona y MCH obtenidas mediante el método de GC/MS-

SPME.
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Tabla 6. Toxicidad letal (48 h) de los diferentes insecticidas y semioquimicos sobre las dos especies de zooplancton evaluadas.

Especie Insecticida/ CLso CLyo r? LOEC NOEC Ecuacion

semioquimico (mgL?) (mgL?) (mg L?) (mg L?)

Lecane papuana  Cipermetrina 60.36 42.34 0.86 34.16 <34.16 y=-7.68 + 7.18x
Bifentrina 20.15x103  846x10° 091 4.96x10%  <4.96x10%  y=0.964 + 3.098x
Deltametrina 0.109 0.053 0.89 0.023 9.4x10%  y=8497 + 3.764x
MCH 783.54 562.08  0.95 536.5 268.25 y=-24.834 + 10.406x
Verbenona 296.14 175.46 0.1 22.32 2232 y=-6.785 + 4.760x

Alona guttata Cipermetrina 10.99 x10°  6.41x10° 0.84 4.95x10% <4.95x10°  y=0.149 + 4.627x
Bifentrina 6.13x10%  379x10° 0.81 0.95x10%  <0.950 x10%  y=1.034 + 4.983x
Deltametrina 6.91x103 224x10* 0.87 5.85x10°® 1.17x105  y=-15+ 2.265x
MCH 120.75 81.45 0.90 52.5 26.25 y= -8.068 + 6.257x
Verbenona 11.96 6.06 0.82 2.35 1.17 y=0.972 + 3.563x

NOEC= Concentracion de efecto no observado, LOEC= Concentracién mas baja donde se observa efecto, r’= Coeficiente de determinacion para estos resultados.
LC 95% = Limites de confianza al 95%. N=5.



Tabla 7. Andlisis de toxicidad de la tasa de crecimiento intrinseco (r) entre dos especies de zooplancton expuestas a piretroides y

semioquimicos.

2 Insecticida/ CEso LC95% CEuw r LOEC NOEC Ecuacion
g Semioquimico  (mg L) (mg L) (mg LY (mgL?  (mgL?)
w
Cipermetrina 6.628 5.43-7.81 0.479 0.98 5.89 x107? <5.89 x10?  y=0.379-0.026x
g Bifentrina 7.48x10°  4.55x103-10.42x10°  1.257 x10° 0.90 1.99 x10 <1.99 x10°3 y=0.433-0.025x
§ Deltametrina 0.0338 0.019 - 0.058 0.147 x1072 0.81 1.02 x10* <1.02x10*  y=0.263-0.048x
% MCH 261.38 42.92 - 479.84 87.85 0.66 8.410 0.840 y=0.515-0.0007x
- Verbenona 39.54 24.74 - 54.35 0.190 0.90 3.30 x10? <3.30 x10! y=0.401-0.004x
Cipermetrina 2.69 x1073 0.96 x1073 - 4.42 x1073 3.47 x10* 0.78 1.08 x10* 1.08 x10 y=0.156-0.021x
g Bifentrina 2.87 x1073 0.05 x103-5.75 x10°3 7.09x10* 0.67 5.76 X107 <5.76 x107 y=0.173-0.020x
% Deltametrina 2.47x10°  1.408x10%-3.53x10° 4.91x10+* 0.88 8.08 x106 <8.08 x10® y=0.152-0.027x
g MCH 28.59 9.02 - 90.55 0.298 0.85 1.351 13.51 x10 y=0.088-0.021x
Verbenona 3.563 1.826 - 5.301 0.695 0.96 25.35 x107? 12.67 x10 y=0.117-0.014x

NOEC = Concentracion de no efecto observado, LOEC = Concentracion de efecto observada mas baja, r? = Coeficiente de determinacion para estos resultados. CL
95% = Limites de confianza al 95%. N=5.
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6.4 Pruebas de toxicidad letal (24 h) en el insecto descortezador Dendroctonus
mexicanus

En las pruebas de toxicidad letal por aplicacion topica, el insecticida que presentd una
toxicidad mayor fue la bifentrina ya que presenta el CLso mas bajo de los tres insecticidas
evaluados, seguido por deltametrina y por altimo cipermetrina, presentando diferencia
significativa entre las dosis letales. En el método de aplicacion topica (Figuras 5, 6 y 7), la
bifentrina fue 8 veces mas toxica que deltametrina y 14.9 veces mas toxica que cipermetrina.
Sin embargo, las dosis letales de los insecticidas en las pruebas de aplicacion en la corteza
(Figuras 8, 9y 10), el insecticida que presenté mayor toxicidad fue cipermetrina, seguido por
bifentrina y por altimo deltametrina, donde cipermetrina fue 2.5 veces méas téxico que
bifentrina y 4.6 veces mas toxico que deltametrina, presentando diferencia significativa entre

las dosis letales (Tabla 8).

Con respecto a las dosis letales donde mueren el 99% de los insectos (CLgg) mediante el
método de aplicacion tdpica, se observo que bifentrina fue 2.2 veces mas toxico que
deltametrina y 3.4 veces mas tdxico que cipermetrina y por el método de aplicacion en
corteza, el piretroide cipermetrina fue 7.2 veces mas tdxica que bifentrina y 10.5 veces mas

toxica que deltametrina para el insecto descortezador Dendroctonus mexicanus (Tabla 8).

Bifenthrin (24 h)

y=1.905 + 1.197*x; r’=0.80

Probits Units

1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5

Log of bifenthrin concentration (ug L)

Figura 5. Grafica del efecto del plaguicida bifentrina frente Dendroctonus mexicanus expuesto mediante el

método de aplicacion tdpica.
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Deltamethrin (24 h)

y=4.228 + 1.605*x; r’= 0.82

Probits units

-0.5 0.0 0.5 1.0 185 2.0 225 3.0 3.5

Log of Deltamethrin concentration (mg L™

Figura 6. Gréfica del efecto del plaguicida deltametrina frente Dendroctonus mexicanus expuesto mediante el

método de aplicacidn tdpica.

Cypermethrin (24 h)

y=3.669 + 1.711*x; r’>= 0.84

[o]
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Figura 7. Gréfica del efecto del plaguicida cipermetrina frente Dendroctonus mexicanus expuesto mediante el

método de aplicacidn topica.

52



Tronco
Deltamethrin (24 h)

y=1.707 + 2.349*x; =0.86

Probits units

-0.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5

Log of Deltamethrin concentration (mg L™)

Figura 8. Gréfica del efecto del plaguicida deltametrina frente a Dendroctonus mexicanus expuesto mediante

el método de aplicacién en la corteza.

Tronco
Bif enthrin (24 h)

y= 2.732 + 2.028*x; 12 =0.79

Probits units

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 .5 2.0 225) 3.0 3.5

Log of hifenthrin concentration (mg L™)

Figura 9. Gréfica del efecto del plaguicida bifentrina frente a Dendroctonus mexicanus expuesto mediante el

método de aplicacion en la corteza.
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Tronco

Cypermethrin (24 h)

y= 2.755 + 3.1075%x r?=0.84
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Figura 10. Grafica del efecto del plaguicida cipermetrina frente a Dendroctonus mexicanus expuesto mediante

el método de aplicacién en la corteza.

Tabla 8. Comparaciones de las dosis letales (24 h) de los tres plaguicidas piretroides frente
a D. mexicanus por los métodos de aplicacion topica y corteza.

Tipo Insecticida Clso LC 95% Clgo LC 95% r? Ecuacién
(mg L) (mg L)
Bifentrina 0.494a 0.327 - 0.749 146.89a 66.33 - 325.01 0.80  y=1.905+ 1.197*x
@
g Deltametrina 3.956b 2.691-5.814 319.15b 184.50 - 551.31 0.82 y=4.228 + 1.605*x
©
= Cipermetrina 7.338¢ 5.385-10.00 499.17¢c  308.17 - 806.45 0.84  y=3.669 + 1.711*x
Bifentrina 12.757b 8.45-19.142 361.40b 188.06 - 695.34 0.80 y=2.732+ 2.028*x
©
§ Deltametrina 23.126¢ 16.85-31.72 527.22¢ 310.24 - 895.98 0.86 y = 1.707 + 2.349*x
S
o Cipermetrina 5.037a 3.922 — 6.466 50.292a 33.35-75.85 0.84 y=2.755 + 3.107*x

Las estimaciones de CLso seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes a a = 0.05 entre los

valores de CLso expuestos a los tres insecticidas. N=10.
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6.5 Pruebas de supervivencia

6.5.1 Probabilidad de supervivencia

En comparacion con el control no tratado, D. mexicanus expuesto a todas las dosis tratadas,
tanto en el ensayo topico como en el ensayo de aplicacion en la corteza, tuvo una probabilidad
de supervivencia significativamente menor. En el ensayo de aplicacion tdpica la probabilidad
de supervivencia de D. mexicanus expuesto a 100 mg L de bifentrina (dosis mas alta
evaluada) fue >24% a las 12 h, después de doce horas la probabilidad fue del 0% (Figura 11).
Sin embargo, la supervivencia de deltametrina a las 12 h fue de 16%, después de 12 h
disminuyé hasta 6% de supervivencia (Figura 12). Con respecto a la cipermetrina, la
supervivencia a las 12 h a la misma concentracion (100 mg L) fue del 60% y 12 h después
disminuy0 hasta el 13% (Figura 13), por lo que se observa que la bifentrina presenta mayor
toxicidad al matar a la totalidad de los insectos en un tiempo menor. Estos resultados no
coincidieron con los resultados de los ensayos de aplicacion en la corteza ya que el insecticida
que presenta menor probabilidad de supervivencia a las 12 h fue cipermetrina con un 12%
(Figura 16), seguido por deltametrina (Figura 15) y por ultimo por bifentrina con un 46 y
63%, respectivamente (Figura 14).

En otras palabras, en cuanto al ensayo topico, se observd que la bifentrina fue el insecticida
que matd a los insectos mas rapidamente (24 h) seguido por la deltametrina quien maté al
100 % de los insectos a las 36 horas y por Gltimo la cipermetrina quien tard6 48 h en matar
al 100% de los insectos evaluados (Figuras 11,12 y 13) a la dosis mas alta evaluada para este
ensayo (100 mg L™?). En cuanto al ensayo de aplicacion en corteza, el insecticida que tardo
menor tiempo en matar al 100% de los insectos descortezadores fue la cipermetrina que tardé
24 h, esto a una dosis de 100 mg L™, seguido por deltametrina y por Gltimo bifentrina, donde

el 100% de los insectos murieron a las 36 y 48 h, respectivamente (Figuras 14, 15y 16).
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Figura 11. Curva de supervivencia de Dendroctonus mexicanus expuesto al insecticida bifentrina en un ensayo

de aplicacion topica. N=10.
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Figura 12. Curva de supervivencia de Dendroctonus mexicanus expuesto al insecticida deltametrina en un

ensayo de aplicacion topica. N=10.
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Cipermetrina
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Figura 13. Curva de supervivencia de Dendroctonus mexicanus expuesta al insecticida cipermetrina mediante

un ensayo de aplicacion topica. N=10.
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Figura 14. Curva de supervivencia de Dendroctonus mexicanus expuesta al insecticida bifentrina mediante un

ensayo de aplicacion en la corteza. N=10.
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Figura 15. Curva de supervivencia de Dendroctonus mexicanus expuesta al insecticida deltametrina mediante

un ensayo de aplicacion en la corteza. N=10.
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Figura 16. Curva de supervivencia de Dendroctonus mexicanus expuesta al insecticida cipermetrina mediante

el ensayo de aplicacion en la corteza. N=10.
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6.5.2 Expectativa de vida media

Mediante la determinacion de la expectativa de vida comparamos la efectividad de los tres
insecticidas piretroides y observamos que el tiempo de vida de los insectos depende de la
dosis y de la forma de aplicacion (Tabla 9). En el método de aplicacion topica, los insecticidas
bifentrina y deltametrina no presentaron diferencia significativa entre ellos, los cuales
presentaron mayor toxicidad a las dosis mas altas evaluadas (100 y 1000 mg L™). En cuanto
al método de aplicacion en la corteza, la cipermetrina presentdé la mayor toxicidad,

presentando diferencia significativa en todas las dosis evaluadas (Tabla 9).

Tabla 9. Expectativa de vida media (dias) de D. mexicanus comparando los tres diferentes

insecticidas piretroides a cinco concentraciones diferentes.

Aplicacién
Sl acion Topica Corteza X?
(mg L) P P

Bifentrina Control 3.97 3.97
0.5 1.318 2.06ab 58.33 p=0.00106
1 1.118 1.478 11.35 p=0.00076
5 0.762 1.192 9.85 p=0.00170
10 0.61b 0.97c 13.89 p=0.00019
100 0.30? 0.53c 28.40 p=0.01274
1000 0.022 0.26b 21.35 p=0.00056
Deltametrina 0.5 1.62b 2.23b 18.37 p=0.00012
1 1.37b 1.98b 21.88 p=0.00002
5 0.912 1.95b 26.07 p=0.00012
10 0.512 0.87b 44.93 p=0.00009
100 0.30? 0.47b 18.98 p=0.00001
1000 0.022 0.32c 35.36 p=0.00013
Cipermetrina 0.5 1.91c 1.962 15.36 p=0.01135
1 1.73c 1.562 34.78 p=0.00001
5 1.33b 1.092 32.46 p=0.00001
10 0.80c 0.442 27.08 p=0.00001
100 0.54b 0.252 23.47 p=0.00007
1000 0.38b 0.022 55.36 p=0.00000

Los valores dentro de la misma columna y tipo de aplicacién seguidos de la misma letra no son
significativamente diferentes entre los tratamientos establecidos por ANOVA de una via y la prueba de

comparacion multiple de Tukey (p <0.05). N = 10.



6.6 Bioacumulacion

6.6.1 Bioacumulacion en los organismos acuaticos

Cuando comparamos las cargas corporales (mg g*) de las dos concentraciones analizadas, se
determiné que las cargas corporales aumentaron en todos los compuestos analizados a
medida que aumentaba la concentracion de exposicion (Tablas 10 y 11). EI compuesto que
mostré la mayor diferencia entre las concentraciones acumuladas fue verbenona (Tablas 10
y 11). Cipermetrina fue el piretroide con el factor de bioacumulacién (BCF) mas alto, 2001.2
veces mas alto que el BCF de MCH (el compuesto con el BCF més bajo); sorprendentemente,
los tres piretroides tienen BCF 2.25 veces mas altos en concentraciones bajas que los BCF
obtenidos en concentraciones altas. Los piretroides mostraron valores altos de BCF
(deltametrina con el mas alto y cipermetrina fue el mas bajo) mientras que los semiogquimicos
mostraron valores de BCF bajos (MCH fue el més bajo) (Tablas 10 y 11). Segun los criterios
de los acuerdos de Canada y Estocolmo (CS, 2008), los productos quimicos organicos con
log KOW entre 3.7 y 8.2 o BCF > 5000, son potencialmente acumulables. Por tanto, los
semioquimicos no se bioacumularian en las especies ensayadas, y los tres piretroides
(bifentrina, cipermetrina y deltametrina) a bajas concentraciones (como los utilizados en este
trabajo) se bioacumularian en el claddcero Alona guttata. Nuestros resultados indican que
esta bioacumulacién depende de la concentracion de exposicion de cada plaguicida piretroide
debido al potencial de cada organismo para regular la concentracion interna de cada
contaminante (Du et al., 2013; Tu et al., 2014).

Los piretroides tienen Log Kow > 4 que corresponde a compuestos con alta hidrofobicidad,
baja solubilidad en agua, alta capacidad de absorcion (Koc) en el suelo y alta capacidad de
bioacumulacion (Katagi, 2011). Esperabamos que bifentrina tuviera los valores de BCF més
altos debido a su alto valor de Kow, sin embargo, cipermetrina presento valores mas altos de
BCF en A. guttata (Tabla 11), y con cargas corporales letales (LBB) mas altas en L. papuana
(Tabla 10). Los valores de LBB de deltametrina tanto en concentraciones altas como bajas
para A. guttata (Tabla 11) son los valores mas bajos de LBB y muestran cémo una
concentracion tan baja de deltametrina puede matar a la mitad de la poblacion con una

combinacion de acumulacion/efecto letal. EI LBB de deltametrina es 152 veces mayor que
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el de MCH (con los valores de LBB mas altos). Bifentrina y deltametrina en L. papuana
muestran valores de LBB y CBB (carga corporal cronica) muy similares a los observados en
A. guttata. Por otro lado, L. papuana expuesta a cipermetrina tiene valores de LBB
aproximadamente 10 veces mas altos que los valores de CBB (Tabla 10). Esta diferencia
podria estar relacionada con la alta tolerancia que mostro el rotifero para cipermetrina en
pruebas cronicas y esta relacionada con el valor mas alto de la relacion aguda a crénica (ACR)
de cipermetrina (Tabla 10). El rotifero L. papuana también tiene valores altos de LBB y CBB
para verbenona y MCH, lo que basicamente significa que los semioquimicos tienen una
toxicidad extremadamente baja y requieren cargas corporales muy altas para producir efectos
letales o cronicos en el rotifero. En general, el cladocero fue més sensible que el rotifero a

todos los compuestos evaluados en este trabajo.
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Tabla 10. Cargas corporales, BCF, LBB, CBB y ACR del rotifero Lecane papuana frente a los diferentes insecticidas y semioquimicos
durante la prueba de toxicidad letal de 48 h.

Pesticida/ Concentration

semioquimico (g1 Carga corporal individuo™ LBB CBBr
Nominal —  Real P BCF (nggidw) (uggidw) ACRr

Bifentrina | 0015  0.018+0.003 2675£221  153x10°+2.01x10°  1,486.01 29.87 1113 2684
h 03  0.347£0.048 563.99+11.32  3.23x10%+1.34x10°  1,625.32 32,67 1217

Cipermetrina | a5 3583:4 607 2447378+ 67.98 140x102+345x10° 68305 4122906  4521.81  9.118
h 8  86.12+1468 47,508.74+87.54 272x102+111x10° 55166 3329804  3,651.97

Deltametrina | 455 0.237:0.003 41264365  2.36x105:1.02x10°  174.09 18.98 590 3.218
h 075  0.748%0.024 164514843  9.41x10°+4.78x10°  219.93 23.97 7.45

Verbenona | 200 233.64+47.64  21409.09+12533 1.22x107+1.02x10° 9163  27,136.14 362316  7.490
h 400 4324244216  128512.24+476.88 7.35x102+532x10°  297.19 8801076 11,7510l

MCH | 500 575243399  20411364+678.90 1.68x107+126x102 51132  400,64290 133,649.90  2.998
h 1,000 1,07154+113.12 680,157.34+789.11 3.89x10+156x102 63475  497,350.06 165,910.30

BCF = Factor de bioconcentraciéon, LBB = Carga corporal letal (LBB), CBBr = Carga corporal crénica ACR = LCso/ECso. ACRr = Relacién aguda a cronica de
crecimiento intrinseco. dw = Peso seco. Peso seco de L. papuana = 0.572 + 0.028 pg individuo™ (media + una DE, N = 5). Para todos los demas valores (media +

una DE, N = 2).
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Tabla 11. Cargas corporales, BCF, LBB, CBB y ACR del cladocero Alona guttata frente a los diferentes insecticidas y semioquimicos
evaluados a los 10 d de exposicion a dos concentraciones diferentes (baja = CLso/5 y alta = CLso/2).

Pesticida/ Concentracion en Carga LBB CBB
Semioquimico medio EPA corporal (ug Individuo™) BCF (ugg!) (ngg) ACR
(mg L) (nggh dw _ dw

Bifentrina 1.156x103+£1.53x104 7.33+0.197 1.51x107°£5.74x1077 6,335.80 38.84 18.18 2.13
H 2.89x103+3.60x107 13.53+0.142 2.78x10°+4.13x107 4,688.04 28.74 13.45

Cipermetrina L 2.17x1073£2.11x107 20.37+0.424 4.19x107+1.235x10° 9,385.54 102.30  25.25 4.05
H 5.43x103+6.11x10* 22.57+0.221 4.64x107+6.42x1077 4,158.32 4533 11.19

Deltametrina L 1.63x103+2.63x105 8.42+0.268 1.73x10°£7.7933x107  5,177.63 35.78 12.80 2.79
H  4.04x107+7.65x10* 12.63+0.238 2.60x10+6.91x1077 3,123.21 21.58 7.72

Verbenona L 2.53342.59x10"! 58.05+£2.04* 1.19x104+5.938x10¢ 2291 274.06  81.65 3.35
H 6.34+£2.17x1072 363.99+4.96* 7.49x10%+1.44x1073 5742  686.78  204.60

MCH L 27.032+0.467 228.16+5.52 4.70x10£1.6052x107 844 1,019.13 241.29 4.22
H 67.580+1.180 301.57+10.41 6.21x10%+3.03x1075 4.69 566.79 134.20

* Altamente significativo entre las cargas corporales (ug g™*) de baja y alta concentracion (p <0.001). dw = Peso seco. Peso seco de A. guttata = 2.058 + 0.151 pg
individuo™® (media + una DE, N = 5). L = Concentracion baja (CLso/5; media + una DE, N = 2), H = Concentracion alta (CLso/2; media = una DE, N = 2), FBC =
Factor de bioconcentracién, LBB = Carga corporal letal, CBB = Carga corporal cronica, ACR = Relacién aguda a crénica.
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6.6.2 Bioacumulacion de piretroides en el insecto descortezador Dendroctonus

mexicanus

Como se puede observar en la Tabla 12, las concentraciones bioacumuladas en el cuerpo del
insecto son dependientes de la concentracion de exposicién (a mayor concentracion de
exposicion, mayor cantidad bioacumulada). El insecticida que se bioacumul6 en mayor
cantidad en el cuerpo del insecto fue deltametrina, seguido por bifentrina; por lo tanto, el
insecticida que se bioacumuld en menor cantidad fue cipermetrina, en ambas dosis de
exposicion (CLso/2 y CLso/5). Todos los Factores de bioacumulacion (BAF’s) fueron
menores de 100 excepto cipermetrina quien present6 el BAF mayor (127.53); sin embargo,
fue cipermetrina el compuesto que presentdé LBB mas bajo, 1.68 veces mas bajo que
bifentrina y 3.27 veces mas bajo que deltametrina, en las dosis bajas (CLso/5) y 1.91 veces
mas baja que bifentrina y 1.93 veces mas baja que deltametrina en las concentraciones de
exposicion altas (CLso/2), lo que nos indica que se requiere menor cantidad de cipermetrina
que bifentrina y deltametrina para causar un efecto letal (muerte) en el insecto descortezador

D. mexicanus.

Tabla 12. Bioacumulacion en el insecto descortezador D. mexicanus expuesto a dos
concentraciones subletales de los tres plaguicidas piretroides.

Concentracion de exposicion

(mgL™)
Insecticida Nominal Real Bioacumulacion BAF LBB
(ng g™ dw) (ng g™ dw) (ng g™ dw)

Bifentrina H 6.38 4.935 +0.060 293.04 + 24.58 59.38 +0.72 757.48 £9.22

L 2.55 1.901 £ 0.006 182.58 + 20.35 96.05 £0.29 1,225.25 + 3.65
Deltametrina H 11.56 9.78 £ 0.037 622.41 +42.03 63.64 £0.24 1,471.76 £ 5.53

L 4.62 4,708 £ 0.258 253.14 + 39.89 53.84 £2.95 1,245.16 + 68.25
Cipermetrina H 2.52 2.054 +0.096 183.09 + 9.49 89.23 +£4.18 449.47 £ 21.04

L 1.007 1.017 £0.159 128.18 £1.72 12753 £19.94 642.39 +90.45

BAF= Factor de Bioacumulacién, LBB= Carga corporal letal, dw= Peso seco. L= Concentracion baja (CLso/5;
media + SD, N = 2), H= Concentracion alta (CLso/2; media + DE, N= 2), Para todos los demas valores (media
+SD,N=2).
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6.7 Tasas de degradacion de piretroides y semioquimicos

Como se muestra en las Tablas 13 y 14, las tasas de degradacion de piretroides y
semioquimicos en el agua varian con la concentracion de exposicion y con la presencia de
los organismos acudticos. En el caso de L. papuana a alta concentracion, la deltametrina
disminuy0 77.13% en presencia del rotifero mientras que en su ausencia, la degradacion de
deltametrina fue sélo del 9.96% a alta concentracion y 84.18% y 12.58% respectivamente a
baja concentracion (Tabla 13); es decir, la deltametrina necesita 10 y 13 dias para reducir a
la mitad su concentracion inicial en ausencia de rotiferos, pero solo 0.75 y 0.94 dias en
presencia de L. papuana.

La misma tendencia se observa con piretroides y semioquimicos en presencia de A. guttata.
En presencia del cladécero, la concentracion de bifentrina disminuyd un 67.1%, pero en su
ausencia solo un 9.29% a alta concentracion y un 72% y 6.39% a baja concentracion. En
otras palabras, bifentrina necesita 14 y 21 dias para reducir a la mitad su concentracion inicial

en ausencia del claddcero, pero solo 1.2 y 1.0 dias en presencia de A. guttata (Tabla 14).

6.8 Parametros toxicocinéticos

Los valores de ki y ko se calcularon mediante regresion no lineal (Tabla 15). Las lineas
ajustadas de la ecuacién de absorcion de la cinética de absorcion se muestran en la Figuras
18 y 19 para las concentraciones bajas y altas en A. guttata. En ambos casos, el coeficiente
de determinacién fue superior a 0.92, lo que indica que la absorcion y excrecion estan bien
descritas por la cinética de primer orden en el caso de los piretroides. Para los semioquimicos,
los coeficientes de correlacion muestran que las concentraciones en el cuerpo del cladocero
no aumentan con el tiempo, mostrando una linea casi recta (Figuras 17 y 18). Un ANOVA
indico que no existe diferencia significativa entre las concentraciones de semioquimicos con
respecto al tiempo, lo que significa que tanto verbenona como MCH alcanzaron la fase
estacionaria antes de las 48 h, por lo que no se alcanzé la curva de absorcion. Por lo tanto,
los semioquimicos alcanzaron la fase estacionaria en 48 horas y los piretroides después de

siete dias en A. guttata.
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Los resultados del andlisis toxicocinético mostraron que la excrecion (k2) fue més rapida
cuando el claddcero fue expuesto a concentraciones altas que a concentraciones bajas (Tabla
15). En el caso de bifentrina, el 50% se eliminaria del cuerpo de claddcero dentro de los 36.9
d en baja concentracion (CLso/5), pero solo tardaria 15.5 d en la concentracion alta (CLso/2).

El mismo comportamiento se observé con los otros piretroides evaluados (Tabla 15).
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Tabla 13. Tasa de eliminaciéon de los piretroides y semioquimicos evaluados en el rotifero Lecane papuana después de 48 h de exposicion
a dos concentraciones diferentes.

Concentracién en medio EPA (mg L)

Reduccion (mg L)

Tasa de depuracion

Selznmsi?(;lj:ilr?‘l?(/:o Nominal Inicial Final (48 h) Final (48 h) Sin rotifero Con rotifero Con rotifero Sin rotifero
(mg L?) (0 h) Con rotifero (reducciéon %)  (reduccion %)
k(d?l) tw(d) k (dY) ty (d)
Verbenona I 200 233.64+47.64 189.39+3.12 117.39+10.23 44.24 (18.94) 116.251 (49.76) 1.43x10% 201 4.37x10°3 6.60
h 400 432.42+42.16 397.91+0.313 292.08+18.76 34.51 (7.98) 140.34 (32.45) 8.17x107% 3.53 3.94x10°3 16.66
MCH I 500 575.20+33.99 405.96+30.61 261.18+30.83 169.23 (29.42) 314.02 (54.59) 1.64x10% 1.75 7.26x1073 3.97
h 1,000 1,071.54+113.12 680.89+21.71 652.87+48.2 390.65 (36.46) 418.67 (39.07) 1.03x10 2.79 9.45x1073 3.05
Bifentrina I 0.015 0.018+0.003 9.80x107°%+2.60x10* 2.70x10°+5.0x10* 8.2x107 (45.56) 0.0153 (85.0) 3.95x1072 0.73 1.27x10% 2.28
h 03 0.347+0.048 0.158+5.50x102 0.0244+2.44x107® 0.1886 (54.35) 0.3226 (92.97) 5.53x102 0.52 1.63x10? 1.768
Cipermetrina I 35 35.83+4.607 26.37+4.841 21.83+2.183 9.46 (26.40) 13.999 (39.07) 1.03x10 2.79 6.39x10°3 4.52
h 85 86.12+14.68 58.94+4.292 49.84+5.89 27.17 (31.55) 36.28 (42.13) 1.14x10% 253 7.90x1073 3.65
Deltametrina I 025 0.237+0.003 2.13x10-15.00x10° 0.054+1.0x10°® 0.0236 (9.96) 0.1828 (77.13) 3.07x1072 0.94 2.19x10°% 13.21
h 075 0.748+0.024 6.54x107+1.30x10 0.118+2.20x10 0.0941 (12.58) 0.6297 (84.18) 3.84x1072 0.75 2.80x1073 10.31

N = Nominal, k = Constante de la velocidad de depuracion, t,, = Tiempo de vida media, L = Baja concentracion, H = Alta concentracion. N=3.
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Tabla 14. Tasa de eliminacion de los piretroides y semioquimicos evaluados en el claddcero Alona guttata después de 48 h de exposicidn
a dos concentraciones diferentes.

Concentracion en medio EPA (mg L) Reduccién Tasa de depuracion
Insecticida/
Semioquimico Inicial Final (48 h) Final (48 h) Sin cladécero Con Con cladécero Sin cladécero
N (0 h) sin cladé6cero con cladécero (reduccién cladécero
%) (reduccion k (d?) tw k (d?) t(d)
%) (d)
Verbenona L 1.0 1.395+0.06 1.09+0.0407 0.837+0.14 0.557 (21.36) 0.298 (39.9) 1.06x102 2.79 5.01x10° 5.76
H 50 5.762+0.064 5.16+0.732 4,382+0.22 1.379 (10.33) 0.595 (23.9) 5.70x10°% 5.06 2.23x10°% 12.72
MCH L 25 26.037+4.79 23.55+2.055 22.86+1.43 3.177 (9.53) 2.482 (12.2) 2.71x10° 10.65 2.09x10° 13.83
H 100 110.141+12.41 99.88+8.457 74.80+8.94 35.337 (9.31) 10.258 (32.0) 8.06x10% 3.58 2.04x10% 14.18
Bifentrina L 0.01 1.40x10-2+9.90* 1.27x10%+4.33x10*  4.60x10°+4.60x10"* 9.4 x10(9.29) 1.30x10°3(67.1) 2.32x10? 1.24 2.03x10° 14.22
H 0.02 2.36x10%+1.00x10*  2.21x10%+2.89x10°  6.60x10°+6.50x10° 0.017 (6.36) 1.50x107 (72.0) 2.65x1072 1.08 1.37x10° 21.11
Cipermetrina L 0.02 2.62x10%+2.80x10* 1.81x10%+4.02x10*  4.40x10°+8.10x10* 0.0218 (30.92) 8.10x107%(83.2) 3.72x10? 0.77 7.71x10° 3.74
H 0.03 3.33x10246.50x10°  2.18x102+2.89x10°  7.70x10°+1.70x10* 0.0256 (34.53) 1.15x107 (76.8) 3.05x107 0.94 8.83x10% 3.27
Deltametrina L 0.001 1.56x10°+8.79x10°  4.11x10%+1.33x10°  2.20x10+1.77x10° 13.44x10%(45.08)  1.16x10°(85.9) 4,08x10? 0.70 2.78x107 1.04
H 0.01 1.22x10%+7.00x10° 6.70x10°%+£9.32x10*  8.00x10*+1.40x10* 0.0114 (73.65) 5.50x107°(93.4) 5.68x10? 0.50 1.25x1072 231

N = Nominal, k = Constante de la velocidad de depuracion, ty,

Tiempo de vida media, L = Baja concentracion, H = Alta concentraciéon. N=3.
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Tabla 15. Pardmetros toxicocinéticos de los insecticidas piretroides y semioquimicos en

Alona guttata a los 10 d de exposicion.

Concentracion baja

Concentracion alta

Pesticida/ ki k1
semioquimico  (Lkg'h1) ka(h?) tw(d) r? (Lkgth?) ka(h?) tw(d) r?
Bifentrina 4.95* 7.81x10*  36.95 095 8.81 * 1.88x10% 1535  0.97
Cipermetrina 17.26 1.84x10° 1569  0.92 17.32 417x10%  6.93 0.92
Deltametrina 8.86* 1.71x10°  16.86  0.98 12.19* 3.90x10%  7.40 0.97
Verbenona 11.05 0.483 1.43 0.70 18.41 0.321 0.09 0.35
MCH 12.93 1.53 0452  0.09 32.33 6.89 0.004  0.49

ki1 = Constante de la tasa de absorcidn, k, = Constante de la tasa de depuracion, t ¥2 = Tiempo de vida media. r?
= coeficiente de correlacién para determinar k;. *Altamente significativo (p <0.001). N=3.
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Figura 17. Bioacumulacion (ug g dw) en Alona guttata durante la fase de absorcion a concentracion baja
(LCso/5) de piretroides y semioquimicos. N = 2. Media; Bigote: Media + 2 DE.

* No existe diferencia significativa entre los tratamientos establecidos por ANOVA unidireccional y la prueba
de comparacion multiple de Tukey (p <0.05).

70



400

380 *
*
o S . i
wOF e
3
340
320

o

Concentration (ug- g™* Dry weight)

280
260
40
* *
29 PR mecaacnmmces I PUUSUURRREPEE -,
S e .
° [ BF
B CMm
. . . ' % DM
? > 7 10 e
Time (d)  MCH

Figura 18. Bioacumulacién (ug g dw) en Alona guttata durante la fase de absorcion a concentracion alta
(LCs0/2) de piretroides y semioquimicos.

* No existe diferencia significativa entre los tratamientos establecidos por ANOVA unidireccional y la prueba
de comparacion maltiple de Tuckey (p <0.05).

N = 2. Media; Bigote: Media + 2 DE.

6.9 Residualidad de bifentrina en el medio ambiente

Los porcentajes de recuperacion para las muestras de agua, suelo y sedimento fueron de
92.96%, 82.88% y 76.65% respectivamente, con coeficientes de variacion de 16.78 - 19.67%
(n=12). Las concentraciones encontradas de bifentrina en suelo, agua y sedimento se

observan en la Figura 19.

Con respecto a las muestras de suelo, el primer dia de muestreo (dia de la aplicacion) se
encontr6 6.31 mg Kg™ dw (dry weight o peso seco) de bifentrina a los 0 m (suelo debajo del
tronco donde se aplico el insecticida) y 17 dias después de la aplicacion se encontraron

concentraciones de 3.18 mg Kg™ dw, una reduccion casi de la mitad de la concentracion
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inicial, sin embargo, se encontraron concentraciones de 0.69 y 2.05 mg Kg* dw de bifentrina
a los 20 y 40 m de distancia del sitio de aplicacion, respectivamente. En la tercer recolecta
(32 dias de la aplicacion) se encontraron concentraciones de 1.04 mg Kg* dw en el sitio de
aplicacion (0 m), 0.12 y 0.16 mg Kg* dw a 20 y 40 m de distancia, respectivamente, por lo
que se observo una reduccion de 3 veces la concentracion en el sitio de aplicacion (0 m), y
3.45y 12.8 veces la concentracion a los 20 y 40 m de distancia, respectivamente. A los 139
dias después de la aplicacion se encontraron concentraciones de 5.24, 0.111 y 0.549 mg Kg-
L dw en el suelo, las cuales son 5.03, 0.9 y 3.4 veces mas elevado que en la tercer recolecta
(107 dias antes) (Figura 19).

En cuanto a las cantidades de bifentrina encontradas en el agua del arroyo, en la primer
recolecta (17 dias después de la aplicacion en el tronco y corteza) se encontré 0.165 mg L
alos 60 my 0.213 mg L™ a 200 m de distancia. Quince dias después (32 dias después de la
aplicacion) se encontraron las cantidades de 0.203 y 0.762 mg L de bifentrina a 60 y 200 m
de distancia, respectivamente, las cuales son 1.2 y 3.6 veces mas altas que en la anterior
determinacion. En la tercer recolecta (114 dias después de la aplicacion) todavia se pudieron
encontrar cantidades tan altas de 0.358 y 0.118 mg L™ a 60 y 200 m de distancia,
respectivamente, las cuales fueron 2.2 y 1.8 veces mayor que en la primer recolecta, a los 60

y 200 m de distancia, respectivamente (Figura 20).

Con respecto al sedimento, se encontraron concentraciones de bifentrina tan altas como 5.75
y 3.10 mg Kg dw a 60 y 200 m de distancia del sitio de aplicacion (17 dias después de la
aplicacion), en la segunda recolecta (32 dias después de la aplicacion) disminuyé a 0.108 mg
Kg* dw en el mismo sitio de muestreo (60 m) y a 200 m se encontré una concentracion de
bifentrina de 0.144 mg Kg* dw. En la tercer recolecta de sedimento (139 dias después de la
aplicacion del insecticida) se encontraron cantidades de 0.142 y 0.245 mg Kg* dw a los 60

y 200 m, respectivamente (Figura 21).
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Figura 19. Concentraciones del plaguicida bifentrina encontradas en las muestras de suelo después de su

aplicaciéon por control de brote del insecto descortezador Dendroctonus mexicanus en la Sierra Fria,

Aguascalientes, México. N= 3.

0.45

60 m
=200 m

0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00

Bifentrina (mg L)

o

Agua

Tiempo (d)

32

139

0.900
0.800
0.700
0.600
0.500
0.400
0.300
0.200
0.100
0.000

Figura 20. Concentraciones del plaguicida bifentrina encontradas en las muestras de agua después de su

aplicacion por control de brote del insecto descortezador Dendroctonus mexicanus en la Sierra Fria,

Aguascalientes, México. N=3.
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7. DISCUSION

Este es el primer trabajo que compara la toxicidad aguda y cronica de los insecticidas
piretroides bifentrina, cipermetrina y deltametrina, y los semioquimicos verbenona y MCH.
Los insecticidas piretroides se utilizan actualmente o se recomiendan para controlar y
feromonas de antiagregacion para prevenir las infestaciones del insecto descortezador de
coniferas (Dendroctonus mexicanus) (Fettig y Hilszczanski, 2015; SEMARNAT, 2018;
Seybold et al., 2018) en especies no diana como los invertebrados dulceacuicolas. Es
importante el estudio de los semioquimicos como una alternativa amigable con el medio
ambiente en comparacion con los pesticidas piretroides, pues estos Gltimos han demostrado
ser toxicos a concentraciones extremadamente bajas (ng mL™) que pueden encontrarse en
ambientes acuaticos naturales, al mismo tiempo tenemos que asegurarnos que los
semioquimicos no conlleven efectos secundarios a organismos no diana. Este trabajo seria el
primero en determinar el factor de bioconcentracion (BCF) y cargas corporales de
semioquimicos y piretroides en organismos no blanco (zooplancton), comparamos resultados
de toxicidad letal y su efecto en la reproduccion en dos organismos planctonicos de phyla
diferentes (un claddcero y un rotifero), correlacionando estos valores con los de las pruebas
agudas y cronicas, las cargas corporales y la relacién de éstas con la resistencia o baja
toxicidad en los organismos acuéticos. Se evaluaron también, los tiempos de vida
(degradacion) de estos compuestos en ambiente acuatico por ultimo, se determinaron las
concentraciones encontradas del insecticida bifentrina en el ecosistema bosque después de
su aplicacion por un brote de insecto descortezador Dendroctonus mexicanus y la capacidad
de éste para bioacumular los insecticidas piretroides: bifentrina, deltametrina y cipermetrina,
resultados que pueden ser utilizados para la evaluacion cientifica de riesgos que los productos

quimicos pueden representar para los humanos y el medio ambiente (Kim et al., 2016).

Hasta donde sabe la autora, este es el primer trabajo a nivel mundial que compara la toxicidad
aguda de los insecticidas piretroides bifentrina, deltametrina y cipermetrina en el escarabajo
de la corteza Dendroctonus mexicanus, los cuales se utilizan actualmente o se recomiendan
para controlar este tipo de infestaciones (Fettig y Hilszczanski, 2015; SEMARNAT, 2018;

Seybold et al., 2018). También es el primero en monitorear la residualidad del insecticida
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bifentrina en el ecosistema bosque después de su aplicacion en una infestacion, por ultimo,
también es el primero en obtener el BAF y cargas agudas en el insecto plaga (descortezador)

como parte de un analisis integral de toxicidad.

7.1 Toxicidad aguda de 48 h en el rotifero y el cladocero

Como se esperaba, los insecticidas piretroides son una estrategia de control del insecto
descortezador que conlleva un riesgo medioambiental importante ya que como se demuestra
en el presente estudio, presentan una toxicidad alta para organismos acuaticos (como los aqui
evaluados) con concentraciones letales ambientalmente relevantes ya que pueden encontrarse
en reservorios de agua después de una aplicacion como control del insecto descortezador. En
una serie de ensayos de campo llevados a cabo en Canada para examinar los efectos
secundarios de la aplicacion aérea de permetrina utilizada para controlar las plagas forestales
se encontraron niveles medidos de residuos de permetrina de 2.6 mg L™ en las corrientes y
estanques de agua de la zona el dia de la aplicacién, y dos dias después del tratamiento, se

pudieron encontrar concentraciones de 0.25 pg L™ (Kingsbury y Kreutzweiser, 1980).

Riaz et al. (2018) encontraron concentraciones de hasta 0.082, 0.071, 0.59y 0.051 pug L™ de
cipermetrina, deltametrina, permetrina y bifentrina respectivamente en muestras de agua del
rio Chenabe en Pakistan. Otros autores han reportado el hallazgo de insecticidas piretroides
en rios y lagos de todo el mundo; Zheng et al., 2016, reportaron concentraciones de 0.154 —
0.609 pg L™ y de hasta 0.261 ug L' para los piretroides cipermetrina y bifentrina,

respectivamente, en agua del rio Jiulong en China.

Akan et al. (2015), reportaron concentraciones de 0.48—-0.93 mg L2, de 0.28-1.14 y de hasta
0.29-1.36 mg L' para los piretroides cipermetrina, deltametrina y bifentrina,
respectivamente, en agua del rio Benue en Nigeria y Liu et al., 2004, reportaron
concentraciones de bifentrina de 0.22-45.3 pg L™ en agua del arroyo San Diego en E.U.A.
En ambos estudios las concentraciones fueron muy superiores a las CLso obtenidas en nuestro
estudio para ambas especies de zooplancton (para el claddcero A. guttata de 0.006 — 0.01 mg

L y de 0.020 — 60.36 mg L* para el rotifero L. papuana), lo que demuestra el alto peligro
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que estos piretroides representan para la fauna acuética, cantidades que pueden aumentar en
temporada de lluvias por el arrastre de piretroides a los reservorios de agua. Delgado-Moreno
et al. (2011) midieron las concentraciones unicas de permetrina cis y trans en las cuencas
costeras del sur de California. Estos valores fueron mucho mas altos durante la estacion

himeda (1.8 - 901 ng L) que los encontrados durante la estacion seca (0.5 - 41 ng L™).

Se ha demostrado que la toxicidad aguda (CLso) de los piretroides en los organismos
acuaticos (zooplancton) es aproximadamente 1000 veces mayor que la toxicidad en
organismos blanco (insectos) (Beckel et al., 2006; Chernaki-Leffer et al., 2011). Este
aumento de la sensibilidad en los organismos acuaticos puede deberse a varios factores; entre
ellos, una mayor sensibilidad de los sitios fisiol6gicos en los organismos acuaticos. EI modo
de accion de los piretroides implica la alteracion de la permeabilidad iénica de las células
neuronales (Clark y Matsumura, 1982), dado que los organismos acuaticos de agua dulce
viven en un ambiente extremadamente diluido, los procesos involucrados en el
mantenimiento del equilibrio idnico y la osmorregulacion son criticos para el mantenimiento
de la homeostasis y una alteracién minima en la permeabilidad de las membranas seria fatal
para el organismo (Schmidt-Nielsen, 1997). Tales efectos también se han reportado para
peces, en los cuales la exposicion de las especies a piretroides interrumpe las superficies
respiratorias y la regulacion de iones (Symonik et al., 1989). Por ultimo; el prolongado
tiempo de exposicion con una mayor superficie de contacto (ambiente acuatico) aumentando
la sorcion de los piretroides que puede conducir a una mayor bioconcentracion (Tu et al.,
2014; Corcellas et al., 2015). El aumento en la bioconcentracion de los piretroides puede
conducir a un aumento en los niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés) y provocar estrés oxidativo durante el metabolismo de los piretroides.
Estas ROS que incluyen perdxidos y radicales libres, pueden causar peroxidacion lipidica y
afectar la funcion de las macromoléculas celulares y las actividades enzimaticas (Amin y
Hashem, 2012; Awoyemi et al., 2014). También el aumento de las ROS puede inducir el
sistema de caspasa proapoptdtica (Casp-9 y Casp-3) que ejecuta la apoptosis. Ademas, las
ROS puede inducir el gen supresor tumoral p53 que regula la apoptosis y contribuir a la

toxicidad letal de estos pesticidas en los sistemas acuaticos (Awoyemi et al., 2019).
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Si hacemos una comparacion entre las especies evaluadas, podemos ver que la especie méas
resistente fue el rotifero L. papuana con una CLso de hasta 60.36 mg L™ para cipermetrina.
El rotifero presenta mayor resistencia a todos los compuestos evaluados con respecto al
cladocero A. guttata quien fue mas sensible para todos los compuestos evaluados. Nuestros
resultados difieren con los reportados por Sanchez-Fortin y Barahona (2005), donde
encontraron una CLso de 0.08 mg L? para cipermetrina en el rotrifero B. calyciflorus.
Nuestros resultados muestran que el rotifero L. papuana fue 754.5 veces mas resistente a
cipermetrina que el rotifero B. calicyflorus. Garza- Leon et al. (2017) reportaron una CLsg de
cipermetrina para L. papuana de 34.58 mg L™, valor muy similar al encontrado en nuestro
estudio, lo que demuestra que esta especie, al contrario de otros rotiferos, presenta una alta

resistencia a piretroides.

La resistencia a piretroides por parte de L. papuana puede deberse a mutaciones en los
canales de sodio dependientes de voltaje del sistema nervioso, el sitio objetivo de los
insecticidas piretroides, la mutacion de los canales de sodio impide a los piretroides unirse a
estos canales. Weston et al. (2013) encontraron que H. azteca, recolectada de Mosher Slough,
presentd resistencia al piretroide ciflutrina, anteriormente se ha demostrado que esta
poblacion de H. azteca resistente tiene una mutacion en el gen L9251 del canal de sodio
dependiente de voltaje, una mutacion que se sabe confiere resistencia a los piretroides en

varias especies de insectos (Rinkevich et al., 2013).

En general, los insecticidas piretroides presentaron mayor toxicidad que los semioquimicos
presentando CLso de 783.54 y 120.85 mg L™ para MCH y de 296.14 y 11.96 mg L para
verbenona, en el rotifero y el cladocero, respectivamente, concentraciones que dificilmente
pueden encontrarse en ambientes naturales, por lo que este estudio demuestra que la
aplicacion de semioquimicos para el control del insecto descortezador es segura para
organismos acuaticos como los aqui estudiados, sobre todo porque estos son compuestos
volatiles que raras veces tienen un contacto directo con los insectos, la corteza o el suelo. Sin
embargo, las tasas letales (48 h) de los insecticidas piretroides fueron muy bajas (de hasta
6.1 ug L para bifentrina), concentraciones relevantes que pueden encontrarse en entornos
naturales y, por lo tanto, afectar a las poblaciones acuaticas, principalmente de cladoceros.

El piretroide mas toxico de los tres evaluados para ambas especies fue bifentrina que es
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38,885 veces mas tdxico que MCH (el semioquimico menos tdxico en ambas especies) para
el rotifero L. papuana. y 19,698 veces més toxico para el cladocero A. guttata.

7.2 Toxicidad cronica (tasa de crecimiento intrinseco, r)

Como podemaos observar, la cipermetrina presenta una tasa de toxicidad aguda-crénica ACR
(por sus siglas en inglés: Acute to Chronic Ratio) mayor de los tres piretroides evaluados
(Tabla 10 y 11), tanto en A. guttata como en L. papuana lo que indica que la toxicidad de
cipermetrina afecta la reproduccion (r) de ambas especies. Si bien, la cipermetrina es el
compuesto al que presentan mayor resistencia los dos organismos evaluados, la resistencia o
la baja toxicidad a un compuesto puede tener otras implicaciones, por ejemplo, la asignacion
significativa de energia a la biotransformacion y a procesos de desintoxicacion, lo que puede
resultar que los organismos sean mas sensibles a otros estresores (Werner et al., 2002). Los
costos de retener la resistencia pueden limitar la cantidad de energia que un organismo puede
asignar al desarrollo y la reproduccién. Osorio-Trevifio et al. (2019) encontraron que A.
guttata expuesta al piretroide deltametrina disminuy6 significativamente las reservas de
energia y consecuentemente produjo menos neonatos que los controles no expuestos. La
asignacion significativa de energia a la desintoxicacion (biotransformacion y/o eliminacion)
puede tener un impacto en la reproduccion, asi la tolerancia al estrés podria potencialmente

traducirse en efectos en la poblacion en general.

7.3 Bioacumulacion

A pesar de la suposicion inicial de que los insecticidas piretroides son "ideales" porque no
se bioacumulan, por su rapida degradacion y porque pueden ser metabolizados por los
mamiferos (Elliott et al., 1978), estudios recientes han demostrado bioacumulacion en
ambientes naturales en varias especies (Vengayil et al., 2011; Corcellas et al., 2015; Aznar-
Alemany et al., 2017; Aznar-Alemany y Eljarrat, 2020b). Nuestros resultados muestran una
alta capacidad de bioacumulacion en A. guttata con el BCF tan altos como 9 385, 6 335y 5

177 para cipermetrina, bifentrina y deltametrina, respectivamente. El grado al que un
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contaminante se concentrara en un organismo es expresado como el BCF, asi, un BCF de
100 significa que el organismo concentra la sustancia quimica 100 veces mas que los medios
circundantes (Arunakumara et al., 2007). La bioacumulacion es el resultado neto de tasas
competitivas de absorcion y eliminacion de sustancias quimicas en un organismo en
condiciones de exposicion definidas (Arnot y Gobas, 2006). Los semiogquimicos presentan
altas tasas de bioacumulacion (Tabla 10 y 11), con cargas corporales de hasta 410.42 g g*
para MCH y 378.14 ng g para verbenona en A. guttata y de hasta 128,512.24 pg g™* para
verbenona y 680,157.34 pg g-1 para L. papuana, estas cantidades bioacumuladas son
realmente altas pero presentan BCF bajos (4.69 para MCH y 57.42 para verbenona), lo que
nos indica que los semioquimicos necesitarian encontrarse en ambientes acuéticos en
concentraciones realmente altas para poder bioacumularse en los organismos acuéticos, lo
cual es poco probable, pues éstos son compuestos organicos volatiles cuyo uso es a través de
dispositivos que los liberan en forma gaseosa al ambiente y no se aplican en forma liquida
como es el caso de los insecticidas. Con respecto a L. papuana, los BCF fueron de 297.19
para verbenona y 634.75 para MCH, lo que demuestra que seran poco bioacumulables en
organismos acuaticos en comparacion con los piretroides evaluados. De acuerdo con el
criterio de la Convencion de Stocolmo (SC, 2008) los compuestos organicos con el
coeficiente de reparto octanol-agua (Log Kow) entre 3.7 y 8.2 o el BCF > 5 000, son
potencialmente acumulativos. De esta forma los semioquimicos podrian no acumularse en
las especies evaluadas. Sin embargo, los tres piretroides (bifentrina, cipermetrina y
deltametrina), a bajas concentraciones (como las evaluadas en este estudio) podrian
bioacumularse en el cladécero Alona guttata.

Las altas tasas de bioacumulacién observadas en el rotifero L. papuana para todos los
compuestos evaluados en comparacion con las cantidades de bioacumulacion en el claddcero
A. guttata pueden deberse al poco tiempo de exposicion que solo fue de 48 h (tiempo de
exposicion en el cladécero de 10 d), tiempo en el cual pudo no haberse alcanzado el estado
estacionario. El valor de cargas corporales observado en una exposicién a corto plazo sera
mayor que lo observado en una exposicion a largo plazo, por lo tanto, se debe tener
precaucion por las cargas corporales obtenidas a partir de tiempos de exposicion cortos (Yang
et al., 2018). Los valores medidos en L. papuana pueden deberse a la lenta tasa de
distribucion corporal para los compuestos estudiados. La cinética de bioabsorcion abarca
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muchos procesos, incluida la absorcion del agua al cuerpo través de la exposicion de las
branquias y la piel, la distribucion en los sitios objetivo, el metabolismo y la excrecion
(Escher et al., 2011).

Existen varios estudios que demuestran que los claddceros son mas sensibles a la toxicidad
por piretroides que los rotiferos (Friberg-Jensen, et al., 2003; Garza-Leo0n et al., 2017). Los
cladoceros al estar expuestos a sustancias toxicas reasignan la energia de los lipidos y
disminuyen su concentracién corporal, resultando en una menor capacidad para bioacumular
compuestos lipofilicos como los aqui estudiados (Sancho et al., 2009). Al contrario, los
rotiferos presentan una l6rica gruesa donde los compuestos lipofilicos pueden bioacumularse
y asi presentar grandes cantidades de cargas corporales sin que produzcan efectos toxicos
(Hernandez-Ruiz et al., 2016), como las obtenidas en nuestro estudio. También las altas tasas
de bioacumulacién observadas por el rotifero L. papuana puede explicar la resistencia
exhibida a todos los compuestos evaluados, CLso de hasta 60.39 y 783.54 mg L, para
cipermetrina y MCH, respectivamente, en comparacion con las mostradas por el cladécero
A. guttata. Muggelberg et al. (2017) demostraron que la resistencia a los pesticidas
piretroides mostrada por el anfipodo epibéntico Hyallela azteca se debe al potencial de
bioacumulacion de esta especie cuando se expuso a altas concentraciones del piretroide
permetrina. Los organismos resistentes tienen tasas de biotransformacion o excrecion mas
altas o, alternativamente, los compuestos se acumulan en los tejidos de los organismos a
concentraciones mas altas que en las especies no resistentes, asi los organismos no resistentes
sucumbirén a la toxicidad antes de alcanzar cargas corporales elevadas. Muggelberg et al.
(2017) también observaron que el grado de bioacumulacién fue similar a concentraciones de
exposicion mas bajas, por lo que es poco probable que las diferencias toxicocinéticas
produzcan una disminucion de la sensibilidad. Los organismos resistentes deben diferir de
los no resistentes con respecto a los procesos toxicocineticos (absorcion, biotransformacion
y eliminacién) pero demostraron que el potencial de bioacumulacion es el que confiere la
mayor resistencia. Ademas, un alto grado de bioacumulacion de piretroides en organismos
de nivel tréfico inferior aumenta la probabilidad de transferencia tréfica de estos compuestos
en la red alimentaria. Los autores también demostraron que la permetrina bioacumulada por

H. azteca resistente fue capaz de transferirse a sus peces depredadores por ingestion.
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Otros autores han demostrado bioacumulacion de piretroides en especies acuaticas. Riaz et
al., 2018 encontraron concentraciones de los piretroides cipermetrina, bifentrina vy
deltametrina de 0.472 pug g %, 0.251 pg g 1y 0.459 pg g1, respectivamente, en peces del rio
Chenab, Pakistan. Smalling et al., 2013 encontraron concentraciones de bifentrina de 41.1
ug kgt en peces del estuario California, E.U.A. Estos hallazgos indican el potencial peligro
de transferencia trofica de piretroides.

7.4 Degradacion de piretroides por las especies acuaticas Lecane papuana y Alona

guttata

Como se puede observar en las Tabla 13 y 14 la tasa de degradacion de los piretroides y los
semioquimicos varia con la concentracion y con la presencia de zooplancton en la solucion.
Lutnicka (1999), demostrd que los procesos de degradacion de piretroides se desarrollaron
de acuerdo con la cinética de primer orden y dependieron del tipo de compuestos evaluados
y concentraciones iniciales. En general la vida media de los piretroides y semioquimicos fue
corta, el tiempo de vida media (t12) mayor fue de 21.1 d para bifentrina y 16.6 d para MCH.
En general se observo que, con la presencia del zooplancton en el medio, la eliminacién de
los compuestos fue mas rapida. Nuestros resultados difieren con los reportados por Maguire
et al. (1989) donde reportaron una vida media de la deltametrina de menos de 1 h en agua de
un estanque rociado con 6.2 g de ingrediente activo por ha de deltametrina como Decis 2.5
EC®. En nuestro estudio, el ti, de deltametrina fue de 10.3 y 2.3 d en la concentracion inicial
alta y baja, respectivamente. Las principales rutas de degradacion y disipacion a largo plazo
de los piretroides en agua son la volatilizacion, isomerizacion, conversion quimica y
fotoquimica en isémeros, la hidrolisis con la posterior oxidacion de los productos y la
division en sélidos y sedimentos suspendidos (Pawlisz et al., 1998). Los valores de vida
media mas altos encontrados en nuestro estudio pueden deberse a la ausencia de materia
organica por lo que no ocurrio division en solidos organicos y sedimentos. Riaz et al. (2018)
analizaron los niveles de varios insecticidas piretroides a lo largo del rio Chenab, Pakistan,

encontraron que éstos son mas altos en invierno que en verano, esto puede deberse a que la
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cantidad y fuerza de la luz irradiada por el sol en invierno es mucho mas baja que en verano,
por lo que la degradacion de los piretroides es mas lenta, lo que demuestra que la
fotodegradacion es una de las principales vias de eliminacion de los compuestos organicos
como los aqui analizados (Liu et al., 2010). Las especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden
ser producidas por la luz solar en un ambiente acuatico y las ROS pueden participar en la
fotolisis indirecta de piretroides (Zhan, 2009). Los compuestos aqui evaluados presentan alta
tasa de degradacion a temperatura y luz que asemejan el medio ambiente (25 °C, 16:8

luz:oscuridad) con tiempos de vida media menores a los 21 dias.

Es bien conocida la efectividad de los insecticidas piretroides para matar un amplio niumero
de plagas entre ellas los descortezadores del género Dendroctonus, pero poco se sabe de la
residualidad de éstos en el ecosistema bosque después de su aplicacion como medida de
control o combate de estos insectos, ni de la capacidad de bioacumulacién de estos
insecticidas en los insectos blanco (descortezador) con posible transferencia a través de las
cadenas troficas. Se sabe que el modo de aplicacion de los insecticidas es responsable de su
efectividad (Saeed et al., 2011). La susceptibilidad de plagas de curculionidos a los
insecticidas puede variar segun el método de exposicion ya sea por contacto o ingestion
(Fettig et al., 2011). En el presente estudio se observo que no sélo el método de aplicacion
es el responsable de su efectividad, sino también el tipo de insecticida. Aunque los tres
insecticidas aqui analizados son piretroides, los tres mostraron diferencias de efectividad
segun el insecticida y el método de aplicacion (Tabla 8). A mi consideracion, el método de
aplicacion en la corteza se asemeja mas al método de aplicacion del insecticida en campo
durante un saneamiento, ya que la aplicacion del insecticida es sobre el tronco o la corteza
del arbol derribado. Sin embargo, el método de aplicacion en la corteza sugiere dos formas
de toxicidad, por contacto y por ingestion ya que los insectos descortezadores se siguieron
alimentando del floema de la corteza durante el tiempo de los ensayos. Por esta metodologia,
el insecticida més toxico fue cipermetrina con CLso y ClLgg 2.5 y 7.2 veces mayor que
bifentrinay 4.6 y 10.5 veces mayor que el CLso y CLgg de deltametrina, respectivamente. Sin
embargo, el CLgo de bifentrina obtenida en este trabajo es 1.4 veces menor que la dosis
recomendada por las autoridades sanitarias del pais (CONAFOR, 2015) la cual es de 500 mg

L y deltametrina es 6.44 veces menor que las dosis recomendadas por las autoridades
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sanitarias del pais (CONAFOR) (dosis recomendadas de 500 mg L de i.a. de bifentrina y
2,000 mg L de i.a de deltametrina).

Saeed (2011) determiné el CLso de 48 h de 17.4 y 8.11 mg L™ de bifentrina y deltametrina,
respectivamente en el coledptero Hypocryphalus mangiferae Stebbing, una de las plagas de
insectos mas destructivas de los arboles de mango. Los resultados son muy similares a las
obtenidas en nuestro estudio, sin embargo, ellos sumergian el perno en su totalidad en la
solucion del insecticida y en nuestro estudio s6lo aplicamos 0.5 mL del insecticida sobre la

corteza.

Existen muy pocos estudios realizados sobre la bioacumulacion insecticidas en escarabajos
del género Dendroctonus después de su aplicacibn como método de control de un brote.
Morrissey et al. (2007) encontraron niveles elevados del plaguicida a base de arsénico,
metanearsonato monosddico, en escarabajos de pino de montafia adultos, insecticida
utilizado ampliamente para suprimir los brotes por este escarabajo; encontraron niveles de
arsénico de hasta 327 pg g™ dw (peso seco, por su siglas en inglés) en los escarabajos y hasta
0.18 ug g dw en los pajaros carpinteros que se alimentaron de éstos. Estos resultados indican
que existe una importante acumulacion y transferencia de plaguicidas dentro de la cadena
alimentaria a niveles que pueden presentar un riesgo de toxicidad para la vida silvestre aviar

después de la aplicacién de un plaguicida al tratar de suprimir un brote.

La bioacumulacion de piretroides se habia ignorado en el pasado por la capacidad de los
mamiferos de metabolizarlos; sin embargo, hay evidencias de su bioacumulacion en varias
publicaciones (Aznar-Alemany y Eljarrat, 2020b).-Una de ellas es la encontrada en aves y la
detectada en sus huevos. El descubrimiento de estos compuestos tdxicos en los huevos de
aves es indicativa de bioacumulacién y es un resultado directo de la transferencia materna a
través de la ingesta alimentaria (Millow et al., 2015). En el presente estudio se encontraron
evidencias de bioacumulacion de piretroides en el escarabajo descortezador Dendroctonus
mexicanus (bifentrina 182.58 ug g dwy 293.04 pg g* dw, deltametrina 253.14 ug gt dwy
622.41 pg ¢! dw y cipermetrina 128.18 pg g dw y 183.09 nug g* dw), los cuales estan
potencialmente accesibles para que pajaros insectivoros endémicos con potencial de

transferencia dentro de la cadena alimentaria. Los experimentos de campo que evaltan la
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bioacumulacion de plaguicidas piretroides en las cadenas tréficas son escasos, sin embargo,
estudios recientes mostraron su potencial de bioacumulacién (Corcellas et al., 2015; Rivera-
Davila et al., 2021), pero su biomagnificacion a lo largo de la cadena alimentaria aln no esta
clara. Bardn et al. (2014) analizaron la presencia de piretroides en huevos de aves silvestres
del Parque Nacional de Dofiana (Espafia), siendo el 93% de estas muestras positivas a estos
contaminantes; los niveles de piretroides totales detectados fueron de hasta 324 ng g .. La
presencia de estos compuestos en los huevos sugiere que son persistentes, bioacumulativos

y potencialmente biomagnificantes.

La bioacumulacion esta relacionada con la persistencia ambiental de los compuestos (Ernst
et al., 2018). Segun el Convenio de Estocolmo (SC, 2008), para que un compuesto pueda
considerarse potencialmente bioacumulativo debe tener una vida media superior a 2 meses
en el agua o superior a 6 meses en el suelo y los sedimentos. Los piretroides tienen baja
persistencia ambiental (< 90 dias) (Feo et al., 2010), sin embargo, el uso continuo de éstos
los hace omnipresentes en el medio ambiente por lo que se consideran contaminantes
pseudopersistentes. Rossi et al. (2020) analizaron muestras de agua, sedimento y peces
expuestos a bifentrina en un campo de arroz; en sus resultados no detectaron bifentrina en las
muestras de sedimentos y agua, sin embargo, estuvo presente en todos los peces analizados.
Estos resultados muestran la naturaleza facilmente biodisponible de este compuesto y que a
concentraciones muy bajas la bioacumulacion puede ocurrir al tener exposiciones recurrentes

a estos compuestos.

Aunque los piretroides han demostrado una baja toxicidad aguda en mamiferos y aves, en
parte debido a su facil metabolizacion (Scollon et al., 2009), sus efectos ambientales
indirectos son importantes. Aunque la toxicidad directa para las aves es baja, estos pueden
afectar indirectamente a las aves insectivoras en su fisiologia y comportamiento, asi como a

través de la disminucion de su base de presas (Pendleton y Baldwin, 2007).

Los datos aqui presentados, se pueden utilizar para evaluar los beneficios de los pesticidas
piretroides y los posibles efectos toxicos para organismos no objetivo al tener contacto con

sus residuos en el medio ambiente. Ademas, los datos de toxicidad generados en esta
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investigacion, demuestran que se puede esperar efectos toxicos agudos y cronicos de los
insecticidas piretroides a partir de las concentraciones ambientales informadas en la literatura
cientifica.

Los ecosistemas acuaticos parecen ser especialmente sensibles a estos compuestos (Corcellas
et al., 2015; Colin et al., 2016; Clasen et al., 2018); los cuales se contaminan facilmente a
través de la escorrentia. Se ha demostrado que los insecticidas piretroides son
extremadamente toxicos para los organismos acuéticos en el rango de ng L™ (Shen et al.,
2012; Tu et al., 2016). En el presente estudio se encontraron concentraciones de
0.165 mg L del insecticida bifentrina 15 dias después de su aplicacion en el tronco,
concentracion necesaria para causar la mortalidad de organismos zooplanctonicos que
habitan los reservorios de agua (0.0201 mg L™ para Lecane papuana y 0.0061 mg L para
Alona guttata), sin embargo en la segunda recolecta (32 dias después de la aplicacién) se
encontraron concentraciones de 0.203 y 0.762 mg L a los 60 y 200 m de distancia,
respectivamente, estas concentraciones encontradas en las muestras de agua sobrepasan
10.09 y 37.91 veces la CLso para Lecane papuana y 33.27 y 124.92 veces la CLso para
Alona guttata (Rivera-Davila et al., 2021). Ademas, las concentraciones de bifentrina en agua
encontradas en nuestro estudio pueden causar la muerte de C. dubia ya que las CLso para esta
especie son aproximadamente 0.040 - 0.100 pg L™ para bifentrina (Yang et al., 2006).

Se esperaba que las concentraciones ambientales de bifentrina disminuyeran con el paso del
tiempo, pero no fue asi, sino que éstas fueron superiores, 139 dias después de la aplicacion,
se encontraron concentraciones superiores a las detectadas en las primeras recolectas (agua

y sedimento).

Se cree que el deslave del tronco con el agua de lluvia fue la causa, ya que la aplicacion del
insecticida se realizé en temporada de lluvias (junio 2019). Strom y Roton, (2009). Evaluaron
la efectividad residual del piretroide bifentrina (Onyx®) en tratamientos profilacticos contra
los escarabajos de la corteza Dendroctonus frontalis Zimmermann; la bifentrina mostré
efectividad residual en los troncos hasta 9 meses después de la aplicacion. Brown et al. (2020)
evaluaron el efecto de la lluvia sobre la actividad residual de permetrina contra los
escarabajos ambrosia, adultos (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae), aplicada en los

troncos; y determinaron que la lluvia no tuvo un efecto significativo sobre la actividad
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residual de la permetrina durante ninguna de las pruebas. Estos estudios nos hablan de la
capacidad de adherencia de los piretroides a la materia organica, en este caso, los troncos de
los arboles, y esta caracteristica los hace altamente persistentes en el medio ambiente.
Aunque los piretroides se consideran practicamente insolubles en agua (de unos pocos
ug L), fotosensibles y se hidrolizan facilmente, con tiempos de degradacion para el 50% de
la sustancia (DT50) inferior a 60 dias (AERU, 2007) éstos pueden llegar a contaminar las

diferentes matrices del ecosistema bosque.

Las concentraciones encontradas en las muestras medioambientales son tan altas como para
causar la muerte de organismos acuaticos y de aquellos que viven en suelos y sedimentos.
Las aplicaciones de piretroides en el suelo disminuyen el nimero de acaros depredadores y,
en altas tasas de aplicacion, los piretroides causan una reduccion significativa en las
poblaciones de lombrices de tierra (Song et al., 2015; Li et al., 2017). Se observd una
mortalidad de hasta el 100% el anfipodo Hyalella azteca atribuible a bifentrina a
concentraciones de hasta 20 ng g* (Domagalski et al., 2010). La vida media de la bifentrina
en los sedimentos es de 8 a 17 meses (Gan et al., 2005). Los valores estimados de DT50 son
superiores a un afio y se informa que la bifentrina “no se degrada facilmente” en el agua
(Corcellas et al., 2017). Weston et al. (2009) demostraron que la cantidad de piretroides
medidos tanto en agua como en sedimentos fueron mas altas en la temporada de lluvias. Los
piretroides son una especie de insecticidas biomiméticos de alta hidrofobicidad, que cuando
se aplican en el medio ambiente son facilmente adsorbidos por particulas y finalmente
acumulados en sedimentos (Qin et al., 2011), por lo que ya se esperaba que se encontrara en
mayor cantidad de bifentrina en los sedimentos analizados. Se cree que la escorrentia de las
tormentas origind el arrastre del suelo cargado del piretroide bifentrina y posterior vertido de
éste al caudal del rio donde se depositdo y acumulo gran cantidad de bifentrina en los
sedimentos. La cantidad de bifentrina encontrada en sedimentos en nuestro estudio es
preocupante (de 0.108 hasta 5.75 mg kg™ dw) cantidades que superan las necesarias para
matar al 50% de H. azteca, que se encuentra entre las especies mas sensibles probadas con
piretroides (Clark et al., 2015). En un estudio sobre el agua de un rio urbano en California,
E.U.A., las concentraciones de CEsg de 96 h reportadas para causar paralisis en H. azteca fue
3.3ng Lty la CLso de 96 h para mortalidad fue de 7.7 ng L™* (Weston et al., 2009; Weston
y Lydy, 2012). Harwood et al. (2013) reportaron concentraciones letales (CLso) de bifentrina
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de 10 dias de 0.0046, 0.0139 y 0.0262 mg kg™ y 0.087, 0.108 y 0.189 mg kg*, para Hyalella
azteca y Chironomus dilutus, respectivamente, en sedimentos de tres diferentes areas del sur
de Illinois, E.E. U.U. Este pesticida piretroide tiende a ser estable y persistir en sedimento
acuatico con una vida media larga de hasta 17 meses (Gan et al., 2005). La biodisponibilidad
es el primer paso para la bioacumulacion (Aznar-Alemany y Eljarrat, 2020b). En nuestro
estudio se detectaron concentraciones, 139 dias después de la aplicacion de bifentrina, de
3.14 y 1.25 mg kg* dw en sedimentos de 60 y 200 m de distancia de la aplicacion,
respectivamente, estos datos nos hablan de la concentracion sostenida por largo tiempo de
cantidades letales para los organismos que habitan los sedimentos y probable bioacumulacién
por exposicion durante este tiempo. Por otro lado, se reconoce que el destino de los
compuestos en los compartimentos ambientales depende de las propiedades fisicoquimicas
que, a su vez, afectan su degradacion y transformacion (Aznar-Alemany y Eljarrat, 2020a).
Degenhardt y Greene (2012) han observado que la degradacion y la sorcion son las
principales vias para la disipacion de los piretroides del agua. Nuestros hallazgos demuestran
un patron similar en la particion de la bifentrina, ya que sus niveles eran mas altos en los

sedimentos que en las muestras de agua recolectadas en el mismo sitio.

El piretroide bifentrina es lipofilico y, por tanto, casi insoluble en agua (0.001 mg L? a
20 °C) (U.S. EPA, 2012), esta caracteristica fisicoquimica es consistente con nuestros
resultados donde se detectaron concentraciones mas bajas en muestras de agua, que en suelo
y sedimento. Las concentraciones mas elevadas de bifentrina tiempo después de su aplicacion
en los tres compartimentos analizados, demuestra la persistencia de ésta en el tronco y que
con cada evento de lluvia el tronco se deslavaba y la bifentrina llega al suelo, posteriormente
al caudal del rio depositandose en los sedimentos y por Gltimo parte de ésta fue disuelta en
el agua del rio. En el presente estudio se detectd bifentrina en el agua hasta 139 dias despues
de la aplicacion en el tronco, tiempo suficiente para bioacumularse en organismos acuaticos.
Rivera-Déavila et al. (2021) demostraron bioacumulacion de bifentrina de hasta
563.99 pg gt dw en el rotifero Lecane papuana en tan sélo 10 dias de exposicion a este
compuesto. Corcellas et al. (2017) sugieren que la ingesta dietética desempefia un papel
importante en la bioacumulacion de piretroides; encontraron bifentrina en los huevos de
Dofana (Esparia) en mas del 75% de las muestras y concluyeron que los huevos de aves de

alimentacion acuética estuvieron entre los mas contaminados, por lo que una concentracion
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sostenida de estos compuestos en ambientes acuéticos, como las que se encontraron en este

estudio, pueden causar problemas en aves que se alimentan de especies acuéticas.
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8. CONCLUSION

Con los resultados aqui obtenidos se puede concluir que la hipotesis de investigacion
planteada no se cumplio, ya que se pensaba que tanto los piretroides como los semioquimicos
utilizados en el control del insecto descortezador serian seguros para especies acuaticas como
el cladécero A. guttata y el rotifero Lecane papuana y que se degradarian facilmente en el
medio ambiente. La determinacion de residuos de bifentrina en el ecosistema bosque y la
bioacumulacion de insecticidas piretroides, asi como la comparacidn entre concentraciones
letales de estos insecticidas es relevante porque se demuestra que estos insecticidas
piretroides, por sus caracteristicas fisicoquimicas, permanecen en el medio ambiente de un
bosque (agua, suelo y sedimento) por mas tiempo de lo esperado, después de una aplicacion
para controlar infestaciones por insectos descortezadores, y que ésta permanencia puede dar
lugar a problemas adversos como toxicidad letal y subletal en organismos no diana como son
los organismos de tierra, de sedimento y los acuaticos. También se demostré que los
insecticidas piretroides pueden bioacumularse en el insecto diana y potencialmente pasar a

través de las cadenas troficas.

También mis resultados demostraron que los semioquimicos, verbenonay MCH, presentaron
baja toxicidad letal y crénica (reproduccién) para los organismos acuaticos, como los aqui
estudiados, en comparacion con los insecticidas piretroides y que no se bioacumularian en
éstos, por lo que demuestran ser seguros para su aplicacion en el ecosistema bosque, ademas
de que son compuestos organicos volatiles que se liberan al ambiente en estado gaseoso. Sin
embargo, cuando ocurre un brote por insectos descortezadores donde el uso de plaguicidas
es inminente (necesario), se deben buscar alternativas, si no seguras, al menos que produzcan
el menor dafio al medio ambiente. Aqui presentamos tres alternativas de piretroides los cuales
presentan diferentes grados de toxicidad para organismos no diana (acuéaticos). Como se
puede observar el piretroide cipermetrina presenta menor toxicidad para los organismos
acuaticos, como los que se evaluaron en el presente estudio y presenta menor capacidad de
bioacumularse tanto en los organismos diana (insecto descortezador) como en los organismos

no diana (zooplancton) por lo que podria ser una alternativa mas segura que los piretroides
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bifentrina y deltametrina, reduciendo el peligro de trasferencia a organismos superiores de la

cadena trofica.

Este es el primer trabajo que compara la toxicidad aguda y cronica de los insecticidas
piretroides bifentrina, cipermetrina y deltametrina, para el control del descortezador de
coniferas (Dendroctonus mexicanus); y de las feromonas de antiagregacion, los

semioquimicos verbenona y MCH, para prevenir las infestaciones del insecto descortezador.
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