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RESUMEN

La absorcion, translocacion, degradacion y disipacion de un plaguicida depende
principalmente de sus propiedades fisicoquimicas y del medio donde fue
aplicado. Sin embargo su accidon no es exclusiva del objetivo, ya que puede
llegar a otras plantas, suelo, aire y agua. En el presente trabajo se evalud la
disipacion de glifosato en suelo de cultivo de vid (Vitis vinifera L.) variedad Red
Globe, y la disipacion y degradacién de spirotetramat y su metabolito enol en
hoja y fruto de dicho cultivo. Se seleccionaron al azar 5 parcelas con tres plantas
cada una para realizar muestreos en el suelo y en las plantas durante el periodo
de produccion de la uva (marzo-julio del 2011). Los muestreos en el suelo se
realizaron antes de la aplicacion de glifosato (dia cero) y después de su
aplicacion los dias 5, 10, 18, 27 y 65 en tres profundidades (5, 30, 60 cm). La
extraccion del glifosato en suelo se realizO mediante una extraccion liquido-
liqguido con cloruro de metileno; los extractos fueron analizados en un
cromatografo de gases VARIAN CP 3800 con detector de flama pulsar (PFPD).
Se determind que la disipacion de glifosato con respecto al tiempo en suelo a 5
cm de profundidad sigue una relacién lineal la cual fue significativa (p < 0.0336)
con R? de 0.93 y una vida media de 80 dias. Se observaron diferencias
significativas en las concentraciones de glifosato en las tres profundidades

evaluadas.
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La determinacion de spirotetramat se realizo en hoja y fruto de vid antes de su
aplicacion y en los dias 1, 5, 10, 15 y 48 posteriores. Se realiz6 una extraccion en
fase solida con octadecil (C1g) Yy una mezcla de acetonitrilo-agua (4/1 viv + 220
de acido. formico ul L-) como solvente de extraccion; los extractos fueron
analizados en un equipo Agilent Technologies 1100 serie LC/MSD acoplado a un
espectrometro de masas con simple cuadrupolo y detector de arreglo de diodos.
Spirotetramat en hoja y fruto mostraron una disminucién gradual de la
concentracion, dicha disminucion en hoja se ajustdé a una cinética de primer
orden con R? de 0.84 (p> 0.03). Un dia después de la aplicacién del insecticida
se detectaron concentraciones de spirotetramat de 0.14 mg kg™ y 0.08 mg kg™ en
hoja y uva respectivamente y al dia de la cosecha (48 dias) la degradacion fue
del 79 y 70 % de la concentracion inicial. EIl 70 % y 80 % del metabolito
spirotetramat-enol en fruto y hoja respectivamente fue degradado en los primeros
cinco dias después de la aplicacion del insecticida. Bajo las condiciones de este
estudio el insecticida spirotetramat no representa un riesgo al ser aplicado en el

cultivo de la vid, por no superar el limite maximo residual en fruto.
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INTRODUCCION

La interaccion entre los diferentes plaguicidas inicia desde el momento de su
aplicacion hasta su degradacion. Lo anterior depende de las caracteristicas
fisicoquimicas del mismo y de la capacidad de ser absorbido, retenido o translocado

en los diferentes ambientes (suelo, agua, aire y planta).

Una vez aplicado el plaguicida parte de éste llegard a depositarse en el suelo, aun
cuando la aplicacion haya sido foliar (Gutiérrez y Arregui, 2000); con la posibilidad de
desplazarse hacia capas mas profundas del suelo o ser absorbido por las raices de
las plantas y llegar hasta los frutos. Es importante mencionar que la presencia de
residuos de plaguicidas en los alimentos es de interés, sobre todo en aquellos que
son consumidos en fresco. Un ejemplo es la vid, se ha visto que la cantidad de
plaguicidas presentes en la uva es reducida al ser sometida al proceso de

fermentacién para la produccion del vino (Oliva & Barba, 2002; Garcia, 2001).

El insecticida spirotetramat y herbicida glifosato son dos de los plaguicidas
empleados generalmente en la costa de Hermosillo, como método de control durante
el cultivo de la vid. Spirotetramat es un insecticida de reciente creacion,
perteneciente al grupo de los cetoenoles, el cual se caracteriza por ser sistémico de
doble vida, lo cual le permite tener una amplio espectro de accion. Glifosato es
conocido como un herbicida muy efectivo y empleado por mas de 30 afios, con
potencialidad para afectar negativamente diferentes organismos en el sistema

endocrino, células placentarias, higado y rifion (Dallegrave et al., 2007; Romano et



al., 2010; Richard et al., 2005; Monroy et al., 2005; Gasnier et al., 2010; Frontera et
al., 2011; Jiraungkoorskula et al., 2002; Lajmanovich et al., 2011). Por lo anterior es
importante evaluar la degradacion o efecto residual del insecticida spirotetramat y su
principal metabolito spirotetramat-enol en hoja y uva variedad Red Globe asi como la

disipacion del herbicida glifosato en suelo durante su cultivo.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Historia de los Plaguicidas

Desde tiempos antiguos, es conocido que los cultivos son atacados por plagas y
enfermedades que provocan pérdidas y/o disminucién en el rendimiento de las
cosechas. Incluso en la actualidad con los avances en las ciencias agricolas, las
pérdidas debido a plagas y enfermedades son elevadas; es por ello que a través de
la historia han surgido iniciativas para encontrar formas de solucionar los problemas

ocasionados por las plagas.

El primer registro de uso de insecticidas data de mas de 4 500 afios cuando los
Sumerios utilizaban compuestos de azufre para controlar insectos y acaros, los
Chinos hace méas de 3 200 afios utilizaban mercurio y compuestos de arsénico para
controlar el piojo. Escritos de los antiguos Griegos y Romanos muestran que
utilizaron lo que puede denominarse “‘métodos quimicos” para controlar
enfermedades de las plantas, maleza, insectos y plagas de animales. Por ejemplo,
los Romanos eliminaban plagas de insectos quemando azufre y controlaban maleza

con aplicacion de sal (Delaplane, 1996).

Se tienen registros de plantas como el pelitre en forma de polvo que fue utilizado
como insecticida por mas de 2 000 afos, los Persas utilizaban dicho polvo para
proteger grano almacenado, posteriormente durante las “cruzadas” llevaron esta

informacion a Europa (Unsworth, 2010).



Se han utilizado desde tiempos antiguos mezclas de productos quimicos de origen
inorganico para el control de plagas, como es el caso de la mezcla de Bordeaux, que
consiste en sulfato de cobre y cal, de hecho aun se utliza contra varias
enfermedades de origen fungico (Unsworth, 2010). Al final del siglo XIX, los
agricultores de Estado Unidos de América utilizaron acetoarsenito de cobre (verde de
Paris), arsenato de calcio, sulfato de nicotina y azufre para el control de plagas de
insectos en cultivos, sin embargo, a menudo los resultados no eran los deseados
debido a la quimica primitiva y los métodos de aplicacion utilizados (Delaplane,

1996).

Hasta 1940 las sustancias inorganicas como el clorato de sodio, acido sulfurico y
quimicos organicos derivados de fuentes naturales se utilizaban en el control de
plagas, sin embargo, muchos plaguicidas eran subproductos de procesos
industriales, por ello compuestos organicos como nitrofenoles, clorofenoles, naftaleno
y aceites de petréleo fueron usados para controlar plagas de insectos y hongos;
mientras que el sulfato de amonio y arsenato de sodio fueron utilizados como
herbicidas. La desventaja de estos productos era las altas dosis de aplicacion, la falta

de selectividad y su fitotoxicidad (Unsworth, 2010).

El desarrollo de los plaguicidas sintéticos se aceler6 en 1940 con el descubrimiento
de los efectos del DDT, BHC, aldrin, dieldrin, endrin, clordano, paration, captany 2,4-
D (Unsworth, 2010). Estos nuevos quimicos eran econdmicos, efectivos y
ampliamente populares, el DDT era el mas favorecido debido a su actividad de

amplio espectro contra plagas de insectos en la agricultura y en la salud humana;



mientras que el 2,4-D se convirtid en una forma econdmica y efectiva para controlar

maleza en cultivos de gramineas como el maiz (Delaplane, 1996).

Bajo una presion quimica constante, algunas plagas se volvieron resistentes a los
plaguicidas. En 1946 se reportd resistencia al DDT por las moscas domésticas,
debido a su amplio uso aparecieron reportes de dafios a plantas y animales no
establecidos como blanco de accion de estos plaguicidas; ademés de problemas con

residuos en lugares inesperados (Unsworth, 2010; Delaplane, 1996).

Durante los afios 50°s los consumidores y la mayoria de los politicos no se
preocuparon demasiado sobre el riesgo potencial del uso de los plaguicidas. Los
alimentos eran mas baratos debido a las nuevas formulaciones quimicas y con los
nuevos plaguicidas no habia casos documentados de gente muriendo o dafada
seriamente por su uso. Aunque existian casos de dafio por el uso incorrecto de estos
quimicos, los nuevos plaguicidas eran bastantes seguros, especialmente si se
comparaban con las formas a base de arsénico que habian matado personas
(Unsworth, 2010). Sin embargo, los problemas surgieron por el uso indiscriminado y
en 1962 fueron plasmados por Rachel Carson en su libro Silent Spring; esto
estremeci6 la confianza publica en el uso de plaguicidas, evidenciando los riesgos
asociados y estableciendo el camino para el desarrollo de productos mas amigables
con el ambiente (Unsworth, 2010; Delaplane, 1996). Es por ello que actualmente
existen diferentes instituciones principalmente gubernamentales y de investigacion

gue se enfocan al estudio de efectos secundarios del uso de plaguicidas.



Modo de Accién y Propiedades de Insecticidas

Para el estudio de los plaguicidas estos se han clasificado de diferentes formas entre
ellas, la mas usual es en base al organismo que controlan, es de aqui que surge el
grupo de los insecticidas los cuales a su vez se pueden clasifican en base a su modo
de accion el cual esta enfocado principalmente en tres sistemas: 1) afeccion del
sistema nervioso: por la inhibicion de la colinesterasa, estimulacion del receptor de
acetilcolina, regulacion del canal de cloruro o alteraciones en los moduladores del
canal de sodio; 2) Interferencia en el sistema de crecimiento y desarrollo: mediante
Inhibidores de sintesis de quitina, reguladores de crecimiento de los insectos vy
reguladores de crecimiento no especificos; 3) Sistema de produccion de energia:
Inhibicion del transporte de electrones o interrupcion de la fosforilacion oxidativa
(Brown, 2006). Asi mismo los insecticidas a su vez se pueden agrupar mediante su
molécula base, por ejemplo los organofosforados, clorados, piretroides y los

cetoenoles creados en la ultima década.

Cetoenoles

La clase quimica de los cetoenoles, se caracteriza porque sus derivados poseen
como unidad estructural el acido tetramico y presentan actividades biolégicas de

amplio espectro, el antibiotico tirandamicina A y la fitotoxina del acido tenuazonico



son ejemplos de este tipo de compuestos que se pueden encontrar en la naturaleza;
sin embargo dentro de este grupo también se encuentran los compuestos de origen
sintético que son utilizados como herbicidas e insecticidas. Bayer CropScience en el
afio 2002 lanz6 al mercado spirodiclofen, el primer miembro del grupo cetoenol,
como un nuevo acaricida con un modo de accion bioguimico completamente
novedoso; poco después introdujo el segundo miembro del grupo, el producto
spiromesifen un acaricida e insecticida activo contra arafia roja y mosca blanca. Por
altimo introdujo el tercer cetoenol, con el nombre de ingrediente activo spirotetramat
el cual funge como insecticida (Dejan et al., 2011; Mallinger et al., 2010; Zhao et al.,
2009). El descubrimiento de este compuesto surge como resultado de la
investigacion realizada por Bayer para mejorar la actividad acaricida y herbicida de

algunos compuestos derivados del acido tetramico (Mallinger et al., 2010).

Spirotetramat

Spirotetramat como se mencion6 anteriormente pertenece a la clase quimica de los
cetoenoles y es un derivado del acido tetramico (cis-3-(2,5-dimetil)-8-metoxi-2-oxo-1-
zaspiro[4.5]dec-3-en-4-il-etil carbonato). Tiene un peso molecular de 373.45 g mol™,
es de apariencia polvosa, con un color de blanco a beige, sin olor, punto de fusion de
142°C y no presenta punto de ebullicion a presion atmosférica, con descomposicion

a 235°C (Fischer y Weil3, 2008).



El insecticida spirotetramat (BYI08330) fue registrado en Junio del 2008 por la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA). Le fue asignado un limite maximo residual
en uva de 1.3 mg kg™ por esta misma agencia (www. epa.gov). Por otra parte en
México su registro se realizé en Noviembre del 2010 en la Comision Federal para la
Proteccion de Riesgo Sanitario (COFEPRIS, 2009) con vigencia hasta el 18 de Junio
del 2015, sin embargo no aparecen sus limites maximo residual (LMR),
recomendaciones o condiciones de uso y de igual forma no aparece en el Catalogo

de Plaguicidas (Figura 1).

Modo de Accion

Spirotetramat es un insecticida sistémico ambimavil, tiene una translocacién apical y
basal (es decir de la parte aérea a las raices) pudiendo con ello proteger incluso a
brotes y raices nuevas (Schodning, 2008). Actia como inhibidor de la sintesis de
lipidos en los insectos chupadores mediante la inhibicion de la Acetil Coenzima A
Carboxilasa (Fischer y Weil3, 2008). La accion del insecticida spirotetramat
predomina en los estados inmaduros en donde se puede llegar a observar ecdisis
incompleta, es decir, el insecto no puede mudar completamente su exoesqueleto lo
cual le impide continuar con su crecimiento. Sin embargo cuando esta accion se
presenta en las ninfas parecen estar inmoviles y muy rapidamente se secan por

completo. En los estados adultos la eficacia de spiroteramat se ve reducida, pero
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Figura 1. Estructura molecular de spirotetramat

Fuente: www.chemspider.com



uno de los efectos mas importantes es la acumulacién de las larvas, las cuales
conduce a la muerte de los adultos después de 4 a 7 dias de la aplicacion foliar.
Ademas los adultos tienden a producir ninfas que mueren 24 h después o ninfas
inviables con una reduccion significativa de la fecundidad y fertilidad que afectara las

generaciones posteriores (Kihnhold et al., 2008).

Modelo de Uso

Spirotetramat es un insecticida enfocado a atacar los parasitos chupadores en sus
estadios juveniles, tales como aafidos (Aphis spp., Myzus spp., Dysaphis spp.,
Toxoptera spp., Phorodonhumuli), aafidos de raiz (Phylloxera spp.), silidos (Psylla
spp., Paratriozacockerelli), cochinillas (Pseudococcus spp., Planococcus spp.) y
mosca blanca (Bemisia spp., Trialeurodes vaporariorum). En la tabla 1 se muestra
una relacién de estudios sobre la efectividad de spirotetramat en diferentes insectos
(Nauen et al.,, 2008; Babcock et al., 2010). Dicho insecticida ha mostrado una
excelente eficacia en contra de afidos o pulgones de 3-4 dias de edad tales como el
afido del melocotén, pulgén del algodon y ciruela. Se ha observado que en las
hembras adultas de mosca blanca (B. tabaco) tratadas con spirotetramat (200 y 40
mg kg™?), el nimero de huevos se ven reducidos en funcién de la dosis aplicada
(reduccién mayor 90 % y 60 %), incluso a concentracién de 8 mg kg™ el 80% de los
huevos no eclosionan. También se conoce que la via de contacto con el insecticida

tiene influencia sobre la efectividad del compuesto para el control de los insectos. Se
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tiene un mayor efecto a través de la ingestion oral de spirotetramat que por contacto
directo con el insecto (Nauen et al., 2008; Vermeer y Baur, 2008).

Por otra parte ensayos de laboratorio sugieren que spirotetramat se puede utilizar de
forma segura en programas de manejo integral de plagas para controlar el pulgén de
la col ya que se obtiene un menor porcentaje de mortalidad en comparacion con
otros insecticidas del sirfido Episyrphus balteatus, el cual es un depredador natural
del pulgdén; ademas la fertilidad de los sirfidos adultos tratados en la fase de larva no
se ve afectada (Moens et al., 2011). En otro estudio realizado para determinar el
efecto colateral de spirotetramat en avispa que parasita al piojo harinoso de la vid,
se encontré que la mortalidad del parasito estaba practicamente ausente después de
24 horas de tratamiento; incluso no se presentaron efectos adversos en el desarrollo
del parasito en el estadio pupa dentro del piojo momificado, ni efectos en la
supervivencia de los nuevos Anagyrus que emergen (Mansour et al., 2011). Cabe
sefialar que para el manejo integral de plagas donde se emplea el artropodo
Galendromus occidentalis como control biolégico, no se recomienda el uso de
spirotetramat debido a que a concentraciones de 0.228 g i.a. L™ se presentd una
mortalidad de 90% en huevos y del 100% en larvas (Lefebvre et al., 2011). De forma
similar los resultados de toxicidad para Tamarixia radiata, parasitoide del silido del
citrico asiatico (Diaphorina citri Kuwayama), con una dosis de aplicaciéon de 0.8 mL
L' de agua no presenté condiciones favorables para su desarrollo ya que fue

altamente toxico (Hall y Nguyen, 2010).
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Tabla 1. Organismos controlados con spirotetramat bajo diferentes condiciones

Referencia Dosis aplicada Organismo controlado Cultivo
Moens et al.,, 2011 75¢gia. ha™ Brevicoryne brassicae L. Repollo
Jamieson et al., 2010 3.36gi.a. 100 L™ Orchamoplatus citri C. L.
Mansour et al., 2011 120 mL hL™ Planococcus ficus C.L.

Page-Weir et al., 2011
Smiley et al., 2011
Duvaresch et al., 2008
Kayy Herron, 2010
Fu y Del Real, 2009
Marcic et al., 2011
Frank y Lebude, 2011

Elizondo y Murguido, 2010

40 mLi.a.100 L™
88-110 g i.a. ha™
120 gi.a.ha™

144 gi.a.ha.®
60-120 g i.a.ha™
200, 60, 18 mgi.a.L™
1.7 0z 100 gal™

0,5y0,6Lha*

Bactericera cockerelli
Heterodera avenae
Aphis gossypii
Frankliniella occidentalis
Planococcus ficus
Tetranychus urticae
Adelges tsugae

Myzus persicae (Sulzer), Bemisia tabaci

Gennadius y Thrips palmi karny

Tomate y papa
Raices de trigo
Algodon
Pimientos

Vid

C. L.

Abeto

Papa (Solanum

tuberosum L)

*i.a. ingrediente activo.
*C.L. Condiciones de laboratorio

=
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Comportamiento de Spirotetramat en el Medio Ambiente

Es importante sefialar que después de la aplicacion de productos que proporcionan
proteccion a la planta en los cultivos o en el suelo, es posible que parte del
ingrediente activo que no es absorbido y permanezca en el suelo; incluso se puede
movilizar hacia cuerpos de agua. Existen factores fisicoquimicos y microbiolégicos
gue determinan el destino de los productos que proporcionan proteccion a la planta,
como son: la degradacion hidrolitica y fotoquimica, la transformacion microbioldgica y
la mineralizacion, la absorcion y el movimiento del ingrediente activo, asi como sus
productos de degradacién en el suelo. Es importante sefialar que los procesos antes
mencionados dependen de la estructura quimica y de las propiedades fisicas del
compuesto involucrado, asi como también del suelo, la vegetacién y las condiciones

climaticas (Babczinski y Hellpointner, 2008).

Spirotetramat en el suelo

El proceso mas importante a considerar en el suelo es la degradacion por
microorganismos bajo condiciones aerbbicas, sin embargo, existen otros factores
gue pueden contribuir como son la degradacion quimica abidtica expresada como la
fotolisis en la superficie del suelo y la hidrdlisis; otros procesos fisicos involucrados

son la lixiviacion, por ejemplo, la translocacion hacia capas mas profundas de suelo;
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la volatilidad, por ejemplo, la evaporacion a partir de la planta o de la superficie del
suelo (Babczinski y Hellpointner, 2008).

La principal ruta de disipacion de spirotetramat en suelo bajo condiciones aerdbicas
y anaerodbicas es la degradacion a dos metabolitos principales (BY108330-enol y
BY108330-cetohidroxi) y tres metabolitos menores (BYI08330-MA-amida, BYI08330-
desmetil-enol y BYI08330-o0xo-enol BY108330-MA-amida, BYI08330-desmetil-enol y
BY108330-o0xo0-enol), seguido de una degradacion a residuos no extractables y
mineralizacion a CO,. Este proceso se lleva a cabo muy rapidamente y después de
1-2 dias mas del 90% de la sustancia de prueba se disipa siguiendo una cinética de
dos fases (Babczinski y Hellpointner, 2008; Funk, 2011; Australian Pesticides and
Veterinary Medicines Authority, 2009).

El principal metabolito BYI08330-enol (Sp-enol) presenta un vida media (DTsp)
promedio de 0.08 dias, sin embargo los residuos combinados de spirotetramat
(BY108330-enol, BYI08330-cetohidroxi) el DTsg resulta entre 5.0 y 23.4 dias y el DTy
en un rango de 16.7 a 77.8 dias (Babczinski y Hellpointner, 2008).

No se han reportado residuos de spirotetramat por debajo de la capa superficial (0 a
15 cm), por lo que la posibilidad de la presencia de lixiviacion hacia agua subterranea
no es probable y la posibilidad de acumulacion de residuos en el suelo de un afio
anterior al siguiente es muy baja (Babczinski y Hellpointner, 2008; Australian
Pesticides and Veterinary Medicines Authority, 2009).

La foto-transformacion del spirotetramat en la superficie del suelo no representa un

proceso de degradacion relevante en condiciones de irradiacion de luz solar y de ser
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asi no se esperan productos derivados diferentes a causa de este efecto después de
la aplicacion de spirotetramat (Babczinski y Hellpointner, 2008; Funk, 2011).

Aunque spirotetramat puede ser clasificado como de baja movilidad en suelo, en el
caso del Sp-enol la porcion que esta unida al suelo de forma débil, al igual que el
BY108330-cetohidroxi poseen un potencial intermedio de lixiviacion a través del
mismo (Babczinski y Hellpointner, 2008; Australian Pesticides and Veterinary

Medicines Authority, 2009).

Spirotetramat en sistemas acuaticos

En lo referente a la degradacion abidtica, la degradacion hidrolitica yace como un
mecanismo relevante para la degradacion de spirotetramat en el ambiente, sobre
todo bajo condiciones neutras y alcalinas. La vida media bajo condiciones hidroliticas
(20°C) a pH 7 es de 13 dias y a pH 9 menos de un dia. Por otro lado, la hidrdlisis no
representa un mecanismo relevante para la degradacion del Sp-enol, la vida media
en el rango de pH 4 a 9 a 25 °C se espera en un plazo de un afio (Babczinski y
Hellpointner, 2008).

La foto-transformacion en agua contribuye de forma significativa a la eliminacion del
spirotetramat. En sistemas agua-sedimento, spirotetramat se degrada rapidamente a
través de los metabolitos BY108330-enol y BYI08330-cetohidroxi, asi mismo bajo
condiciones anaerobicas, produciéndose principalmente el metabolito BY108330-enol

(Babczinski y Hellpointner, 2008; Funk, 2011).

15



Spirotetramat en aire

En base a la presién de vapor de spirotetramat (5.6 x 10° Pa) y de su principal
metabolito BY108330-enol (1.2 x 10™° Pa) no se espera que ninguno de los dos
compuestos se volatilice cuando se aplican en las hojas o en la superficie del suelo.
Ademas, considerando el tiempo de vida estimado de ambos compuestos en aire
(méximo 3 horas); no se espera que se puedan transportar en fase gaseosa sobre
grandes distancias y por consecuencia no se puedan acumular (Babczinski y

Hellpointner, 2008; Australian Pesticides and Veterinary Medicines Authority, 2009).

Comportamiento de Spirotetramat en las Plantas

Hasta antes de la creacion de spirotetramat solo se contaba con insecticidas
sistémicos capaces de moverse en un solo sentido (referencia). Spirotetramat
presenta la ventaja que una vez que es aplicado y penetra dentro de la hoja de la
planta éste es transformado mediante una escision hidrolitica a Sp-enol el cual
gracias a sus propiedades fisicoquimicas es capaz de movilizarse hacia arriba y
abajo por el floema, esto le permite alcanzar plagas de dificil acceso como por
ejemplo el piojo harinoso (Planococcus ficus) de la vid (Fu y Del Real, 2009). En
contraste con los insecticidas sistémicos de una via como es el caso del Imidacoprid,
el Sp-enol al ser un metabolito sistémico de doble via puede proteger hojas nuevas
generadas después de la aplicacion e incluso puede proteger la raiz (Nauen et al.,

2008: Fu y Del Real, 2009).

16



El metabolismo de spirotetramat es llevado a cabo mediante la formacion de
diversos metabolitos entre los que se encuentran tres metabolitos dominantes,
BY108330-enol, BYI08330-enol-glucosido y BYI08330-cetohidroxi (Figura 2). Sin
embargo en la manzana se reporta un cuarto metabolito, el BYI08330 mono-hidroxi
con un porcentaje considerable del 15.6 % (Sur, 2008; Maus, 2008).

Sur (2008), evaluo el metabolismo de spirotetramat en manzana, algodén, lechuga y
papa, y detectd como residuo principal al compuesto padre (BYI08330), seguido del
metabolito enol, por lo cual en el presente seran evaluados los residuos de
spirotetramat y del metabolito enol. Es importante considerar que incluso usando
dosis por arriba de lo recomendado, ninguna de las concentraciones residuales
encontradas sobrepasaron los limites maximos residuales (LMR) establecidos por la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) y el Codex alimentarius de FAO/OMS (Tabla
2). Se observd que la concentracién residual del insecticida en las hojas de
manzano, hojas de papa y lechuga fue superior a la del fruto de manzana, papa
(tubérculo) y semilla de algoddn. En las tres hojas analizadas (lechuga, hoja de
manzano y hoja de papa) el compuesto padre se encontré por arriba del 49 % de los
residuos totales, lo que puede indicar, que la mayor parte del compuesto recuperado

como residuo permanece en las hojas sin ser metabolizado.
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Enol-glucdsido

Mono-hidroxi

Cetohidroxi

Figura 2. Degradacion de spirotetramat en plantas: a) Escision hidrolitica, b)

Oxidacién del grupo de pirrolina, ¢) Conjugacion del grupo hidroxilo de Sp-enol con

glucosa, d) Reduccion.

Fuente: Sur, 2008 modificada

18



Tabla 2. Residuos de spirotetramat y sus metabolitos en cultivos.

Compuesto Manzana Manzana Lechuga Algodon Papa Papa
(mg kg™) (Hojas) (Semilla) (Tubérculo) (Hoja)

Spirotetramat 0.32 26.37 1.75 <0.001 - 5.455
Sp-enol 0.01 4.26 0.56 0.047 0.168 0.870
Enol gluc 0.03 - 0.36 0.004 0.006 0.395
Cetohidroxi 0.05 1.09 0.20 0.011 0.018 2.745
Mono-hidroxi 0.10 - - - - -
Residuos 0.61 36.63 3.13 0.119 0.225 11.057
totales
LMR? 0.7 NP 8 0.3 1.6 NP
LMR® 0.7 NP 7 NP 0.8 NP

% EPA (2011).

®: Codex alimentarius.

NP: No publicado

Fuente: Sur (2008), modificado.
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Toxicologia de Spirotetramat

Spirotetramat tiene una baja toxicidad aguda: DLsg oral y dérmica en ratas mayor a
2000 mg kg'1 de peso corporal y en inhalacion LCso mayor a 4,18 mg L' de aire.
Debido a que spirotetramat es un insecticida de reciente disponibilidad en el
mercado, los estudios toxicolégicos disponibles son reducidos. Sin embargo en el
reporte de la organizacion de las naciones unidas para la alimentacion y la
agricultura (FAO) sobre residuos de plaguicidas en alimentos (FAO, 2008), se
menciona que este compuesto puede causar irritacion de 0jos en conejos y
sensibilizacién de piel en cobayos. En altas concentraciones (148 mg kg™ de peso
corporal) puede causar anormalidad en los espermatozoides, hipospermia,
degeneracion tubular y disminucién del peso testicular en ratas, asi como alteracion
en el sistema tiroideo causando la reduccién de los niveles hormonales de T3
(Triyodotironina) y T4 (tiroxina) en perros con un NOAEL total de 600 mg kg™
(NOAEL es nivel de exposicion experimental maximo al cual no se observan efectos).
En humanos puede ser causante de dermatitis por contacto (Funk, 2011). Por otra
parte en estudios toxicoldgicos realizados en Cerioda phniadubia, se reporto que
que la mezcla de un adyuvante agricola (Destiny) y spirotetramat causaron mas
dafo juntos, que en forma individual, esto no indica un sinergismo, si no que cada
compuesto causa un cierto nivel de mortalidad y el efecto de la mezcla fue aditivo

(Chen y Stark, 2010).
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Modo de Accién y Propiedades de Herbicidas

Los herbicidas se pueden clasificar segun su medio de penetracion en foliares,
radiculares o de ambas acciones. Los herbicidas de accion foliar requieren librar las
barreras de la cuticula, la pared celular y el plasmalema, siendo la cuticula la barrera
principal para que los herbicidas puedan penetrar la hojas y poder ejercer su accion.
La cuticula esta compuesta por cutinas y ceras lo cual crea un ambiente no polar,
gue favorece la penetracion de los herbicidas hidrofébicos al interior de la hoja. Es de
agui que surge la necesidad de emplear adyuvantes o aditivos a las formulaciones
de los herbicidas que faciliten la penetracion de la capa cerosa. El campo de accion
de los herbicidas depende si son herbicidas de contacto o sistémicos, en el caso de
los primeros estos solo limitan su accion al area en la cual fueron aplicados. En
cambio los herbicidas sistémicos tienen la capacidad de una vez que estan dentro de
la planta pueden movilizarse hacia diferentes sitios por medio del sistema simplasto
(floema) vy del sistema apoplasto (xilema). Una vez dentro de la planta los herbicidas
pueden actuar mediante diferentes acciones tales como la inhibicion de la
fotosintesis, inhibicion de sintesis de pigmentos, inhibicion de sintesis de &cidos
grasos, inhibicion de la division celular, herbicidas que imitan al acido indolacético
(AIA) o inhibidores de la sintesis de aminoacidos como por ejemplo glifosato

(Labrada, 1996, Gutiérrez y Arregui, 2000).
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Glifosato

En 1979 Monsanto comercializd en México el compuesto glifosato como herbicida
con el nombre de Roundup y en 1987 esta misma empresa adquirio la exclusividad
de su venta con el nombre de Faena, convirtiéndolo en poco tiempo en el herbicida
mas vendido de México (www.monsanto.com.mx/historia.htm; FAOSTAT, 2011).
Glifosato (Figura 3) es una sal de isopropilamina de N-(fosforo-metil) glicina y posee
un peso molecular de 228,18 g mol™. Es un herbicida de aplicacién post- emergente,
no selectivo y sistémico de accion foliar, el cual después de su aplicacion penetra en
la planta por medio del sistema foliar y posteriormente se mueve hacia otras partes

de la planta principalmente mediante el sistema simplastico (floema) (Labrada, 1996).

Modo de Accidn

A nivel nacional la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS, 2009) permite el uso de glifosato  para actividades agricolas, de
jardineria y urbanas, para la destruccion de maleza en cultivos como trigo, maiz,
frijol, vid, citricos, entre otros. Se encuentra disponible en el mercado a través de
distintos nombres y presentaciones; entre ellos Faena, Glyfos, Roundup en
concentraciones que van desde 350 a 720 gramos de ingrediente activo por litro o

por kilogramo (Salazar y Aldana, 2011).
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Figura 3. Molécula de glifosato

Fuente: www.chemspider.com
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Glifosato al ser un herbicida sistémico, es absorbido por el follaje y translocado al
interior de la planta hasta el sistema radicular, rizomas y estolones. Ejerce su accion
sobre la sintesis de acido siquimico, con lo que se ve inhibida la sintesis de algunos
aminoacidos esenciales (Gomez, 2006).

El mecanismo que describe la accidn del glifosato consiste en impedir la sintesis de
triptéfano, fenilalanina y tirosina, inhibiendo la enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-
fosfato-sintetasa (EPSPS) lo cual tiene como consecuencia la reduccion del
desarrollo de la planta y disminuye la sintesis de compuestos como vitamina K,
ubiquinona vy tetrahidrofolato (COFEPRIS, 2009; Eslava et al., 2007). Ademas en
cultivos perennes tiende a acumularse en el tejido meristematico de los tallos, raices
y 6rganos de almacenamiento, lo cual provoca la detencion de la division celular y el
crecimiento de la planta, después de unos pocos dias se puede notar el

amarillantamiento y entre 10 y 20 dias la muerte total de la planta (Labrada, 1996).

Degradacion de Glifosato

El principal metabolito de degradacion del glifosato es el acido aminometilfosfénico
(AMPA), el cual es mas persistente que el compuesto original (Doublet et al., 2009),
En esta ruta metabdlica, el primer paso es la ruptura del enlace C-N por la enzima
glifosato oxidoreductasa; esta es una flavoproteina que utiliza FAD (flavin adenin
dinucleétido) como cofactor y el mecanismo probablemente involucre la reduccion de
FAD por el glifosato en el sitio activo; finalmente el AMPA es degradado para
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producir fosfato inorganico y metilamina que se mineraliza a CO, y NH3 (Borggaard &

Gimsing, 2008).

Comportamiento de Glifosato en el Medio Ambiente

Al igual que en los insecticidas el destino de los herbicidas en el medio ambiente
depende principalmente de sus propiedades fisicoquimicas, sin embargo éste
también se ve influenciado por factores externos como por ejemplo la temperatura,

las precipitaciones y el tipo de suelo.

Glifosato en el suelo

Independientemente del método de aplicacion una parte de los herbicidas aplicados
a los cultivos llegara al suelo y la capacidad de permanecer en él, moverse o
metabolizarse dependera de las caracteristicas del propio herbicida asi como del tipo
de suelo y sus constituyentes, pudiendo entonces estar sujeto a la adsorcion,
degradacion o remocion de la superficie por lixiviacion. La capacidad de los
herbicidas para reaccionar con los constituyentes del suelo esta ampliamente
determinada por los grupos funcionales de dichos compuestos, por ejemplo glifosato
al ser un herbicida organofosforado tiende a formar precipitados con el aluminio y
hierro, sin embargo también se debe de tomar en cuenta que existen otras

caracteristicas como la ionizacion, solubilidad y volatilizacion las cuales también
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interfieren en el destino de los herbicidas en el suelo (Gutiérrez y Arregui, 2000).
Glifosato presenta la propiedad de movilizarse desde la raiz de la planta hacia el
suelo (Doublet et al.,, 2009), una vez en el suelo se degrada con una vida media
estimada que puede ir desde 7 hasta 60 dias; la principal ruta de degradacion en el
suelo es por la accion de los microorganismos y a pesar de su alta solubilidad en
agua el glifosato es absorbido fuertemente por el suelo y como consecuencia
presenta una baja movilidad a través del perfil del suelo (Accinelli et al., 2005), sin
embargo, puede removilizarse por competencia con el fosforo propiciando asi lo que
podria ser una ruta de movilizacion hacia otras plantas no consideradas inicialmente
como blanco, aunque esto depende de las caracteristicas del suelo como son:
potencial de fijacion de fésforo, pH, capacidad de intercambio catidnico, textura del
suelo, materia organica, hierro y aluminio disponible (Accinelli et al., 2005; Bott et al.,
2011).

El glifosato es un acido poliprético por lo que en el rango de pH de 4-8 que es el pH
de la mayoria de los suelos, forma aniones mono y divalentes que presentan una
elevada afinidad por cationes trivalentes como Al*® y Fe**: debido a que el fosfato se
comporta de manera similar, el glifosato y el ion fosfato pueden competir por los
sitios, lo que puede afectar la absorcién y en consecuencia también su movilidad en
suelos ricos en fosfato (Borggaard et al., 2008). A pH 8.2 unidades se esperaria una

baja adsorcién y la degradacién de glifosato (Padilla et al., 2006).

26



Glifosato en sistemas acuaticos

Debido a la alta solubilidad de glifosato en agua, este puede causar varias
alteraciones en organismos acuaticos en funcién de la concentracion y tiempo de
exposicidn; entre estas se encuentran las alteraciones de transaminasas (TGO, TGP)
en peces, distorsiones bioquimicas de algunos 6rganos y constituyentes de tejidos
como lipidos totales y glucosa, entre otros (NesSkovic et al.,, 1996), cambios
histopatolégicos en branquias de tilapia (proliferacion de células filamentosas,
hiperplasia celular), vacuolacién de hepatocitos y picnosis nuclear en higado y en
riion dilatacion del espacio de Bowman y acumulacion de gotas de hialina en las
células del epitelio tubular de tilapia (Jiraungkoorskula et al., 2002), Inhibicién de la
eclosion en erizos (Marc et al., 2005), Retardo en el crecimiento de algas (Vera et al.,
2010), disminucion de la actividad cerebral en pez (Leporinus obtusidens ), asi como
la afectacidbn de parametros metabdlicos y hematolégicos (Salbego et al., 2010),
alteraciones de parametros enzimaticos como acetilcolinesterasa, utirilcolinesterasa,
carboxilesterasa y glutation S-transerasa (GST) en R. arenarum (Lajmanovich et al.,
2011), y alteracion de la actividad sexual (Hued et al., 2012), crecimiento y reserva
energética en peces de agua dulce (Frontera et al.,, 2011). Por otra parte es
importante precisar que Mann y Bidwell (1999) establecen la importancia de evaluar
la persistencia de los surfactantes presentes en las formulaciones comerciales de
glifosato ya que consideran que este es el factor que contribuye a su toxicidad en

sistemas acuaticos (Salazar y Aldana, 2011).
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Comportamiento de Glifosato en las Plantas

En las plantas los herbicidas pueden llevar a cabo cuatro procesos principales, la
absorcion, translocacion, adhesion y biotransformacion, y es en base a estos
procesos que un plaguicida contaminara o no la cadena alimenticia (Gutiérrez y
Arregui, 2000). EI compuesto glifosato al ser no selectivo y empleado para el control
de hierbas es capaz de llegar a otras plantas, con lo cual pudiese entrar en su
sistema y quedar como residuo. Se ha encontrado evidencia de la translocacion de
glifosato en fresas a las cuales se les aplicd el herbicida en el periodo de floracion

(Cessna & Cain, 1992).

Toxicologia de Glifosato

En el Catdlogo Oficial de Plaguicidas (COFEPRIS, 2009), glifosato esta clasificado
con un grado de toxicidad IV (ligeramente toxico), sin embargo existen diversos
estudios que muestran el potencial toxicolégico del compuesto en diferentes
organismos. Tales como los que sefalan a glifosato como un potente alterador
endocrino in vivo ya que puede causar alteraciones en los niveles de testosterona,
asi como afecciones en la morfologia testicular en ratas jovenes macho, cuando
estas son expuestas al compuesto durante el periodo de pubertad, con lo cual se
produce un cambio en el desarrollo normal de la pubertad (Dallegrave et al., 2007,

Romano et al., 2010). Causa toxicidad en células humanas placentarias y muerte
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celular en el higado (Richard et al., 2005; Monroy et al., 2005; Gasnier et al., 2010),
asi como afecciones en higado y en riidn, cambios histopatologicos en peces y
alteraciones de parametros enziméticos (Frontera et al., 2011; Jiraungkoorskula et

al., 2002; Lajmanovich et al., 2011).
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HIPOTESIS

La vida media de glifosato en el suelo durante el cultivo de la vid es menor a 60 dias,

y es poco probable que se desplace a capas inferiores del suelo.

Spirotetramat se degrada a spirotetramat-enol después de 24 horas de aplicacién en

el cultivo de la vid y no supera los limites maximos residuales en el fruto al tiempo de

su cosecha.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la degradacion de spirotetramat en vid variedad Red Globe y la disipacién

de glifosato en suelo del mismo cultivo.

Objetivos Particulares

1. Determinar la residualidad de glifosato en suelo antes y después de su aplicacion

en el cultivo de la vid en las profundidades de 5, 30 y 60 cm.

2. Determinar la movilidad de glifosato hacia capas inferiores del suelo (30 y 60 cm).

3. Determinar la residualidad de spirotetramat y su degradacion al metabolito enol en

hoja y fruto después de la aplicacion y hasta el tiempo de su cosecha.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion del Estudio

Se realizaron dos experimentos por separado; uno para la determinacion de glifosato
en suelo y otro para la determinacion de spirotetramat en hoja y uva.

En una plantacion comercial de vid se seleccion6 un area (10.5 ha), donde se estaba
desarrollando la planta de vid de la variedad Red Globe. En esta se dispusieron 5
parcelas al azar de tres plantas de vid cada una sefialadas con marcadores; de cada
planta y parcela se tomaron muestras de suelo antes y después del tiempo de
aplicacion de glifosato. Las muestras de suelo fueron recolectadas alrededor de la
planta (a un lado de su raiz), a 3 profundidades (5, 30 y 60 cm). Para el andlisis de
glifosato, se obtuvo una muestra compuesta de suelo de cada profundidad en cada
parcela. En el experimento referente a spirotetramat se tomaron muestras de hoja y
fruto en sus diferentes etapas de desarrollo y en las parcelas previamente
seleccionadas. La recoleccion se llevo a cabo antes y después de la aplicacién del

insecticida.

Area de Estudio

Las muestras se recolectaron del vifiedo “San Luis” ubicado en el km 19.5 de la calle

12 Norte en la Costa de Hermosillo, Sonora a 29° 00’ 53” N, 111° 29’ 16” O (Datum
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WGS84) y una altitud de 78 m. El area de cultivo estaba constituida por 106 hileras
de plantas con una separacién de cuatro metros entre ellas, cada hilera con 182
plantas de vid separadas entre si por 1.4 m. El sistema de riego fue por goteo y esta

situado aproximadamente a 50 cm de la superficie del suelo.

Plaguicidas Aplicados

Se aplicé el herbicida glifosato (FAENA FORTE) en una dosis de 1.3 L ha™
(equivalente a 702 g de ingrediente activo por hectarea). El herbicida fue diluido
en agua y aspergado directamente sobre la hierba. Mientras que para el control
del piojo harinoso (Planococcus ficus) se empled spirotetramat (Movento OD)
al 15 % y se aplicd una dosis de 600 cc por hectarea, equivalente a 90 g de i. a
ha (dosis dentro del rango recomendado por el fabricante 0.6-0.8 L ha™)
(http://www.bayercropscience.com.mx/bayer/cropscience/bcsmexico.nsf/id/D644
8896CCFF32F2C12575D80070CFA1/$file/ind_Movento.pdf). Se aplicO por
medio de aspersion al follaje en un volumen de 1500 L de agua por hectarea.

Ambos plagucidas se aplicaron una vez.

Reactivos y Estandares

Se utilizé el estandar de glifosato con 99.5 % de pureza (Chem Service , West

Chester, PA), NH,OH (30 %, Fermont, México), acido fosférico (85 %, Fermont,
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México), metanol (99.97 % grado HPLC, J.T. Baker, México), acido clorhidrico (37.5
%, Fermont, México), cloruro de metileno (99.9 % Fermont, México) anhidrido
trifluoracético (99.0 %, Fluka, USA), y trifluoretanol (99.0 %, Fluka, USA), sulfato de
sodio anhidro (99.0 %, Merck, USA), y acetato de etilo (99.9 %, Burdick & Jackson,

USA).

Para el ensayo con spirotetramat se emplearon estandares del compuesto padre
con 99.3% pureza (Chem Service, West Chester, PA) y su metabolito enol con 98.5
% de pureza (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Alemania). Acetonitrilo grado HPLC (J.T.
Baker, USA), acido férmico grado reactivo (88 %) y cartuchos de SPE LC-18

(Supelco analytical No. 505471, USA).

Muestreo

Cronologia de Muestreos

Los muestreos se realizaron antes del dia de aplicacion de los plaguicidas (blanco) y
posteriormente en los dias 5, 10, 18, 27 y 65 para glifosato y en los dias 1, 5, 10, 15
y 48 dias después de la aplicaciobn de spirotetramat. El periodo de muestreo

comprendio los meses de Marzo a Junio del 2011.
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Muestreo de Hoja y Fruto

Se seleccionaron cinco puntos al azar dentro del vifiedo, en los que se formaron
parcelas las cuales a su vez estaban constituidas por tres plantas ubicadas en una
misma hilera con el fin de recolectar muestra de estas tres y formar una muestra
compuesta. Se recolectaron cinco muestras compuestas de aproximadamente 300 g,
en seis tiempos de acuerdo a la aplicacidon del plaguicida. Todas las muestras fueron
recolectadas en bolsas plasticas rotuladas, transportadas en hieleras y almacenadas

a -20°C para su posterior analisis.

Muestreo de Suelo

La recoleccién del suelo se realiz6 alrededor de las plantas seleccionadas para el
muestreo de hoja y uva, en los mismos dias. Las perforaciones se realizaron
empleando una posera a los 5, 30 y 60 cm en tres diferentes puntos dentro de la
parcela para formar tres muestras compuestas de aproximadamente un kilogramo
cada una. Suponiendo que a los 30 cm de profundidad se encontraba la capa arable
(donde se desarrollan la mayoria de los cultivos), sin embargo la mayoria de las
raices de la vid se desarrollan entre la superficie y un metro de profundidad, siendo
en los primeros 60 cm donde se concentra la mayor parte de las raices activas
(Pérez, 1992). Todas las muestras fueron recolectadas en bolsas plasticas rotuladas,

transportadas en hieleras y almacenadas a -20°C para su posterior analisis.
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Pre-tratamiento de las Muestras

Para la realizacion de las pruebas fisicoquimicas en suelo fue necesario un pre-
tratamiento, que consisti6 en un secado, molienda y tamizado. Las pruebas
fisicoquimicas se realizaron por los métodos marcados en la NOM-021-SEMARNAT-
2000, para la determinacion de pH el método AS-02, para materia organica el

método AS-07 y para textura AS-09.

Secado

Se realizé con el proposito de reducir el tamafio de particula y facilitar la extraccién
del plaguicida. La muestra de suelo fue extendida sobre charolas de plastico y/o
aluminio, logrando una profundidad inferior de 2.5 cm. EL secado se realiz6 a la

sombray a temperatura ambiente, cuidando que esta no superara los 35°C.

Molienda

Las rocas y el material organico visible fueron retiradas en forma manual. La
molienda se realizdé con un mazo de madera con el fin de destruir los aglomerados de

suelo.
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Tamizado

El suelo molido se hizo pasar por un tamiz de acero inoxidable con aberturas de 2
mm de diametro. Una vez tamizado el material se homogenizé para evitar sesgo en

la seleccion de la submuestra destinada para las determinaciones analiticas.

Analisis Fisicoquimico de Suelo

Determinacion de pH en Suelo

La determinacion de pH en suelo se realizé por el método AS-02 de la NOM-021-
SEMARNAT-2000 (ANEXO 1), basado en la actividad del i6n H*, en una mezcla de
suelo-agua 1:2 y empleando un potenciometro (Orio 3 Star de Thermo Electron

Corporation, USA).

Determinacion de Materia Organica en Suelo

La materia organica se analizé por el método AS-07 de la NOM-021-SEMARNAT-
2000, basado en el procedimiento de Walkley y Black (1932), que se fundamenta en
la medicion de la oxidacion del carbono organico del suelo mediante una disolucion

de dicromato de potasio y calor (ANEXO 2).
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Determinacion de Tipo de Suelo

La textura del suelo se determino por el método AS-09 de la NOM-021-SEMARNAT-
2000, basado en el procedimiento de Bouyoucos en el cual la textura del suelo es

determinada con base a la proporcion relativa de las dimensiones de las particulas.

Extraccion de Glifosato en Suelo

Para la extraccion de glifosato en suelo se considerd la metodologia descrita por Hu
et al., (2008). Sin embargo fue necesario realizar algunas modificaciones con el fin

de aumentar la sensibilidad del método.

Se extrajeron 5 g de muestra con 16 mL de NH;OH 2M (2X), se sometieron a
agitacidon mecanica durante 40 minutos en un agitador (Burrell, USA, modelo 71). La
muestra fue centrifugada durante 20 minutos a 3500 rpm Yy posteriormente
decantada. El sobrenadante fue evaporado a sequedad a 75°C en un N-EVAP 112
con aire (modelo OA-SYS, Organomation Associates Inc., USA). El extracto seco se
re-suspendid en 5 mL de una mezcla de agua:metanol:HCI (160:40:2.7, v/v). Se
adicionaron 20 uL de acido fosforico concentrado, se dejo reposar por 40 minutos. El
extracto fue centrifugado a 3500 rpm durante 20 minutos y el sobrenadante fue

evaporado a 80°C con aire para su posterior derivatizacion.
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Proceso de Derivatizacion

Debido a su alta solubilidad relativa en agua, insolubilidad en solvente orgénico y
baja vaporizacion a través del calentamiento, resultd dificil cuantificar glifosato por
cromatografia de gases, por lo cual fué necesario realizar una derivatizacién (Tseng
et al., 2004). La derivatizacién en este caso se realiz6 con una mezcla de anhidrido
trifluoracético y trifluoretanol. La ventaja de la derivatizacion utilizada permitio el
andlisis por cromatografia de gases a través de un método simple, sensible y
selectivo para la determinacion de glifosato en suelo sin requerir del proceso de
limpieza en diferentes columnas de intercambio iénico (Hu et al., 2008).

La derivatizacion con la mezcla de anhidrido trifluoroacético (TFAA) vy trifluoroetanol
(TFE) puede convertir al glifosato (en un solo paso) en un derivado adecuado para
andlisis por cromatografia de gases. En este procedimiento de derivatizacion, los
grupos funcionales carboxilicos y del acido fosfénico se derivatizan para formar el
éster trifluoroetil correspondiente; mientras que el grupo funcional amino forma el
correspondiente derivado trifluoroacetil. El agua reacciona con el exceso de TFAA
formando acido trifluoroacético el cual es removido por evaporacion después de la
derivatizacion. Se utilizé TFE en la esterificacion para obtener derivados que puedan

ser detectados de forma selectiva (Hu et al., 2008).

Para la derivatizacion del glifosato, el extracto seco contenido en el tubo fue puesto
sobre hielo.Se adicionaron 1 mL de TFAA y 0.5 mL de TFE, posteriormente se colocé
en una placa de calentamiento (Thermolyne type 16500 Dri-Bath, USA) a 100°C

durante una hora, el exceso de reactivos se evaporé a 40°C. El extracto se
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resuspendio con 6 mL de agua destilada (3X). El analito fue extraido con 20 mL de
cloruro de metileno (3X). Se mezclo vigorosamente durante 2 min, se dejo en reposo
para permimtir la separacion de las fases; la fase organica fue recolectada en un
tubo de 50 ml. Los residuos de agua fueron eliminados con 2.5 g de sulfato de sodio
anhidro. El extracto fue evaporado hasta sequedad a 40°C con aire y resuspendio
con 1 mL de acetato de etilo. El extracto final fue filtrado por medio de un filtro para

jeringa de nylon 0.2 um, 13 mm (Pall, USA) y analizado en cromatégrafo de gases.

Deteccion y Cuantificacion de Glifosato

por Cromatografia de Gases

Se empledé un cromatégrafo de gases VARIAN CP 3800 (USA), equipado con
columna DB-5 J & W Scientific de 30 m x 0.25 mm DI, 0.25 um de espesor de
pelicula, equipado con detector de flama pulsar (PFPD). La coleccién de datos e
integracion de los picos se realiz6 mediante el software Galaxie Chromatography
Data System.

Para lograr el ajuste del instrumento se realizaron diferentes cambios en las
condiciones del inyector, rampa de temperatura del horno, condiciones y temperatura
del detector asi como la optimizacion de flujo de gases.

Para el detector de flama pulsada (PFPD) se emplearon 310°C, la temperatura del
inyector se mantuvo a 220°C y la programacién de la temperatura del horno fue de la
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siguiente manera: inicial 1 min a 85°C, seguido por un rampa de 10°C min™ hasta
llegar a 150°C; posteriormente una segunda rampa de 20°C min? hasta llegar a
200°C y se mantuvo durante 2 min, una tercer rampa de 20°C min™ hasta llegar a
250°C para permanecer a esta temperatura por 4 min; lo anterior generé un tiempo
de analisis por muestra de 18.5 min. El volumen de inyeccién fue de 2 uL, usando N»
(UAP, 99.999 % de pureza) como gas acarreador a un flujo de 1.1 mL min™.

Durante el proceso de cuantificacion y extraccion de los residuos se procesaron un

blanco reactivo, blanco hoja, blanco uva y un adicionado.

Linealidad del Método

Para determinar la linealidad del método se emplearon estandares de calibracion de
20, 50, 100, 200, 300, 500 y 1000 ug L™. Se entendi6 como limite de deteccién, la
menor concentracion capaz de ser diferenciada del ruido y que al ser medida excedio
tres veces el valor del area de fondo segun la matriz analizada (FDA, 2001). Como
limite de cuantificacién se consider6 la concentracion mas baja capaz de ser medida
con precision menor al 20 % del coeficiente de variacion y cuyo valor resulté por
arriba de 5 veces el valor del ruido (FDA, 2001). Se obtuvieron las graficas de
concentracion y coeficiente de correlacion. El volumen de inyeccion fue de 2 ul y
todas las inyecciones se realizaron por triplicado. La linealidad del método se evaluo
mediante adicionados en suelo en las concentraciones de 20, 50, 100, 200, 500 y

1000 ug L™,

41



Porcentaje de Recuperacion de Glifosato en Suelo

La eficacia del proceso analitico se midié con el porcentaje de recuperacion (% Rec)
para lo cual se realizaron adicionados en tres niveles, los cuales fueron establecidos
en base a el LMR de glifosato en uva de 0.2 mg kg™ (0.02, 0.2 y 0.6 mg kg™). Los
adicionados fueron sometidos al mismo proceso de extraccion y cuantificacion de las
muestras y se incluyé un blanco muestra (suelo) y un blanco reactivo. Se
consideraron como porcentajes de recuperacion aceptables aquellos dentro del
rango de 80-120 %, con un coeficiente de variacion menor al 15 % (FDA, 2001).

%Rec = (Concentracion extraida = concentracion adicionada) X 100

Cuantificacion de Glifosato en Suelo

Se cuantificoé la concentracion de glifosato en suelo en tres profundidades (5, 30 y
60 cm), en 5 puntos y en seis tiempos iniciando antes de la aplicacion y después de
esta hasta el dia de la cosecha (dia 65). Se estim6 la curva de disipacion para la
profundidad de 5 cm con un modelo de regresion lineal simple, donde la variable
dependiente (“y”) fue el porcentaje de disipacion a partir de la mayor concentracion
obtenida y la variable independiente fue el tiempo en dias. A partir de dicho modelo

se estimo la vida media de glifosato en el suelo.
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Extraccion de Spirotetramat en Hoja y Fruto

Para la extraccion de spirotetramat se considerd la técnica descrita por Schéning
(2008), modificada en el laboratorio de IR-4 de la Universidad de California, Davis,
USA. A 2.5 g de muestra se adicionaron 10 mL de una mezcla de acetonitrilo-agua
(4/1, viv, conteniendo 0.22 mL L™ de acido férmico), se homogenizé por 2 minutos,
posteriormente el homogenizado se pasé por un filtro de 20 um,se recolecté en un

matraz volumétrico de 25 mL y se afor6 con el solvente de extraccion.

Se tomo una alicuota de 2 mL del extracto (que corresponde a 0.20 g de muestra),
por medio de la extraccion en fase solida, se llevo acabo la limpieza de la muestra
usando cartuchos Cig de 6 ml (Supelco, USA) los cuales se acondicionaron
previamente con 3 mL de acetonitrilo. La alicuota fue pasada por los cartuchos y el
eluato fue colectado en un tubo cénico de 50 mL, seguido de un lavado de la
columna con 2 mL del solvente de extraccion los cuales también fueron colectados
en el mismo tubo. Se evapor6 la muestra hasta un volumen 0.5 mL con aire filtrado a
45°C en un evaporador N-EVAP 112. Se reconstituyé la muestra a un volumen
apropiado con el solvente de inyeccion (acetonitrilo:agua 2/8 v/v con 0.22 ml de ac.
formico L) y se deposité una alicuota en viales de 1.5 mL para su posterior analisis

por HPLC-MS (volumen de inyeccién 100 ul).
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Deteccién y Cuantificacion de Spirotetramat

y Spirotetramat-enol por HPLC-MS

Se empled un equipo Agilent Technologies 1100 serie LC/MSD acoplado a un
espectrometro de masas con cuadrupolo simple modelo VL y detector de arreglo de
diodos (DAD), equipado con una bomba cuaternaria (1310A) y automuestreador
G1313A. Para la separacion se empleo una columna XBridge™ Cig 3.5 pm 3.0 x 150
mm (No. Parte 186003028 marca Bridge) y pre-columna XBridge ™ Cig 3.5 pm 3.0 x
20 mm (No. Parte 186003060 Guard Cartridge). Los datos fueron recolectados en el
software Chemstation Rev B.03.02. Las condiciones de operacion del HPLC para la
determinacién de spirotetramat y su metabolito sp-enol, fueron establecidas
partiendo del método descrito por Schéning (2008) y la modificaciéon del mismo por el
laboratorio de IR-4 de la Universidad de California, Davis, USA, las cuales son
expuestas en la tabla 3. El gradiente de fase mdvil para la determinacién de

spirotetramat y su metabolito enol se describe en la tabla 4.

La deteccion y cuantificacion del spirotetramat y su metabolito enol se realizo por
espectroscopia de masas iniciando con la inyeccién del estandar de 1 pg mL™ en
modo FIA (analisis por flujo de inyeccion), es decir mediante inyecciones directas sin
el uso de columnas de separacion en el HPLC, se probaron los dos modos de
ionizacion (positivo y negativo) y diferentes voltaje de fragmentacion en el rango de 0

a 500 volts. De los cuales se seleccionaron los voltajes de 90, 200 y 260 ya que
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fueron estos los que mostraban mejores resultados. Se continuo con el ajuste del
meétodo hasta seleccionar para la cuantificacion de los compuestos el voltaje de 260
operado en modo de i6n positivo bajo monitoreo del i6n seleccionado (SIM).
Finalmente los extractos fueron inyectados en el HPLC, procesados bajo condiciones
de fase reversa y los analitos fueron detectados por espectrometria de masas

(Tabla 5y 6).

Linealidad del Método

Para la linealidad del sistema se emplearon los estandares de calibracién de 0.2, 0.5,
1, 2, y 5.0 pg pL* preparados en el solvente de inyeccién (acetonitrilo/agua 2/8 viv
con 0.22 ml de é&cido férmico L™). Para la linealidad del método se realizaron
adicionados en las concentraciones de 0.2, 0.5, 1, 2, y 5.0 pg L en las dos matrices
(fruto y hoja), para lo cual se emplearon muestras a las que no se les habia aplicado
el insecticida Movento OD. Se procedid a la determinacién de los limites de
deteccion y cuantificacibn empleando los criterios anteriormente descritos (FDA,
2001). Se obtuvieron las gréficas de concentracion y coeficiente de determinacion

para cada matriz. Todas las inyecciones se realizaron por triplicado.
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Tabla 3. Condiciones de operacion del HPLC para el andlisis de spirotetramat (Sp)

y spirotetramat-enol (Sp-enol).

Condiciones de Trabajo

Rango De Operacion

Volumen de inyeccion
Temperatura del horno
Fase movil A

Fase movil B

Flujo (en columna)

100 pL

25°C

Agua-ACN (9:1 v:v) + 0.22 mL de AF L™
ACN + 0.22 mL de AF L™

0.3 mL min™*

ACN: Acetonitrilo
AF: &cido formico
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Tabla 4. Gradiente de fase moévil para la determinacion de spirotetramat

y spirotetramat-enol.

Tiempo Flujo Fase Movil A Fase Movil B
(dias) (Ul Min™) (%) (%)
0 0.3 80 20
1 0.3 60 40
4 0.3 10 90
13 0.3 60 40

16 0.3 80 20




Tabla 5. Parametros del espectrometro de masas para la determinacion

de spirotetramat y spirotetramat-enol.

Condiciones de trabajo

Rango de operacion

HPLC-MS Interface

Tipo de Barrido

Temperatura del gas de secado
Flujo del gas

Gas nebulizador

Voltaje del capilar

Electrospray (ESI)
lon positivo en SIM
325°C

11 L min™*

45 PSI nitr6geno
4000 V

*SIM (monitoreo de i6n seleccionado)
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Tabla 6. lones precursores, de cuantificacion y de confirmacion para la

determinacion de spirotetramat y su metabolito enol.

Compuesto 16n (Mm/z) Frag G
Precursor Cuantificacion  Confirmacién V)

Spirotetramat 374 216 302 260 3

Sp-enol 302 216 270 260 3

Frag: Voltaje de fragmentacion
G: Ganancia
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Porcentaje de Recuperacion de Spirotetramat y Spirotetramat-enol en Hojay

Fruto

Se realizaron adicionados en tres diferentes niveles, los cuales fueron establecidos
en base a las concentraciones previamente reportadas (Sur, 2008). Se empleo fruto
inmaduro para realizar los adicionados por ser estas las predominantes durante el
periodo de estudio. Muestras de fruto inmaduro y hoja no tratadas fueron adicionadas
a las concentraciones de 0.02, 0.2 y 0.6 mg kg* y sometidas al proceso de
extraccion y cuantificacion. Se realizaron por triplicado, se incluyé un blanco muestra
y un blanco reactivo. Se consideraron como porcentajes de recuperacion aceptables
aguellos porcentajes dentro del rango de 80-120 %, con un coeficiente de variacion

menor al 15 % (FDA, 2001).

Cuantificacién de Spirotetramat y Spirotetramat-enol en Hoja y Fruto

Se cuantificé la concentracion de spirotetramat y enol en hoja y fruto en las diferentes

etapas de maduracioén, en 5 puntos y seis tiempos iniciando antes de la aplicacion y

después de esta hasta el dia de la cosecha (dia 48). Se estimé la curva de

degradacion de spirotetramat en hoja y fruto asi como su vida media.
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Disefio del Estudio

Se emplearon dos disefios uno para la determinacion de glifosato en suelo y otro
para la determinacion de spirotetramat en hoja y uva. El disefio empleado en el caso
de suelo fue un disefio completamente al azar con tres profundidades, cinco
repeticiones y seis observaciones repetidas durante el periodo de estudio Marzo-
Junio del 2011 (O, 5, 10, 18, 27 y 65 dias). Para spirotetramat se empleo un disefio
completamente al azar con dos tratamientos (hoja y uva), cinco repeticiones y seis
observaciones en los dias 0, 1, 5, 10, 15 y 48, después de la aplicacion de

spirotetramat.

Analisis Estadistico

Para los experimentos de glifosato y spirotetramat se realizaron estadisticas
descriptivas para cada tiempo en los diferentes materiales en estudio (suelo, hojas y
fruto). Analisis de varianza de experimentos con mediciones repetidas para detectar:
a) La persistencia [contraste entre el tiempo inicial (antes) y el tiempo con la maxima
concentracion detectada], b) La variacion entre tiempos, y en el caso de suelos las
diferencias entre profundidades mediante prueba de Tukey, c) Evaluacion de los
perfiles de disipacion del insecticida y su metabolito en la planta. Aqui se compararon

los perfiles de hojas y fruto para conocer si siguieron el mismo patron.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Muestreo

Se recolectaron un total de 270 muestras de suelo (90 para cada profundidad), 90
muestras de hoja y 90 de uva en las diferentes etapas de maduracion del fruto

(Figura 4).

Analisis Fisicoquimico de Suelo

Determinacion de pH en Suelo

El pH de las muestras de suelo analizadas no mostro diferencias significativas entre
las tres profundidades ni con respecto al tiempo de muestreo. Se obtuvo un resultado
promedio de 8.8 + 0.8 unidades, dicho valor corresponde a un suelo alcalino de
acuerdo a la clasificacion de la NOM-021-SEMARNAT-2000, método AS-02. Padilla
et al. (2006), reportaron un valor de 8.2 unidades para los suelos en la costa de

Hermosillo.
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Figura 4. Muestreos en las diferentes etapas de maduracion del fruto dia cero (A),

dia 1 después de la aplicacién de spirotetramat (B), dia 5 (C), dia 10 (D) y cosecha

(E).
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Determinacion de Materia Organica en Suelo

Se observaron cambios significativos en cuanto al contenido de materia organica
respecto de las profundidades a las cuales fueron tomadas las muestras; por
ejemplo, el contenido promedio fue ligeramente mayores para la profundidad de 5 cm
(1.16 + 0.35) con respecto a las profundidades de 30 y 60 cm (0.78 £ 0.26 y 0.69 *
0.19) (Figura 5). En un estudio conducido por Padilla et al. (2006), ellos clasificaron al
suelo de la costa de Hermosillo con un contenido bajo de materia organica con
valores dentro del rango de 0.6 a 1.5 % (NOM-021-SEMARNAT-2000).

Por otra parte Salazar et al. (2003), relacionaron el incremento del porcentaje de
materia organica en la superficie del suelo con la presencia de microrganismos

aerobios capaces de transformarla.

Determinacion de Tipo de Suelo

Se observé predominancia de arena en las tres profundidades evaluadas y con base

en los porcentajes de limo, arcilla y arena se determiné el tipo de suelo como franco

arenoso (Tabla 7).
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Figura 5. Promedio de la variacion del contenido de materia organica

para el suelo en estudio a las profundidades de 5, 30 y 60 cm.
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Tabla 7. Porcentajes de arena, limo y arcilla en suelo usado para el

cultivo de la vid en Hermosillo, Sonora.

Profundidad Arena Limo Arcilla Tipo de Suelo
(cm) (%) (%) (%)
5 82.76 8.92 8.32 Franco arenoso
30 73.12 15.28 11.6 Franco arenoso

60 69.48 17.28 13.24 Franco arenoso




Extraccion de Glifosato en Suelo

De las 270 muestras recolectadas se formaron 90 muestras compuestas, las cuales
fueron previamente homogenizadas para continuar con el proceso de extraccion.
Para lo cual, se consider6 el método propuesto por Hu et al. (2008), sin embargo fue
necesario realizar algunas modificaciones con el fin de mejorar la eficiencia y

sensibilidad del método (Tabla 8).

Deteccidn y Cuantificacion de Glifosato

por Cromatografia de Gases

Linealidad del Método

El tiempo de retencion del glifosato fue de 6.3 minutos, el cual mostré6 una buena
resolucién y no presentd interferencia con otros picos en la matriz de suelo (Figura
6).

Se realiz6 un analisis de regresion con las areas obtenidas de los estandares de 20,
50, 100, 200, 300, 500 y 1000 ug L-' y se obtuvo un coeficiente de determinacion
(R?) de 0.9989 y coeficiente de variacién de 2.71 (Figura 7). Se estableci6 el limite
de deteccién en 5.45 ug L™ equivalente a 10.9x10™*? g del herbicida en el suelo. El

limite de cuantificacién se establecié en 20ug L™ en la curva de calibracién,
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Tabla 8. Modificaciones al método de extraccién de Hu et al. (2008).

Parametro Hu et al. (2008) Modificacion
NH,OH 30 mL (2x) 15 mL (2x)
Cloruro de metileno 60 mL (3x) 20 mL (3x)
Acetato de etilo 2 mL 1mL
Sensibilidad (mg kg™) 0.01 0.004
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Figura 6. Respuesta asociada a glifosato obtenido de una muestra de suelo a

profundidad de 5 cm en el dia 27 después de la aplicacion del herbicida.
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equivalente a 0.004 mg kg™ de glifosato en la muestra. Estos limites permitieron
realizar un seguimiento de las concentraciones de glifosato ya que estas se
encontraron muy por debajo del limite maximo residual establecido para uva (0.2 mg
kg?). Se realizo un andlisis de regresién para evaluar la linealidad del método con
adicionados en suelo en las concentraciones de 20, 50, 100, 200, 500 y 1000 ug L™

(R?) de 0.997.

Porcentaje de Recuperacion

Los porcentajes de recuperacion de glifosato a los niveles de validacién de 0.02, 0.2
y 0.6 mg kg™ fueron de 8649, 10346 y 93+3 respectivamente, con un coeficiente de
variacion de 9.4. Los resultados son comparables con los publicados por Hu et al.,

(2008), quienes obtuvieron porcentajes de recuperacion en el rango de 84—-94%.

Cuantificacién de Glifosato en Suelo

Se observaron diferencias significativas (p< 0.005) de la concentracion de glifosato
residual con respecto a la profundidades de suelo evaluadas (5, 30, 60 cm) con una
mayor concentracion en la superficie (5 cm). A los 18 dias de la aplicacion del
herbicida se registr6 un aumento en la concentracién de 0.195 mg kg™ de glifosato,
lo que represento una diferencia de 11.5 veces respecto a la concentracion inicial

registrada antes de la aplicacién (0.017 mg kg™).
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Este incremento, también se observo a 30 y 60 cm de profundidad, sin embargo, en
la profundidad de 30 cm se observo un aumento 10 dias posteriores a la aplicacion.
En la profundidad de 60 cm se registré una concentracién maxima de 0.02 mg kg™ a
los 18 dias después de la aplicacion (Figura 8).

Los resultados obtenidos sobre los niveles residuales del glifosato en suelo son
semejantes a los observados por Locke et al. (2008) y Doublet et al. (2009), quienes
mencionaron que una vez que glifosato es adsorbido por la planta, este es liberado
de nuevo en el ambiente en funcién de la velocidad de descomposicion del tejido
vegetal; por lo que una parte de glifosato permanece principalmente secuestrado en
el tejido hasta que esta muere y se descompone, lo cual provoca un aumento de la
concentracion residual de glifosato en suelo cuando esto ocurre. Por lo tanto la
retencién del glifosato por la planta y su posterior liberaciéon en el suelo retrasa la
degradacion del herbicida en el suelo (Figura 9). De acuerdo a lo reportado por
Devlin et al. (1986), las plantas tratadas con glifosato mueren después de por lo
menos 10 dias de que fue aplicado el herbicida.

Por otra parte Laitinen et al. (2007), demostraron que una parte del herbicida
aplicado sobre las plantas es conducido hacia la raices, pudiendo llegar después al
suelo.

La baja concentracion detectada a la profundidad de 60 cm con respecto a la
superficie del suelo, permitio inferir que glifosato es relativamente inmovil debido al
fendbmeno de adsorcion, sin embargo no se descarta su movilidad por arrastre en el

agua de riego ya que glifosato es un compuesto hidrosoluble. Conforme transcurre el
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Figura 8. Disipacion de glifosato en las profundidades de 5 cm (A), 30 cm (B), y 60

cm (C) con respecto al tiempo. Los puntos representan el valor promedio de glifosato

residual. Las lineas en los puntos representan el error estandar de los promedios.
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Figura 9. Perfiles de la concentracion de glifosato con respecto al tiempo

en suelo en las profundidades de 5, 30 y 60 cm.
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tiempo de la aplicacion del glifosato, el proceso de disipacion ocurre
independientemente de la profundidad del suelo.

Se estim6 que la disipacion de glifosato en suelo en la superficie (5 cm) sigue una
relacién lineal la cual fue significativa (p< 0.0336) con R? de 0.93 y una vida media de
80 dias, lo cual es superior a lo reportado por Accinelli et al. (2005) quien menciono
gue glifosato tiene una vida media dentro del rango de 7 hasta 60 dias. Sin embargo,
en este trabajo se encontr6 persistencia del herbicida después de un afio de
realizada la Gltima aplicacion (0.017 mg kg™ en la superficie).

En el caso de la disipacion de glifosato en las profundidades de 30 y 60 cm se
observo una reduccion en la concentracion de forma acelerada en el inicio hasta
permanecer practicamente sin diferencias significativas, esto posiblemente a que
dicho compuesto al ser atrapado por la planta o formar complejos con otros
minerales como el Al**y Fe™® es menos susceptible a ser afectado (Borggaard et al.,
2008; Schuette, 1998). Por tal motivo no fue posible establecer un modelo que
ajustara a la disipaciéon de glifosato en las profundidades de 30 y 60 cm, ademas,
dicho proceso también se ve fuertemente influenciado por otros factores, siendo el
agua uno de los principales, ya que como se habia mencionado anteriormente este
es un herbicida hidrosoluble.

Actualmente no se dispone del limite maximo residual (LMR) en suelo, sin embargo
todos los valores encontrados a lo largo del presente estudio no rebasaron el LMR

establecido para vid (0.2 mg kg™).
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Extraccion de Spirotetramat en Hoja y Fruto

Se realizaron 90 extracciones del plaguicida en hoja y 90 extracciones en fruto en

diferentes etapas de maduracion.

Deteccion y Cuantificacion de Spirotetramat vy

Spirotetramat-enol por HPLC-MS

Linealidad del Método

Los tiempos de retencion para spirotetramat y Sp-enol fueron de 9.17 y 7.6
respectivamente  (Figura 10). Se realiz6 la identificacion de los iones de
cuantificacion y confirmacion para spirotetramat y su metabolito enol con base en la
m/z de cada uno (Figura 11).

Se determind la linealidad del sistema empleando para ello una mezcla de los
estandares del spirotetramat y Sp-enol en el solvente de inyeccién (acetonitrilo:agua
(8:2 viv con 0.22 ml de &cido férmico L™). El rango de concentracién utilizado fue de
0.2 a 5 pg uL™ (Figura 12). La linealidad del método se realizé con adicionados en los
rangos de 0.2 a 5 pg uL™ en uva y hoja con el fin de evaluar el posible efecto de
matriz. Los limites de cuantificacion, coeficientes de determinacion y sus respectivas

ecuaciones se muestran en la tabla 9.
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Tabla 9. Regresion lineal de spirotetramat y spirotetramat-enol (Sp-enol) en solvente de inyeccién, hoja y fruto.

Matriz Compuesto R? P> It/ En la curva En la muestra Ecuaciéon (y=mx + b)
(pg uL™) (mg kg™)

LD LC LD LC
Solvente  Spirotetramat 0.9916 <0.0001 0.060 0.099 y=11382.9x + 3092.4
Hoja Spirotetramat 0.9926 <0.0001 0.076 0.126 0.001 0.001 y=20830.9x + 3097
Fruto Spirotetramat 0.9929 0.0242 0.055 0.092 0.001 0.001 y=14559.4x + 3213.9
Solvente  Sp-enol 0.9991 <0.0001 0.026 0.044 0.0003 0.0004 y=16668.8x + 1664
Hoja Sp-enol 0.9962 <0.0001 0.120 0.199 0.001 0.002 y=25709.9x —244.4
Fruto Sp-enol 0.9957 <0.0001 0.055 0.092 0.001 0.001 y=23498.5x-517.4
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En la grafica 12 se puede observar un efecto de matriz en fruto y uva, con lo cual las
concentraciones verdaderas se ven incrementadas. Por lo cual se igualo la curva de
calibracion para cada matriz como lo sugiere Schoning (2008). Para la determinacion
de la concentracion de cada una de las muestras se utilizd una curva de calibracion
estandar igualada con su matriz correspondiente. Este efecto de matriz fue
previamente observado por Schoéning (2008) al cuantificar spirotetramat y sus

metabolitos en tomate, aguacate, citricos, papa y lapulo.

Porcentaje de Recuperacion

Lo porcentajes de recuperacion de spirotetramat y sp-enol en las matrices de hoja y
fruto se mantuvieron en el rango de 96 a 103 con desviaciones estandar y
coeficientes de variacibn menores de 9 y 6, respectivamente (Tabla 10). Dichos
resultados son semejantes a los expuestos por Schoning (2008), quien obtuvo
porcentajes de recuperacion promedio de 84-104 % en las matrices de tomate,

aguacate, citricos, papa y lupulo.

Cuantificacion de Spirotetramat y Spirotetramat—enol en Hoja y Fruto

Los resultados obtenidos de spirotetramat en hoja muestran una disminucion
gradual, partiendo de 0.14 mg kg™ un dia después de la aplicacién del insecticida y
finalizando con 0.03 mg kg™ al termino del monitoreo a los 48 dias después de la

aplicacion; al transcurrir 5 dias, se disipo solo el 13 % del residuo con respecto a la
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Figura 12. Linealidad de los estandares de calibracion preparados en solvente de
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A) spirotetramat y B) spirotetramat-enol.
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Tabla 10. Porcentajes de recuperacion de spirotetramat (Sp) y spirotetramat

-enol (Sp-enol) en las matrices de hoja y fruto en tres niveles de fortificacion.

Matriz Fortificacion Sp-enol Cv Sp Cv
(Mg Kg™) (% Rec) (% Rec)
Hoja 0.01 99 16 9945
. 4 3
Hoja 0.2 103+2 98+3
Hoja 2 99+2 99+1
Fruto 0.01 99+2 101+8
5 5
Fruto 0.2 98+1 96+1
Fruto 2 103+9 100+2

C.V.: Coeficiente de variacion
% Rec: Porcentaje de Recuperacion
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concentracion inicial reportada al primer dia, sin embargo, transcurridos 48 dias la
disipacion fue del 79 % de la concentracion inicial reportada; esta disminucion se
ajustd a una cinética de primer orden (ec.1) con R? de 0.84 (p> 0.03), lo cual
corresponde a lo reportado previamente por Maclachlan y Hamilton (2010) para la
degradacion de spirotetramat en manzana (Figura 13). Se calculo la vida media del

insecticida en hoja en 9.35+2 dias con un intervalo de confianza del 95 %.

ecl.C()=Co+Cyx ™

Donde:

C (t): concentracion a un tiempo determinado

Co: parametro de ajuste de concentracion

Ci: concentracion inicial

k: constante de velocidad de la reaccion

t: tiempo

La degradacion de spirotetramat en fruto se presentod en los primeros 5 dias después
de la aplicacion, ya que después de este tiempo se degrado el 65 % del residuo en
relacion a la concentracién reportada el primer dia (0.08 mg kg™). Después del quinto
dia la concentracion residual disminuy6 lentamente en un periodo mayor. Al dia de la
cosecha (48 dias después de la aplicaciébn) se detectd una concentracion de
spirotetramat  residual en fruto de 0.02 mg kg' equivalente al 70 % de la
concentracion inicial), lo cual esta por debajo del LMR establecido por la EPA (1.3

mg kg™). La vida media de spirotetramat en fruto se calculé en 5.4+1.5 dias (Figura

14).
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Figura 13. Modelo de cinética de degradacion de spirotetramat en hoja.

74



0.055+

0.045

mg kg™

0.0354

0.025 T T T T |
0 10 20 30 40 50

Tiempo (dias)

Figura 14. Modelo de cinética de degradacién de spirotetramat en fruto.
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Al comparar los resultados obtenidos de spirotetramat en hoja con respecto a lo
encontrado en fruto, se observdé una mayor concentracion en hoja durante todo el
tiempo de estudio, representando en promedio 47 % (Figura 15). Este
comportamiento fue reportado previamente por Sur (2008) quien evalué la
concentracion de spirotetramat en fruto y hoja de manzana, asi como en el tubérculo
y hoja de papa encontrando en ambos casos una mayor concentracion en las hojas
(Tabla 2). Esto posiblemente debido a que la densidad de hoja es mayor que la del

fruto en la planta y estan expuestas a una mayor cantidad de insecticida.

Los resultados obtenidos para enol en hoja y uva una vez transcurridos los 5 dias
mostraron una disipacion del 70 % y 80 % (respectivamente) del residuo en relacién
a la concentracion del dia 1 (0.03 y 0.04 mg kg™), después del dia 5 las
concentraciones residuales disminuyeron mas lento en un periodo de tiempo mayor
hasta llegar a 0.005 y 0.008 mg kg™ en hoja y uva respectivamente. Lo que hizo
evidente que dicho metabolito presentara una cinética de degradacion diferente a la
del compuesto padre, sin embargo no fue posible determinar la cinética de disipacion
de enol en hoja y uva ya que los datos no mostraron diferencias significativas

después del dia 5 (Figura 16).

Al dia de la cosecha se habia disipado el 80 % de Sp-enol en hoja y uva (Figura 17).
En ninguno de los casos la suma de spirotetramat mas Sp-enol super6 el LMR en
uva, con lo cual es evidente que el insecticida spirotetramat no representa un riesgo
al consumir el fruto, si éste es tratado con las dosis indicadas por el fabricante (0.6 —

0.8 L ha).
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Figura 15. Disipacion de spirotetramat en fruto y hoja con respecto al tiempo.
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Figura 16. Disipacion de spirotetramat-enol en fruto y hoja con respecto al tiempo.
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CONCLUSIONES

Se detectd glifosato residual en una concentracion promedio de 0.017 mg
kg’ en la superficie (5 cm) después de un afio de realizada la dltima
aplicacion.

No se detecto glifosato residual en las profundidades de 30 y 60 cm antes de
la aplicacion del herbicida.

A los 18 dias después de la aplicacion de glifosato se detect6 la maxima
concentracion de 0.195 mg kg™ en la superficie del suelo.

La vida media de glifosato en la superficie del suelo fue de 80 dias.

Glifosato puede moverse hacia capas mas profundas del suelo (30 y 60 cm).
Spirotetramat después de 24 horas de su aplicacion es degradado al
metabolito enol.

Se determiné una disipacion del 80 % de spirotetramat-enol en hoja y uva
después de 48 dias de la aplicacion del insecticida.

Después de 48 dias de la aplicacion de spirotetramat, la mayor concentracion
se deposita en la hoja (0.03 mg kg™).

Bajo las condiciones de este estudio la aplicacion del insecticida spirotetramat

no representa un riesgo como residuo en el cultivo de la vid.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda monitorear las concentraciones de glifosato marcado en la
maleza, (puede ser con C-14) y estudiar la movilidad de este hacia el suelo con
el fin de elucidar la llegada del herbicida al suelo, y poder esclarecer cuanto
herbicida llega por la liberacion del compuesto presente en tejido muerto y cual
es la parte que se moviliza por la raiz.

Se recomienda realizar muestreos con periodos de tiempo menores entre el
dia de la aplicacion y el quinto dia después de aplicado el insecticida
spirotetramat, asi como evaluar la formacion de sus metabolitos.

Evaluar el riesgo que representa para las abejas durante el proceso de la

polinizacién.
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ANEXO 1

Determinacion de pH en Suelo (Método AS-02)

La determinacion de pH se realiz6 segun el método AS-02 de la NOM-021-RECNAT-
2000. La técnica se llevo a cabo en una suspension sobrenadante de una mezcla de
relacion suelo:agua, 1:2. Se pesarén 10 g de suelo en un recipiente de vidrio o
plastico de boca ancha, se adicionan 20 mL de agua destilada y con una varilla de
vidrio se agit6 la mezcla de suelo:agua a intervalos de 5 minutos durante 30 minutos;
se dejo reposar durante 15 minutos, se calibré el medidor de pH con las soluciones
reguladoras de pH 4.00, 7.00 y 10.00, teniendo cuidado de enjuagar con agua
destilada los electrodos antes de iniciar las lecturas de las muestras. Se agitaron
nuevamente la suspensiones y se introdujo el electrodo en la suspension, se registrd

el pH una vez que la lectura se estabilizo.
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ANEXO 2

Determinacion de Materia Organica (Método AS-07)

El porcentaje de materia organica en suelo se evalu6é por el método AS-07de la
NOM-021-RECNAT-2000 a través del contenido de carbono organico con el principio
de Walkley y Black, con este procedimiento se detectd entre un 70 y 84 % del carbon
organico total por lo que fue necesario introducir un factor de correccion, (para los
suelos de México se recomienda utilizar el factor de 1.298 (1/0.77). Se pesaron 0.5 g
de suelo seco y se pasaron por un tamiz de 0.5 mm y se colocaron en un matraz
erlenmeyer de 500 mL (se procesd un blanco con reactivos por triplicado), se
adicionaron 10 mL de dicromato de potasio 1 N girando el matraz con cuidado para
que este entre en contacto con todo el suelo; se adicionaron 20 mL acido sulfarico
concentrado a la suspension, se gird6 nuevamente el matraz y se agitd durante 1
minuto; se dej6é reposar durante 30 minutos y después se adicionaron lentamente
200 mL de agua destilada, después se agregaron 5 mL de acido fosforico
concentrado. Por ultimo se adicionaron 5 a 10 gotas de indicador de difenilamina y se

titulé con disolucién de sulfato ferroso gota a gota hasta un punto final verde claro.
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ANEXO 3

Publicacion del articulo Herbicida glifosato:usos, toxicidad y regulacion, abajo pagina

portada.
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&l amblente propiiands con ello la acumulacian en
agua ¥ su=lo principalmernts sublkendo después por
la cadena trofica y lkkgando hasta kos seres hurm@anos
Cararmillo et al, 2000,

Exdsten estudios donde se detecian plaguicidas
esikduakes en muestras de sueks, agua, alimentos,
fluddos bloksgkos v telikdos. En alimentos s han
encortrads diferemtes plagukcidas en granos de
ereakes, nopal camarsn, aceles vegetales tomats,
uva, entre otros (Akdara et al, 2008; Ahmed & afl,
200; Alsayeda et al, 20081 Es de aqui que race el
Irtarés por estudiar la persistencia de los plaguicidas

Sakar pars wperadarcic Mans Leur-das Al dens Badnid
I:-rr-l-:r-ri-l-rlg:n':-ml.i IﬂD:rﬂ
Bacihid=:11 dasapiarmbrea 1
Aenpind e 34 da ootk de 33011

en & amblente por ke cual en el presere trabajo se
abordard & uso toxicidad y regulackan del herbicida
Glifosato.el cual es ampliaments utilizzdo en todo 2l
mundo desde hace mas de 30 anos

US0S5 Y MODO DE ACCIKON DEL GLIFOSATO

e souerdo & las cfras registradas en la bese de
datos FADSTAT de la Organizacion de las Maclones
unidas para la Alimentacian vy la Aagricultra, en el
periodo comprendido del ano 2004 al 2005, a nivel
mundial se consumiemnn un promadic de 763 913,93
toneladas de plaguikcidas, de los cuales un promedio
del 16,1 % (122 2adtonelzdas) fusron consumidos en
Mexion llegands a tener un medmo de utilizacian en
& 2009 con 21,6 % del total del corsumo mundial En
Mexico kos Insecticidas y los herbicidas s2 emplean
en raEyor porcentale, slendo el glifosato une de los
herbicidas mads consurnidos y que de acuerdo a b
Secretaria de Bconomia tlens un costo aprxdmado de
100 pesos por IR (FACSTAT, 20111

El glifosato es una sal lsopropllamina de H-
{(fosfenormetil)g cina,conun pesomakoularde 228,18
armol el cuales un herbicida no selectvo, sistsmioo de
acclon foliares decinque Ingresa a la plarta atravesde
las hojas para después migrar a otras partes del tejido
vegetal donde serd minimaments metabolizado. El
recanisms de sockn del ghifosato es por med ks de s
imhibkckandela blosintess de aminoscidos aomaticos
en las plantas (nptafano, fenilalanina y tirosing)
mediarte & inhibician de la erzima S-enolpinael-
shikimato-3-fosfato-sintetasa (EPSPS), con b que se
rduce b preduccian de proteina v el desamolle de
la misrra. El descontrol en la catalsis por b ergdma

ohamen 3L Homeo2 | 23
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ANEXO 4

Estancia de investigacion en University of California at Davis, Estados Unidos, en el
periodo del 09 de enero 2012 al 10 de febrero 2012 con apoyo de becas mixtas del

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia le 2011-1012. Abajo carta constancia de

los objetivos cumplidos en dicho periodo.

UNIVERSITY OF CALIFORNIA, DAVIS

EEMEFLEY ¢ DULVES = INVINE 9 L0 AMGELFS = MERCED + BIVEESITND v SAN DEEGAD = SR FRAS S E# = BASTA FARRAILY & SR TN CORLE

OOLLBGE OF ACRECLILTUNCAL ANy DI PART LT O BN VIRONPEN TAL TORRO LY
HNVITRONMENTA L SCINRCES ONE SHEELIDS. AVENLIE

AGRMULTUR AL EXPERIMENT STATION DAVIS, Cal IR0 LA 561 6-E5RE

5303 7320042
ol R0 TEI X

Date: March 2, 2012
To: Maria Lourdes Aldana Madrid, Professor, University of Sonora
From: Matt Hengel, Asst. Adjunct Professor

REe: Training documentation for Morma-Julieta Salazar

Dear Dr. Aldana,

First, it was a pleasure having Juheta visit our laboratory and leamn about pesticide residue analysis.
During her month long visit, Julieta worked with several members of the IR-4 laboratory covering several
facets of analysis as they relate to her research on spirotetramat residues in grapes and grape leaves. The
areas of specific training covered are listed below.

Good Laboratory Practices (GLP) and laboratory Standard Operating Procedures (S0OP),
Sample amival, inspection and documentation for sample tracking,
Sample homogenization using dry ice and food processors.
Method rescarch and development as it relates to spirotetramat
a. Standard preparation )
b Sample extraction techniques
¢, Sample cleanup technigues (SPE)
1. Grapes
1i. Leaves (fresh and dried)
d  Usage of internal standards
e. LC-MS/MS operation
f  Data processing and reporting

Al bl o=

Orverall, Julieta performed well and was focused on her research. The method that she developed in our
facility should serve her future research necds well.

Regards,

MeAatt ] ™y \
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ANEXO 5

ASOCINE NN VG ANA

Aug 21 2012
Dear authors, we are pleased to inform you that your abstract
RESIDUALITY OF GLYPHOSATE ON GRAPEVINE CULTIVATION SOIL
Authors:

Salazar, Norma; Aldana, Maria; Silveira, Maria; Zuno, Fabiola; Rodnguez,
Guillermo

Topic of the Congress: Food Safety and Food Microbiology (5)

has been accepted as
POSTER

to be presented at the V International Congress on Food Science and Food Biotechnology in
Developing Countries, 2012.

Please consult the final program of the meeting to find the date of your presentation at Nuevo
Vallarta, Nayarit, México. The poster dimensions are 90 cm (width) x 110 an (length). Oral
presentations will last 10 min, plus 5 min for questions. You can submit an extended abstract, with
amaximum length of 5 pages, to be published in CD format, along with the accepted abstrads.
Deadline for submission is September 15. Selected full texts will be published after the congress in
a book edited by AMECA.

Best regards,

Scientific Committee
FSFB2012
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