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RESUMEN

Se determiné Ia inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) cerebral
en 56 garzas ganaderas (Bubulcus ibis) colectadas en 3 diferentes zonas del
Delta del Rio Colorado (Valles agricolas de San Luis Rio Colorado, Sonora y
cie Mexicali, Baja California, México); asi como también se determiné el
patron de uso de plaguicidas aplicados sobre los cultivos asociados al Delta del
Rio Colorado. Las Garzas fueron capturadas durante los meses de Enero a
Abril de 2004 forrajeando sobre campos de cultivo de trigo o alfalfa,
empleando para su captura rifle y escopeta. La determinacion de la inhibicion
de AChE se logr6 con reactivacion quimica mediénte la incubaci()nlde cada
muestra con y sin piridina-2-aldoxima metacloruro (2-PAM), para luego ser
analizadas por el Método de Ellman (1961) y medir la actividad postincubacion
de la enzima. De esta forma se logro reactivar 23.2% ( 13/56) de las muestras
analizadas, de las cuales 2 %, del total presentaron arriba del 20% de
inhibicion de AChE, siendo la inhibicion maxima encontrada de hasta 45.9%.
Se logro determinar que el patron de uso de los plaguicidas en el area
estudiada, estd basado principalmente en el empleo de organofosforados como
el metamidofos y dimetoato, asi como algunos piretroides como lambda-

cialotrina y carbamatos como el pirimicarb.



I INTRODUCCHON

LB Deha del Rio Colorado

La region del Dehia del Rio Colorado es una zona de importancin para Ia migracion y
preservacion de especies de interds o en peligro de extineion. S desoripeion general

tomada de CONABIO (2005) es la siguiente:

11 Ubicacion geogrifica
Coordenadns extremas: Latitad N 312017127 5 32709 36"
Lomgitgd Wi 113936 36" a L5 13127
Entidades: Baja Calilornia, Sonora,
Munieipios: Mexicali, Poerto Pefigsco, San Luis o Colorado,
Localidades de referencia: Puerto Pefasco, Son.; San Felipe, BC; Golfo de Sama
Clara, Son.; Muevo Michoacdn, Son,
1.1.2  Superficie

Superficie: 4,310 km’
g A Lo
Valor para la conservacidn: 3 (mayor a 1,000 km*)

LY Caracteristicas generales

Region defintda en funcidn a su tmportancia faunistica o poseer un allo valor para aves
amidantes, B drea forma parte de Ja reserva de ta biosfera YAl Gollo de California v
Lelta del Kio Colorado, decretada en 1993, por lo que el Jimite regional terresure se ajusia
ab términe de drea nactonal protegida, Los bumedales del Delia del Rio Colorado son
tambiéh considerndos de importancia internacional especialmente por sus habitats para
aves acudticas (sitio Ramsar No. 814), segin la convencion relativa a este tipo de

ecosistemas realizada en Ramsar, Irdn en 971, 120 esta region se encuentra un importante



nimere de especies cosmopolitas vy oendémicas del Gollo de California, species
endémicas: de peces (Carosiomus insignis), la towoabe (Cynoscion macdonaldi), el pervito
del desiento (Cyprinodon macularis), Cila intermedio, Ta carpita cola redonda (€0,
Robusta); de aves ¢l palmoteador de yuma (Rellues fomairosiris yumanenyis), Todas estas
especies  junto con las  aves  Chamaea fasclatn, Falco  peregrimes,  Haliaeets
tencocephalus, Parus inornaius, Passerculny sandwichensis vostratus, Sterna antilfarum
y Toxosiomu redivivies redivivem se encuentran amenazadas por pérdida de habitat y
comtaminacion, Especies extirpadas: de peces Gila elepans, Pochocheitus Tucius,
Rhinichihys osculus, Tiaroga cobitis, Xyrauchen texanus, 13 dilta del Rio Colorado
representa una zona de ahta productividad y hibitat de gros importancia por ser zona de

reproduceion, desove v erianza de especies marinas” (CONABIO, 2005).

1.2 Aproecnsistemas del el del Rie Colorado

El Dela del Rio Colorado alberga en su parte mexicana o los valles agricolas de
Mexicali, Baja Caltfornia (BCY vy San Luis Rio Colorado en Sonors, Ambos valles

comprenden una basta region apricola brigada por las aguas del Rio Colorado, el cual
! 1 &

de Norteamdériea. Lo ngricoltura practicada en tas casi 210 000 ha del distrito de riego, se
caracleriza por ser altamente teenificoda vy por ¢l uwso de prandes volimenes de
plaguicidas, sfendo Tos coltivos principales trigo, algoddn v allally; ademds de alpunos
olros de menor importancia en cuanto a la superficie de siembra como son sorpo, maiz;

hortalizas comn el cebollin y esparrago (CNA, 2004),



L

L3 Impacto de Ta apricultura

Bajo la suposicion de que el empleo de plaguicidas aumentard la produceion apricoba y,
por ende, fa produccion de alimentos, estos compuestos se han wilizado ampliamente en
el ambito mundial y fa sitwacion no es distinta en ¢l Disirito de Riego 014, Sin embarpo,
ta problemidtica que ba generado ¢l buen o mal uso de plagoicidas, esta relacionada con
mcidentes como: inloxicaciones humanas, envenenamicmy de peces, aves v mamileros
en pencral; adicionshnente a los efectos apudos de los plaguicidas, estin agquellos
asociados a intoxicaciones cronicas o efectos subletales (no producen intoxicacion aguda)
que inducen slleraciones en ¢t comportamiento, supervivencia, capacidad reproductiva, y
diferentes tipos de cancer, por faciores come la persistencin del plapuicida en el medio

ambicne, (1IPA, 1999; Bejarano, 2002; Uhart y Zaccagning, 1999)

1) palron de uso de plaguicidas a nivel mundial se ha modificado bacia ¢l empleo de
compuestos menos persistontes (organoclorados), como s el caso de los plaguicidas
organofosforados, carbamatos y piretroides, pero en comparacion con los primeros, estos
altimos presentan mayores efeclos agudos, En ko actualidad el patrdn de uso de
plaguicidas en Jos valles agricolas del Delia del Rio Colorado estd basado en dstos
alimos grupos de plaguicidas, aungue Jos Gpos y volamenes de aplicacion se desconoce,
hasta por fas dependencias involucradas con su uso. Sin embargo, en eswdios recientes
(Morveno, 2001) se ha determinado que al menos 400,000 1. de inseeticidas son aplicados

por ciclo agricola en los principales cullivos del distrito de riepo.



El impacto del uso de plaguicidas persistentes y ooy agroquimicos sobre of ecosislema
del deltat, ha sido evaluado por alpunos investipadores (Mora 1991: Mora y Anderson
1991 v 1995 Rojas, 1987 y Garcia ef al., 2001), evidenciando fa presencia de residuos de
plaguicidas organoclorados en aves o sus huevos; elevadas conceniraciones de metales
como cobre o zine en peces; ademds una buena proporeion de la biois en Jos humnedales
asociados al delta, se encuentran contammados por organoclorados o presentan elevados
miveles de selenio, Sin embargo, a pesar de estos esfuerzos de investigacion en el Delin
del rio Colorado, actualmente no existen reportes relacionados al impaclo de los

plaguicidas organofosforados y carbamatos,

Por o anterior, en el presente estuwdio se planted determinar ¢l pawdén de uso de
plaguicidas y evaluar un aspecto del impacio de Jos plaguicidas organofosiorados sobre la
fauna de éste ceosistemn, para lo cual se utilizaron los pivetes de inhilyicion de ta enzima
acetileolinesterasa en la garza ganadera (Bubufewy ibis), un ave residente del delta y
habitos alimenticios asociados a los cultivos apricolas. Para eto se tomaron en cuenta las
siguientes consideraciones sobre la especie seleccionada;

Lo Noes una espeeie en riesgo. Mora (1997) contabilizd 2000 garzas arvibando y
partiendo en un solo parcerio con una poblacidn de 10 000 pargjas, In la
actualidad se tienen identificados por lo menos 3 sitios de agrepacion en el
valle (observacion personal).

2. Es una especie facil de sdemtifiear: Los adullos miden cerca de 43,7 em de

Kargo, tenen una amplitud de ala de 99 ey pesan epire 027 a 45 Kp, 15
s | \ b



plumaje es peneralmente Blanco, aungue duvanie Ia época de reproduceiin las
plumas se trman de color naranja tenue sobre la pacte baja frontal del cuello,
de la frente hacta la nuea y en 1a parte baja de la espalda, s aves que no estan
en reproduceton, el pico, lores ¢ irks son amarillos ¥ las patas son verde oseuro
{Teltair, 1983).

3. Bus habites alimenticios dependen mayormente del forrajeo sobre cultivos
apricolas en irrigacion y su dieta se compone principalmente de insectos como
sallamontes, prillos, araiias y otros (Telfair, 1983), aungue bistdricamente se le
ha wsocindo con el ganado. Tin estudios realizados por Mora en 1997, en e
Valle de Mexicali se encontrd que durante el invierno la garza come mas
roedores que insectos, ademids gue sus vuelos en bisqueda de slimento no son
aleatorios, sing dirigidos u los campos agricolas en irrigacion,

4. En el Valle de Mexicali el ciclo reproductive de o parea inigia con el fin de la
primavera y comicnzo del verano, justo cuande se incrementa la poblacion de

insectos, pero también la aplicacion de insectividas.

Iistas caracteristicas, sithan a esta especie como un excelente bioindicador de exposicion
a los plapuiciday organofostorados ihibidores de la colinesterasa, los coales se han
venido  wilizando ampliamente en los Valles apricolas vledafios al Delta del Rio

Colorado,



20 ANTECEDENTIES

2.0 Plaguicic

2.L L Definicion

e acuerdo con fa definicion oficial de fa CICOPLAFEST (1998), “un plaguicida es
cualquier sustancia o mezela de sustancias que se desting a controlar cualguier plaga,
incluidos los vectores gue transmiten enfermedades humanas y de animales, las especies
no deseadas gue eausen perjuicio o interfieran con la produccion agropecaria y foresial®™,
La fepislacion de los Estados Unidos de Norteamérica de acuerdo con Hayes y Laws
CHO91), ubliza el wrnnino “controlar™ de Lo definicion mexicana por “prevenir, destruir,
repeler o mitigar”, ademds ineluye a las sustaneias o mezclas wsadas como reguladoray y

también a defoliantes de plantas™

2,12, Usn de phaguicidas en México y Delia del Rio Colorado

ET uso de plaguicidas en México estd regulado por Ja Comision Intersecretarial para of
Conunl del Proceso y Uso de Phaguicidas, Fertilizantes ¥ Sustangias Toxicas
(CICOPLAFEST). La tabla 1 muestra la hista de plaguicidas organofosforados (OP) v
carbanatos (CA), vigente por ¢l Catalopo Oficial de Plaguicidas en México de ésia
comision, Sin embargo, existe muy poca informacion relacionada a los volimenes y los
tpos de plaguicidas que se aphican, De acuerdo con Bejarano (2002); los insecticidas de
Mayor cobsuma para 1999, en datos proporcionados por la industria de los plaguicidas

fueron paration metilico, metamidofos, clorpivifos, endosullan y carbofuran (4380 tony),

0



Lin el case particular del valle de Mexicali B,C., os plaguicidas OP y CA que mis se han
whlizada desde hace 30 anos son: monocrotofps, azinfos metlico, malation, paration
metitico, paration elilico y el carbarito, (Moreno, 2001), En dats de Bejarano (20023, 37
de tos plapuicidas gue aln se utilizan en México, incluidos los mencionados arriba, han

sido prohibidos en paises comp los de Ja Union Buropea,

2.1.3 Plaguicidas y Eeosistemas del Delta del Rio Colorado,

Estadios para evaloar el impacto del uso de agrogquimicos en la zona del deha han sido
conducidos por Mora {1991), quien determind que ¢l &xito de anidacion de Ta parza
panadera (Bubwdews ibiy) es de soloy el 80%, detectando también la presencin de
plaguicidas  organoclorados  en todas  Jas muestras de huevo  analizadas a una
concentraeiin  media de 3.2 ppm (DD Sin embargo no encontrd  correlacion
significativa entre Ja concentracion de organoclorados v el espesor del cascardn de los
huevos, La presencia de organoclorados en otras especies del Valle de Mexicali, Valle de
Culiacin, Sinpdon, y Valle del Yagui en Sonora, también ha sido documentada por Mora
y Anderson (1991), quienes detectaron organoclorados en las 8 espectes de aves
tnvestigadas, a concentracivnes desde 0.05 ppm para Zenafda macroura, hasta 5.08 ppay
para Phalacrocorax aurituy; encontrandoese las mas allas concentraciones en ¢l Valle de
Mexieali,

Dye manera similar, estudios evaluando la contaminacidn por metales han evidenciado un
tmpacto sobre diversas especies de aves, peces vy biota del Delia del Colorado, Por
ejemplo, Rojas (1987} devermind en Tifapia mossambica y Cyprinus carpio la presencia

de metales traza como el Zine y cobre, encontrando niveles hasta 10 veces mas alios que



bos repartados par Jas especies de peces de agua dufee en otros valles apricolas.
Asimismn, Mora y Anderson (1995) reportaron altas concentraciones de selenio (5.1
ppm) en Phalacracoray aurifuy, asi como elevados niveles de boro (4.3-28.5 ppm) para
Zenaida macrowra. Lnoun estudio mas reciente, Garcia ef of, (2001 determinaron que las
concentraciones de selenio en sedimento y biota del delta del rio Colorade fueron de 0.6 4
S oppmoy de 05 a 183 ppmorespectivamente; y que 23% de Jas muestras estudiadas

rebasaron eb umbral constderado 1oxico para las especies de biota seleccionadas,



Tabla 1. Plaguieidas OF y CA usados actualmente en México v su toxicidad,
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.54, Insecticidas Organofosforados y Carbamatos
Los plaguicidas orpanofostorados, o compuestos orgdnicos de {6sforo, comparten uny
estractura guimica coman (Figura 1), pero difieren mucho  en coanto a la composicion
quimica de sus prupos “TR7 sustituyentes, ¢n consecuencia tambidn en sus propiedades
fisicas y farmacoldpicas, De acverdo con su formala genery)
R, . 0(08)
N
P L
r‘"ﬂ \
Rw’"’
2 X
Figura |, Formula general de los plaguicidas organofostorados
Donde “X™ ex el grupo saliente que define la clasificacion de fos orpanofostorados y los

grupos “R™ pueden ser los grupos dimetoxi, etoxi, ete., tal como se muestra en 1o Tabla 2.

Tabla 2. Las cuatro principales categoriay de compuestos organicos de fosforo
(vrganofosforados)

Grupo saliente Toxicidad |
Cateporia e
. Yostorileolinags Ni‘l‘l'l‘.)llﬁéhl‘lt) &;_gn':_’}.}g;[‘l_‘)m1‘in sustiluido I\fluy.\]lu
1. Fluorolosfalos Flaor (17 ’ Al
. Cianolosiatos o con [CN, OCN, SCN y haldgenos |

A 3 foapard o o T3 Intermedia
_halopenos diferentes de F

Alguilo; oxialyuilo; toalguilo;
arilo o hetero- cichico; oxiarlo;
tioarilo, o andlogos; nitrdgenn: o
prapos fosfori) disubstituidos.
Tomado de Gallow y Lawrylk, 1991

IV, Plaguicidas ntre eategoria Iy 11

Los  compuestes  depominados  fosforileolinas  son poderosos  inhibidores  de
colinesterasas, sino fambién son colinérgicos directos (compiten directamente  con

acetileoling por el receptor colinérgico), por 1o cual estin considerados como los



compuestos sintéticos mds wxicos que se conocen. Menos 16xicos gque las fosforiTeolinas,
tos haorofosfatos no dejan de ser allamente tdxicos, propiedad gue junto a su gran
volatilidad ha sido aprovechada para su uso como pases de guers y muy pocos
compuestos de esta categoria han sido empleados coma plaguicidas (p. ¢f. mipalox vy
dimefox)., Por otro lado, los organofosforados gue contienen alpuna combinacion de
cianure o haldgenos diferentes al fldor, presentan una wxicidad intermedia enre In
toxicidad de lus Guorotosfatos y o cateporin 4 (plaguicidas). Fn esta dllima cateporta, el
prape satiente "X se coneeta a los enlaces P-Oro P-8 v, en algunos compuestos a P-N o
P-CLED prupn “X™ en este caso puede ser un grupo aleoxi, alguiltio, ariloxi, ariltio o un
andlogo heterociclivo. La mayoria de estos compuestos son usados como plaguicidas v
presentan toxicidades simitares o menores a la de los pases nerviosos (p.ej. sarin),
micntras una pran parte de estos organefosforados presentan los grupos dimetoxi o
dictoxi (Ry o R}y son empleados como inseeticidas o acaricidas (Galo v Lawryk, 1991),
La figura 2 presenta algunos ejemplos cldsicos de las 4 principales colegorias de

compuesios organofosforados.
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Figuen 2, Ejemplos de las 4 principales eategnrias de los compuestos organolosivrados

Los corbamatos usados como insecticidas tienen fa sipuiente estructura comin:

Donde B es un alcohol, oxima o un grupo fenol, ¥ R2 es hidrogeno o un grapo metilo,
stos compuestos unhién son inhibidores de colinesterasi, 1anto en insecios somo e

A feros.



2.2 Colinesterasas (Chil)

Se denominan ast las enzimas que son capaces de hidrolizar ésteres de coling, vomo
acetileoting (acetileolinesterasa,  ACKE), butivileoding  (butirileolinesterasa, BCh)) y
propiomileoting (Propioni] colinesternsa, PChID). Estas cnzimas pertenecen a un prupo
mayor de enzimas denominadas esterasas de Jas cuales se devivan, Las colinesterasas son
B-esterasas (serina-hidrolasas gue son iphibidas por OP) y, ademids de ellas, se inchiyen
en este gropo las carboxilesierasas y las eslerasas neuwroldxicas, pero solo las B-esterasas

son iphibidas por plaguicidas orpanofostorados (Thompson, 1999),

La enzima AChE se encuentra en el tejido nerviosy (principalmente cerebry de
vertebrados como tas aves) de la mayoria de las especies y liene una alia especificidad
por su sustrato acetileoling, encontrindose ndemads en plasma y eélulas rojas de la sangre
donde su papel es desconocido. Mientrs que la funcidn de BChE, para alpunos autores
como Mineay (2002) representa una primers linea de defeasa contra inhibidores de Chli,
para olros investigadores como Walker y Thompson, (1999 sy papel es desconocido,
ademds de que puede hidrolizar otros sustiatos diferentes de butirileolina  (p.e).
seetilealinal; ambas colinesterasas se caraclerizan poy lener tanto un sitto anidnico, como
un sitio activo o estessticn: los euales durante fa canidisis de tos ésteres de colina se unen

a ambos sitios en la enzima

2.2.1 Funseidn de ACHFE,

Segin Hooper (2002), durante el establecimicmio de un impulso nervioso o sinapsis



nerviosa, un mensagero quimico o neyrotransmisor es fiberado vigjando desde Ta edlula
pre-simaptica a una post-sindplica, Acetileolina (AChY ¢s vl nevrotransnisor en estis
unjones denominadas colindrpicas, presentes en ¢l sisterna nervioso central, periférico y
las wniones pewromuscutares, Lo mayor pane de los procesos fisioldgicos son afectados
por da aceidn de acetileoling. Cuando este neurotrangmisor es liberado en las uniones
colinérgicas por la célula pre-sindptica, estimula o un receplor celular post-sindptico
(Figura 3A y 3B), El uncionamiento normal en la sinapsis nerviosa requiere que ACH
sea removida una vez que ha realizado su funeion (Fipura 3C) Eswo es efectuado por la
enzima acetilcolinesterasa (AChE). Si ACHh no es removida (debido a inhibicidn por
organofosforados o carbamatos) se acumula en el espacio sindptico (Figura 310
produciendo una sobre-estimulacion del receptor celular, ya sea en el dmbito de células
nerviosas o ibras musculares. Esta sobre-estimulacion inicial impide la repolarizacion de
as membranas y, por lo tanto, la wansmision de nuevos impulsos nerviosos (Garela,

[995).
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Figura 3. Liberacion del newrolransmisor acetilesding, ACh (A), capiurs de Ach por receplores
eodindrgicos (B), hideolisis de Ach por scetilealinesterasa, ACHE (€, scumulaciin de
Ach por inhibteion de ACKE (13} (Hooper, 2002)

2.2.2 Variacion de In actividad

En aves la actividad de ChEE nprmalmente comprende I suma de las notividades de las
enzimas: acetifeolinesterasa y butirileolinesternsa, o fa mayoria de lag especies de aves
s¢ ha observado gue n butivileolingsterasa del plasma sanguipeo hidroliza del 62 al 100%
det sustrato acetileoling (Thompson, 1993)

La variacion de la actividad de Chll entre aves y mamiferos es dificil de predecir, aun
cuando se trate de espeeies de aves o mamiferos esirechamente relacionadas (abla 3). [

intervalo de valores es 2 veces mas allo en aves que en mamileros. La variabilidad

wr
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inferespeciliea e itracspecilica en actvidad de Ch)? hace necesario la determinacion de
valores normales para vigtar la correcta evaluaciom de exposicidn ambiental o conlinmar
envenchamientos por organofosforados o carbamatos (Blakley y Yole, 2002; Thompson,
P93y, La variabilidad interespecifica de ChIE ha sido  estudiada por diversos
ivestigadores {Thompson, 1993 Tossi ei al, 1996) quienes ban evidenciado diferenciag
con respecto a distintas aves, encontrando, por ejemplo, que especies camivoras son mas
sysceptibles a plagmeidas organofostorades (Menores LD} que especies omnivoris
{Tabla 4). Aunade a lo anterior, se pueden presentar variaciones de tpo estacional, divrma

y en funeion del estado reproductivo o edad de eada especie (Thompson, 1999)

Tabia 3 Actividad normal de AChE en ecrebre de algunas
especies de aves y mantiferos en {pumol ACh/min/g)

Especic A clivid‘n d
(mediaLDE)
Mamileros salvijes:
Caniy latrany 27100, 4%
Chdpcailens virginianuy FOLG04:3.25
dAntilocapra americarna .68
Mus musculis 7.28
Vulpes vulpes 2,069
Aves:
Agutla crysactos 13.37:4:0,90
Faleo columbarins 20274287
Speotyto cuniculoria 1O, 71::0,93
Posser domaesticus 22.754:1 .49
Larux pipixeim 29.61:14:3.98
Columbing species 26.8
Mamiferos domésticos:
Curdo 2.724:0.24
Perro 3.214:1.60
{3ato 7304251
Vaca 2.4T740.76
Caballo 2.314:0.57

Tomado de Blakley v Yole, 2002



Tabla 4, Comparacion de  Jas LDs  de  plaguicidas
organofosforados en  diferentes especies de aves
CArNIVOras y omnivoras,

Carnivoros Omnivoros

, . :

Plaguicida Especies LD Especies LDy
,,,,,,,, LYY dmichg),
Fosacetim  |[Aguila real 2.5.5 Padons 24

IPaigan 161
Ciodorniz 322
MonocrotofosiApuila real .19 [Palo 4.8
Faisan 2.8
Estoming 33
Crorridn doméstico 1.5
Paralidom metilplestred b Pawo 0,0-110)
Americano LEH0ming 7.5
Pajaro Negro ala roja 10-23.7
Faisian 8.2
Fention Haledn gormidon| 1.3 {Estornino 5.3
Gorrion domésticn 5.6
Kestrel b1 3 @djaro Negro ala roja L8
Americany Padoma 2.3

Fhalson, 1984, Snuts, PERT v Sehoder, PO itndos en Thampson, 1993

2.2.3 Inhibicion de ACHhE

Los plagwecidas  orgaofosforados y  carbamatos  son susyatos  suicidas  para las
colinesterasas, La mbibicion de Ta enzima ocurre coma resultado de la fosforilacion o
carbamilacion (Figura 4) de una parte det aminodcido sérina en el sitio active (Walker y
Thompson, 1991), producténdose O,0-dialquilt fosfoserina, fo cual incapacita a la enzina

para realizar la hidrdlisis de dos ésteres de coling (Kennedy, 1991),



Orpanalosforad R O ™~ 'I::I)
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Figurs 4. Interacion entee los plaguicidas organofostorados y o enzima acetileolinesterasa
(Wallier ¥ Vhompson, 1991}

Sepin Hooper (2002) tas colinesterasas del plasma son inhibidas antes que las del
cerehro y, en comparacion, puede recuperarse rapidamente; por lo gue una inhibicion
importante en el dmbito de plasma sanguineo ex indicativi de una prohable inhibicion de
ChIZ cerebral, Se ha sugerido que actividades menores a dos desviaciones estandar (20%)
de la actividad media de un grapo contral son indicativo de exposicion, mientras que
actividades menores a 50% resultan en envenenamicnts por inhbidores de ChlL (Grue et
al, 1991) De acaerdo con Mineaw y Tucker (2002), la principal diferencia en la
ithibicidn de ACHIE por organofosforados v varbamaios ey que, en tos primeros, ¢ enlace

formado vs muy fuerte y casi permanente, de 1l manera que la recuperacion de Ja



actividad depende de la simtesis de nueva enzima; en cambio, con log carbamatos, éste
enface ex myy débib y puede romperse facitmente por bidedlisis, favoreciendo una

recuperacion mucho mas ripida en comparacion con los orpganologforadeos.

2,24 Reactivacion de Acetileolinesterasa

Ademids de la hidrolisis espontiinea, la reactivacion de la enzima inhibida puede ocurrir,
por dos mecanismas adicionales: fa regeneracion o sintesis de mis enzima v ¢l uso de
agentes quinticos, Cabe mencionar que estos mecanismos son efectivos de acuerdo con la
especte y el tipo de plgweida, ademds depende siola enzima presenta estado de
envejecimiento, lo cual ocurre por desalguitacion (hidrolisis de uno de los sustituyenies
del orpanotosforade) de la enzima Tosforlada, situacidon gque hace imposible la
recuperacion de fnactividad por alguno de los mecanistios mencionados, (Gallo v

Lawryk, 1991)

2.2.4.1 Hidrolisis espontinen, La enzhmn fosforilada o inhibida, al ipual que Ja ACHE

acetilada (por acetilenling), son désteres y pueden ser hidrolizadas por apentes
nuclenfiticos, incluida ¢ agua. La tasa o la cual la ACKYE fosforilada se reactiva por
accion del apua es extremadamente baja en comparacion con fa AChL combinada con
acetalo ¥ cuande la inhibicidn es por tsopropil fosfalo la tasa s esencialmente cero
(Galle y Lawryk, 1991), Este mecanismo se puede dar en cuestion de hors para los
carbamatos, mientras que puede Hevar dias para los organolosforados (Hooper, 2002),
[Zsto oriping que la enzima pueda ser reactivada mediante 1a dilucion para el caso de los

carbamatos v puede emplearse para diferenciar una inhibicion entre ambos grupos de



plaguicidas (Martin et al. 1981 Bste procedimiento de dilerenciaeion consiste en nredir
fa actividad de cotinesterasa a una alicuota de 1o muesira inmedintamente despudés de su
dilaeion (eontrol mantenido a 0°C), al mismo Hempo que otra alicuota es incubada por un
periodo determinado bajo condiciones de temperalwa optimas; la reactivacion por
hidrdligls espontdnea resultard en una diferencia en las actividades de ambas alicuoas

(Humt y Hooper, 1993)

2.2.4.2 Repeneracion o sintesis de ACHIL, Coando Ja ACHE ha sido inhibida de forma

irreversible, la recuperacion de la actividad depende exclusivamene del reemplazo de la
enzima mediante la sintests de nueva AChEL De acuerdo con Gallo v Lawrye (1991),
existen 2 fases en la recuperacion de la actividad de la enzima: una recoperacion inicial
gque es rapida y pircial, seguida por una recuperacidn gradual v lenta hacin la actividad
normal, La regeneracidon en el cerelro ocwrre o partir de Jas células preesistentes y
depende de la tasn de regenerncion de nueva enzima; mientras que en los eritrocilos
depende de la tasa de formactdn de nuevas edlulas rojas, 12) proceso de recuperacion de Ja
actividad s distinto dependiendo de Ja especie, aun cuando se uate del misme
plaguicida, Por cjemplo, como el caso de diclorvos en la rata, a recuperacion de la
actividad depende de fa reactivacion espontdnea, mientras que en humanos depende

exclusivamoente de la sintesis de nueva enzima,

2.2.4.3 Reactivacion guimiea. A diferencia de la drdhisis espontinea cste mecanismo

de reactivacion emplea un compuesio quimico  fuertemente nucleolilico, capaz de

desplazar al plagoicida de Ja enzima inhibida debido a su mayor afinidad por éste (Fipura



3 Tab compuesto es Hamado meaiodwro o metscloruro de piidina 2-aldoxima (2-PAM
por sus siglas en ingles), Bl oxigeno fuenemente electronepativo de i moléeula de 2-
PAM ataca el enlace AUHE-OP para formar un compuesto conjupado 2-PAM/OPR, e} cual
deja lbre ¢ sitio activo restaurando 1a actividad de 1y AChE (Hooper, 2002; Gallo y

Lawryk, 1991; Hunt y Hooper, 1993 ),

Gt
CH

I3

Figura & Reavtivaciin del sitio active de ACKE por 2-PAM. (A) staque a Lt enziimg
: I i

s forilada, () Hberaeion del sithy aetive (Hooper, 20002)

La téeniea para determinar ) nivel de reactivacion consisie en comparar las sctvidades
de ChE obtenidas a partir de una muestra incubada en presencia y ausencia del agente
reactivador (2-PAM), witlizando ¢l incremento en la actividad posterior a la incubacion

parg medir la reactivacion de Ja enzima, y, por lo tanto, los niveles de exposicion a



o

plaguicidas organofosforados. Sin embargo, s tasa de renctivacion de ChE inhibida
puede deerceer conforme e presenta el fendmeno de envejecimienty (“aping™),
especialmente por los organofosforados con grupos dimett! (Fairbrother, 1991), Aun
cuando el envejeciniento imponga eiortas limilaciones a la reactivacion, esta téonica de
diagnostico es polenctalmente Mil cusndos no se dispone de organismos control no
expuestos o se dificulta obienerfos (Stanley, 1993). La incubagion con 2-PAM 1o reactiva

signticatvamenle Chli's inhibidas por carbamatos (Thompson, 1999).

2,25 Envejecimiento {aping)

Bajo ciertas condiciones, uno de los grupos alguilo de fa O,0-dinlquil fosloserina poede
sufrir desalguilacion espontinea, produciéndose O-alquilfostosering, ste proceso es
conocido como reaceton de envejecimiento o “aging™ por su forma en inglés. Cuando
esty ocurre fa enzima queda permanentemente inhibids y, a diferencia de la forma no
envejecida, esta no puede ser reactivada por 2-PAM o por reactivacion espontinea. Las
tasas de envejecimiento dependen de los grupos alquilo concetados ab orpanolvslordo y
s¢ incrementan en o orden siguiente: propos dietlo < dilsopopilo = dimetilo =

isopropilo-metilo, (Gallow y Lawryk, 1991),



3, HIPOTESIS

Es probable que la garzn ganadern (Bubudeus ihis) al forrajear sobre campos de
cultivos agricolas del Dehta del Rio Coloraduy esté expuesta indirectamente a plaguicidas
inlibidores de colinesterasa y por lo anto, que presente miveles de inhibicion de ACHIS

cerchral mayores que 20 %,

23



4, QRIETIVOS

4.0 Dhietive Ciencral

Fvaloar fa probable exposicion a plaguicidas anticolinérzicos mediante la medicion de la
mhibicion de AUKL cerebral de Ta garza panadera (Bubulcus ibis) forrajeando en cultivos

apricalas det Dela det Rio Colarado,

4.2, Objetivos Bepecilicos

o Determinar los principales tipos de plaguicidas aplicados en lox cullivos empleados
por La parva panadera (Bubufeus thisy para forajear,

o Medir ln inhibicion de ACHE cerebral de fa parza ganadera (Bubufcus ibiy) medianie
reactivacion de la enzima inlubida

o ldentilicar las zonas de mayor viespo por exposicion a plagnicidas organofosforados
para las aves de aeuerdo a tos resultados de inhibicion de AChL cerchral de la garzn

ganadera (Bubulicus iy



5 MATERIALES ¥ METODOS

5.1, Localizacion del_Aren de Fsiudio

El Delta del Rio Colorado se encuentra localizado en ¢l noroeste de la republica
mexicana (Figura 6} y sirve de limile territorial entre Jos estados de Sonor v Baja
California en el Este y Oeste respectivamente donde se encuentran sitnados los Valles
agricolas de Mexicali, 3.C, y San Luis Rio Colorado, Son. 13 Rio Colorado desemboea
hacia el Sur en el Alto Golfo de California y su cauce cruza la frontera mexicana con Jos
Estados Unidos en la parte Norie de ambos valles apricolas. El drea seleccionada para
este rabajo se dividid en 3 silios denominados Norte (N), Centro (O y Sur (8) como se
puede ver en la figura 6, estuvieron localizados a o largo del corredor vipario, “N™ en ¢
Valle de San Luis Rio Colorado, Son. (32990762 y 114788720}, mientras que “C" v
“B7en el Valle de Mexieali, B.C. en las coordenadas de fatitud norte y lonpitud oeste de

32TFNNOT y V157047387, y 32929327 v HEAIE'827, respectivamente.

5.2, Muestreo
EF muestreo se realizd durante Jos meses de encro a abril del 2004, Se capturaron 56
parzas penaderas (Bubudows ihisy forrajeando sobre cultivos presentes en los sitios
selecctonados, especificaunente solwe trige vy alfalfa. Durante el muoestreo se colectaron
datos relacionados con:

a) Fecha y hora de captura



by Cubtivo donde se capturaron.- Informacidn adicional sobre oy tipos de cultivoy
del valle de Mexicali, se obtuve medianie s cédula de cultivos del Campo
Experimental del Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas y Pecuarias sede
en Mexicali. (INIFAP, 1998)

¢} Coordenaday geopraficas del lugar de captura,

d) Datos sobre aplicacion de plaguicidas, coando estuvieron disponibles.- Por 1o
general estos datos fueron dificiles de oblener al momento del muesireo, asi que
se optd por obleper dstn informacion a partiv de entrevistas a empresas
aerolumigadoras (anexo 3).

Lay voordenadas geograhicas tomadas mediante un sistema de posiclonamiento globn)
(G5 por siglas en ingles) se emplearon para peoreferenciar 1os vesuliados de inhibicion o

actividad de ACHE a un sistema de informacion geogralics del Deha del Rio Colorado.
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Figura 6. Localizacidn del Delia del Rio Colorade, México: Valle de Mexicali,
B.C. y San Luis Rio Colorado, Son., Mdéxico,
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La  caplura  de  da garea panadern fue  aulorizada  mediane el oficio
NUMSGPA/DGVS/O884] (vigente del 30 de octubre de 2003 at 31 octubre del 2004,
alorgado por la Subsecretaria de Giestion para Ja Proteceion Ambiental dependiente de Ja
Diveccion General de Vida Silvesue de la Secoretaria det Medio Ambiente y Recursos
Naturates (SEMARNAT),

Parg la captura se probaron redes de Niebla de 12m x 3m x 0.12m, de largo, alura y
mihio de malla, respectivamente. Desaforunadamente ¢l éxito en b captura fue muy
bajo (1-2 aves x dia), asi que dicho método sélo se wtitizd en el mes de enero de 2004,
Posteriormente se wilizd un Rifle de postas calibre 5.5 mm (Mod. RM100, Mendoza,
Meéxico) para los muesireos de Febrero y Marzo, Posteriormente, en abril se utilizd una

escopeta suministrada por un cazador aficionado del Valle de Mexicali BC,

Una ver capturadas, Jas garzas fueron inmediatamente colocadas ey un contencdor de
carton en atmosfera de dioxido de carbono suministrado por extinguidores de fuego
comerciales, 1o cual permitid enfriarlas y, por otro lado, eliminar ¢l oxigeno para
sacrificarlas lo mas rapido posible, Acto seguido, los organismos so colocaron en bolsas
selladas (“zip-loek™) de 30 % 30cm debidamenie etigquetadas con la nomenclatura
din/mesfafo-namers (Techa y un nimero consecutivo), para Juepn ansporiarias al
laboratorio de campo en hieleras con hiclo seco (didxido de carbono conpelado) para sy

anahigiy posterior,
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5.4, Medidas morfométricas.

Previo a la diseceion, se registraron alpunas medidas morfométricas para determinar
relaciones con actividad o ihibicion de AChIL longitud total, del tarso y ala, peso total y
contenido de prosa. Adiclonalmente se ddentificd el sexo del ave. Las medidas de
longitud y peso se realizaron de acuerdo eon Proctor y Lyneh (1993), mientras que el
sexo y conlenido de prasa, de acuerdo con Jo estipulado en el manual de monitoreo dJde

produciividad y supervivencia de aves (MAPS, 2003).

3.5, Diseecion
Unia vez en el Jaboratorio las muestras fueron procesadas inmediatamente tomandoles en
primer lugar ¢l peso corporal para Tuego ser disectadas sobre hiclo y oblener e} cerehro

segun los procedimienios recomendados por Ubart y Zaccapnini (1999), ¢l cual se

describe a continuacisn

a)  Lisando bistord cortar In prel alrededor del cuello (Figura 7a),
by Usando pinzas forceps jalar ta piel del cuello por sobre fa cabeza, como dando

vuetta a una media, dejar ¢f craneo descubier,



Figura 7 a) y by Diseceidm, pass |

¢} Clontheras cortar ¢l nervio dplico por detrds de cada ojo (Figura 8),

a0



3)

Figura 8. iseceion, paso 2

d) Usando tijeras con punta renlizar una incision sobre ¢l erdneo justo en el centry de

ambos ojos (Fig, 9.

P ) ‘k;u AN ‘l
R i LTV
e,

S,

Figura 9. Discecion, pyyvo 3

¢) Corar el erinee a partir de esta ineision en direccion hacia y sobre los orificios

oculares, rodeandotos basta Jos ofdos y parte superior del cuello (posterior del
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crineds) para represar al siio de da incision, Siempre divigir tag tijeras en direceion

paralela al erineo, cuidando de no dafar ot cerebro (Figura 10).

Figura HL Disecridn, piso 4

(Y Remover la tiapa crancani
g) Completar la remocion del cerebro realizando cortes del guiasma optice v la

médula oblonga (Figura 11),

FemisTerion coeelenhey

T Miluty

trtongn
Uhiriasn utiong

fpiiew

Figurn 11 Diseccidn, paso §
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IEl cerebro se colectd on tubos de ensayo de polipropileno de 15 ml, se procedid a
dividirlo y pesarto para emplear solamente ¢l hemislorio derecho para bos andlisis de

actividad y reactivacion de AChIL.

5.6, Homopenizacion

La totalidad del hemislerio cerebral derecho de cada parza fue pasado g un tubo de
ensayo de 15 mb y homogenizado en frio con solucion amortiguadora de Tosfatos pH 7,4
a una proporcion de peswvolumen de B (Hooper, 1995, poara cllo se wiilizd un
homogenizador Ultra-rrex T-23 & 6500 revoluciones por minuto (rpm) por un Bempo de
un misute. Posteriormente el homogenizado de cerebro fue centrifugado a 3800 rpm por
10 min, en frio, Bl sobrenadante fue pasado a tbos de ensayo de 7 ml v se mantuvo en
bafa de hiclo basta ser empleado en ¢l procedimiento de medicion de actividad vy

repelivacion de ACHhE.

5.7, hibicion de Acetilealinesierasa (ACHE)

La inhibicién de la AChE cerebrat de la parza panadera fue determinada por reactivacion
quintica de la enzima imhibida, incubando cada muestra con y sin un agente reactivador,
piridina-2-aldoxima metaclorura (2°AM), durame un periodo de tempo (Hooper, 2000).
Posterior a la incubacion se midio b actividad de la enzima con y sin 2-PAM (Ellman,
IR61), Una muestra so considerd reactivable si la parte ratada con 22-PAM presentd un

ineremento en actividad mayor al 3% por encima de aquella sin el 2-PAM,



34

5.1 Reactivacion Quimics

S0 1 Fundamento. La reactivacion quimica se basa en la mayor siraceion del agenle
2-PAM por el plaguicida organolosforado, el cual se¢ encuentra unido @ 1a enzima en su
sio active como resultndo de una exposicion previa. 11 2-PAM por su naturaleza
nucleafilica rompe el enlace formado entre enzima v plaguicids, formandose un

conjugndo Z-PAM/organofosforado regenerando el sitio activo de fa enzima {Houvper,

2003), Lo proporeion de enzima reactivada es caleuladn como en 5,7.3,

302 Procedimients. Por cada muestra se etiquetaron 3 tibos de ensayo desechables

con los sipguentes tlulos: prep™, ™ y - E] primero sirvio para determinar actividad
de ACRE, mientras que 47y < son la muestra con y sin 2-PAM respectivimente,
Adicionalmente por cada incubaeidn se prepard un jubo eliguetado coma blanco de 2-
PAM. se Hevd a cabo la dilucion final (1:10) de Ta muestra con solucion amortipuadora
de tosfitos pH 7.4 en Irio. Posteriormente se afadieron muestra y reactivos sepn orden y

cuptidades (modificadas para un volwmen de 1 mib) especiiicadas en In tabla 5;

Tabla & Orden y cantidades de renctivos empleados para Ja
reaetivacion asando 2-PAM

Reactivo prep 4 - hii\!qa_g_y\gpqg_p (2-PAM )
Apun 20, 2001
Bidestilada o
2-FAM 2001,
Muestra 1000, 10000, 1000,
(Bozimny
Solucion 1000,

amortiguadora
Josfatos pH 7.4
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Una ver apgregados Jos reactivos como se indica en 1a tabla 3, se procedia a incubarlos
peyr un pertodo de 30 minutos en bafio de agua a una temperadura de 25°C, con excepeion
del tubo identilicado como “PREP” que se incubd en bain de hiclo, Después det periodo
de incubaeidn las muestras (4 wbos) se eolocaron en hiclo hasta medir Ja actividad de

AChI,
8.7.2, Medticidn de In Actividad de AChY,

5.7.2.1. Fundamenta, La AChL hidroliza al sustrato sintético acetiliiocoling {ATCh) a
acetil mas tdocoling, La docoling liberada ataca al reactivo cromogeno DTN (deido 3,5-
ditio, his-2-nitrobenzoico) enlazando a una porcidn de la moléeula para formar e S-io-2-
nitrobenzoaty, el cual ticne una absorbancin maxima a 412 nm; la actividad consiste en

determinar la tasa de incremento en absorbancia en funcion del tiempo, el cual s

convertide a unidades de actividad (Elhman, 1961).

8.7.2.2. Procedimiento. Al términe del periodo de incubacion cada muoestra (120 1) fue

tratada como se deseribe en da tabla 6, gjustando e] volumen de reaccion a 1wl en

celdas de reaceidon rectangulares de 2 ml.



Fabla 6 Orden y camtidades de veactivos empleados para la
medicidn de setvidad de ACTE usande el método Joe
Elmnan

Cau
Actividad AChE

Renectivo

inco de Reaccion

Solicion
smortiguador: 6RO . R00 1,
DTNB 80 0 80 yl.
Sustraty 200, 120 p.
Mucesira

(Enzima) 1200 o

Calewlos

slguiente manera:

A KETI0" I3
KA

L= Unidades de actividad por peams de cerebro cauivalentes a pmolaes/min/p,
2 i

30

Una vez adicionados Jos reactivos, se midid la absorbancia de cada muesira en un
espectrofotdmetro La Motte NX2930 a 414 nm, previa lectwra del blanco de reaccion.

Para cada muesira se registraron lecras de absorbancias cada 30 segundos durante 4

5.7.3.0. Actividad de ACQhE. Parp cada muesira se obtuve el incremento en absorbmicia
o lasa de abyorbancia mediamte una represion lincal simple entre tempo v lecturas de

absorbancia, Posteriormente se translorntd esta tasa a untdades de actividad de la
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tat e Coeficiente de extineidn molar para la moléeula de TNB (S-io-2-nitrobenzoals)
tiene un valor especifico de 13600 (om* M)y,

“hY = Bgpesor de celda det espectrolotdmetro (1 cm).

Vi = Volumen del ensayo (L).
VM = Volumen de muestra (ml).

12w Factor de dilucion (1/94)

§.7.3.2, Determinacion de Jas muestras reactivables (% de inhibicidn), Se compard Ja

actividad  post-ineubacion de los tubos " con 2-PAM y ™" sin Z-PAM) pars
determinar diferencias estadisticamente significativas. Para cada muestra primero se
cortipia la petividad oblenida en las wbos tratados con 2-PAM restindole ¢ blanco de 2-
PAM, luepo se tes sustrajo la actividad obtenida en log tubos incubrdos sin 2-PAM, La
diferencia oblenida se conviriid a porcentaje de reactivacion de actividad de ACHE

cerebral (% de inhibielon) de la siguicnie manera:

Vo INHIBICION =

{1

Donge:

L= Actividad post-incubacian de twhos con 2-PAM

{7, = Actividud post-incubaciim de wbos xin 2-IPAM
Cuando Ta diferencia en actividad del tubo ipcubado con 2-PAM fue mayor que 5% por
arriba del tubo sin 2-PAM (Prueba “17 de Student de una ¢ola, o = 0,05), la muestra se

considerd reactivable o inhibida,
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5.9, Andling estadistico

Se utilizo I prueba de Kolmogorov para probar normalidad de los datos, Dado que ne
pasaron Ja prucba de normalidad se realizaron transformacidnes loparitmicas de los
resultados de actividad de AChE. A partir de estos datos se efectuaron correlaciones de
Pearson para establecer relaciones entre los datos transformados vy las medidas
morfométricas, el transeurso del ciclo de cultive de tigo y valores de actividad ¢
inhibicion de AChE, horas de muestreo y actividad o inhibicion; ademis se empled el
andlisis de varianza (ANOVA) de una v dos vias para comparar los resuliados de
actividad o inhibicion entre meses de muesireo o meses ¥ sitios de muestreo. Para todos

estos procedimientos se wtihiad ¢ programa SIGMA STAT version 3.0,
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5.9, Andlisis estadistico

Se utilizd la prueba de Kolmogorov para probar normalidad de los datos. Dado que no
pasaron la prucha de normalidad se realizaron transformacidnes lopariimicas de los
resultados de actividad de AChIL A partir de estos datos se efectuaron correlnciones de
Pearson para establecer relaciones entre Tos ditos transformadoes vy as  medidas
morfoméricas, ¢l manscurso del ciclo de cultivo de wips y valores de astividad e
inhibicion de ACHE, horas de muestreo ¥ actividad o inhibicion: ademas se empled el
unalisis de varianzn (ANOVA)Y de una v dos vias para comparar Jos resultados de
actividad o inhibicion entre meses de muestieo o meses v sitios de muestreo. Para todos

estos procedinientos se wtilizo el proprama SIGMA STAT version 3,0.



O, RESULTADOS

6.1, Actividad de Avetileolinesterasa { ACDIE)

In La Tabla 7 se muestra In media de ks sctividad de AChIZ cerebral obtenida por mes en
los dilerentes sitios de muestreo {(Los datos penerales se muestran en el anexp 1), Se
observa gue la mayor actividad de AChE se presestd durante el mes de febrero en la parte
cenfral del dren de estudio. En la figura 12 se presentan los valores de actividad de AChI
con los sitios de muestreo peoreferenciados (anexo 2} en el Valle de Mexicali 13.C. y
Valle de San Luis Rio Colorady, Sonora,

Tabla 7. Media (X), desviacion estandar (IDLE) y valores muiximos y minimos de

Actividad (L) de AChE ecerchral en Bubulens ibis dek Delin del Rio
Colorsdo,

PUNTOS DE ACHhE (Vi)
MUESTREO ENERO-04 FEBREROD4 ™ MARZO-04 ABRIL-04
X nm 146 3.01 2 40
DL, fan 0.6 1.20 .41
NORTE MAX nm 4.13 3.0 el
MIN n 2,86 3.1 1.81
n i 5 5.00 1000
X 267 3 45 i 275
K, 0.1 0.68 o (.00
CENTRO MAN 2.8 A 550 iy .61
MIN 2.5% 2,58 M 1506
n .00 B.00 nm #3.00
X 2 518 HIm 207
D.E. 0.0 1.60 i 0.71
SUR MAX .04 1340 nm 3B
MIN 2,54 350 nm 1738
" 1.00 1006 am .00
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Figura 12, Georeferencincion de los resultados obtenidos para actividad de AChE

cerehral de Babwlcns ibis en el Debta del Rio Colorado



En la figura 13 se aprecia el comportanmento de la actividad de AChE, estableciendo
(para el andlisis) el indeio del cultivo a partiv del primere de Enero del 2004, asi como ¢l
micio deb Tomrajes a partir de fas 0 de la mahana, Se determing el coeliciente de
correlacion de Pearson (v, P, n) para observar sioel combio en la actividad esiaba
relacionado con la hora de muestren y si existin incremento o disminucion de la actividad

conforme avanzaba el ciclo de euluve de trigo.

(1)

rE

In BCRE €555}
L J
L
#
&

40 (30 B 0

iag

bt

1= HCRE (E244)

0 5 0 1

Horas

Figirn 15 Corvelacion de aetividod de ACOE en Bubidens ihis contra: a) dins
transenrridos o 1 captirea y by horas de Toreajes,



Los resullados de estag correlaciones mostraron que existe una baja relacion (r = 0,28, ]
< 004, n o= 53) entre horas de forrgjeo y actividad de ACKE (Figurs 130) cuando se

analizan todos los datos. Cuande se comparan diag contra actividad de AChE, se observa
gitrza ganadera conforme transcurrid ¢l ciclo de cultivo de wripofFigura 13a).

6.1.1 Yariacion espacio-temporal de In actividad de AChE

Al comparar Jos resullados de actividad de AChY agrupados por mes de muoestreo

mediante analisis de vartanza de upa vin, se obtuvieron diferencias significativas (igura

efectiidas reflejando una disminucion en Ly actividad de AChE gue var desde 4.2 Ufp en

fehrero, hasta 2.62 U/ en Abril casi al inal del ciclo agricota del irigo,

ACHE {tiig}

Figura 14 Comparaeion de In actividad de ACWE por mes
{Feb=Febrero, Mar=Mavao, Abr=Abril),

Tambicn se realiad ANOVA de dos vias para comparar ¢l efecto de los diferentes sitios v

fos meses de muestreo sobre la actividad de AChE, encontrando que el mes de muestreo



tiene un efecto mayor que los diferentes sitios (P<0.000 y P< 0,01 respectivamente) y que
existe una inferaceion significativa entre ambos factores a un nivel de P= 0,05,

Se realizo a proeba de Tukey pars comparar las diferencias entre los diferentes propos.
La comparacion de los diferentes silios de muestreo para el mes de febrero arrojo
diferencias significativas entre garzas muestreadas en el Sur (5.18U/2) comparadas o Jas
del Centro (P = 0.001) y Norte (7 < 0.01) (3.44 y 3.45 U/p respectivamente), lo cual no
veutre con las colectadas en los sitlos Centro y Norte durante este mismo mes; igoa)
sucede para los diferentes sitios durnte el mes de Abrit (Figwa 15). No se realizaron
anithists para los meses de enero y marzo debido a que no se contd con datos para todus

Lo sitios de muestren,

ke

ot

ACKE {Liigh
-

NG C 8 N © 8

fabrero Abril

Figura 15 Variacion de ln actividasl de ACBE por Sitios (N=Naorte, C=Centro, S=sur) dentro de
eadfa Moes de Muesiren, Eas lineas representan grupos homogéneos entre silios de
maestree para Febrere y Alwil; 2" representan dilereneing sipnificativas entre

meses en los distintos sitins,

Respecto a los contrastes de ta actividad de AChIE por meses en los diferentes sitios

(Figura 15), se puede ver que las garzas muestreadas en el Norle presentan una diferencia



con Ja diferencia significativa (1 < 0.001) presentada en el Sur (Abril 517 v Febrerm
27700 % lo cual en ambos casos implich una disminueion en la setvidad de ACKE,
ASPCCIO que no oeurre para el sttio Centro que se mantuvo sin cambios en estoy meses (17

= 1,05},

.2, Inhibicion de Aveuleolinesterasa  ACKIT)

Lin 23,2 % (13) del jotal de muestras de garzns panaderas (Bubulcus ibis) analizadas(56)
fueron susceptibles de reactivacion, de Jas cuales un 2 % (del olal) presentaron 20% o
mas de inhibicion arriba del considerado como indicador de exposicion a plaguicidas
(%3

organofostorados o carbamatos; el resto presentd algim grado de inhibicidn entre 5y 20%

(Figura 16a,b).

(a h

100 0 120

80.0 108
o B0 ; :;“j ‘
5 b 314

igg 820 an .

G >20) 20

| t i D M A
Inhibitidn MR 5 20% 1) =20%

Figura 16, a) Proporeida general de muestros inhibidas (1 y sin inhilsicion (N1 y )
Poreentajos de muaestras No veastivaliles (NI, Renetivalles entre 8-20%, ¥
»20% en Febrero (), Marno (M) y Abril (A),



o da Tabla 8, se muestra ln media del porcentaje de inhibicion de AChE ¢erebral
obtenidos por mes y sitios de muestreo (Los datos generales se muestran en ¢l anexo 1),
Se observa gue la mayor inhibicion se presentd en la parte Nore duante ¢l mes de
Marzo. Lo la figura 17 se presentan los resubiados de inhibicion de ACHE con los sitios
de muestreo peorelerenciados (anexo 2) en ¢l Valle de Mexicali B.C, v Valle de San Luis

Rio Colorado, Sonora.

Tabla 8, Media (X), desviacion estindar (ILE) y valores maximos y minimos de
porcentaje de inhibicion de AChE cerebral en In garza panadera del Delta del Rio
Colorade,

PUNTOS DE INHIBICION DE ACKHE (")
MUESTREO ENERO-08 VEBREROO4  MARZO-D4 ABRILDA
X nm 0.00 26 44 .61
D.L am Q.00 24,74 0.00
NORTE MAX nm .00 A%, 51 .91
MIN nm 400 10,96 65.91
0 i 0 200 1,00
x 18,689 13,60 s 1502
DY, ono .45 nm 0.00
CENTRE  MAX 18, 66 27 A3 fm 15 02
MIN 1864 8.0 b 16.02
" 1.00 4.0 nm 100
X 718 13,60 Py 12,81
.1, 0.00 795 i 0.00
SR MAX 7.78 18,58 an 12,84
MIN 7.78 141 Fn 12,81
n .00 200 m 1.00

AL = Actividing de Avetitoalnesierss,
e Tt e wgusten, MAX = Valor mdximo, WIR = Yakor minigse
TN ) B E e
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Figura 17, Georeferencincidn de los resnltados obtenidos parn la inhibicién de
actividud de ACOE cerebral de Bubulews ibis en el Delta det Rio
Caolorado.
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En la figura 18 se aprecia el comportamiento de fa inhibicion de ACHIE, estableciendo
(para el andlisis) el inicio del cullivo a partir det printero de Enero del 2004, asi come ¢l
imcio del forrajeo a partic de Jas 6 de Ia madana. Se determind el coeficiente de

correlacion de Pearson (v, P, n). no encontrandose (Figura 18a, b) correlacion con el

in)

40
30
20. W

0 } i ]

A1) 56 B0
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Cion

X Ishibi

00

ih
Y]
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(EI [

T adibicion
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Figurs 18, Correlacion del poreentaje de inhibicion de ACHE en 1a parza gamaders
(Bubalens Thivy contrn: a) dins vranseurridos o da captura.y 1) horas de
foryi e



6.3, Medidas Morfoméiricas

Los resultados generales de las medidas efeciuadag peso, sexo, ete., se presentan en el
anexo 1 Se levaron a cabo correlaciones entre las medidas morfométricas v los
resultados de inhibicion y actividad de AChE. Al respecty sobresale Ja disminucion
moderada pero significativa de la actividad conforme se incrementa ks longevidad de la
parza ganadera, medida como Jongitud de tarso (v = -042, p = 0.001, n = 52): ninguna de
las otras medidas se corvelacionaron en forma significativa con esta variable y fampoco
con los resultados de inhibicion, Se planted la regresion lopistica para relacionar sexos y

aetividad, pero no se encontrd relacion (p = 0.63),

6.4, Uso de Plapuiciday

Como resuliado de entrevistas realizadas en 8 de 14 empresas dedicadas a la fumigacion
agricola y distribuidas en ambos valles agricolas, se loprd recabar Jos datos mostrados en
fa tabla 9, donde se observa que eontre tos insecticidas mas wiilizados duramte 1a
temporada de trigo 20032004 se encuenira ¢l metamidolos, sepuido por of dimetoato y
lymbda cialotrina, los dos primeros organofosforados y el tercero un piretroide, Ademas
también s¢ usaron en menor proporcidn Paration  Metil, Monocrotolos,  Acefate,
Pivimicarb y Malation entre otros. La mayoria de las aplicaciones se reatizaron para
combatir 1a plaga denominada “Pulgdn™, la cual se presentd aproximadamente entre el 15
de febrero y 15 de margo, tanto en cullivos de trigo como alfalfa; sin embargo, sepin la

Techa proporcionnda por dos de las empresas fumipadoras ¢l inicio de aplicaciones se dio



an

i parthy de finales de Diclembre del 2003 concluvendo ¢l 31 de Mamzo del 2004, Lo
ahimo debido @ gue una gran proporcion de los agriculores aplican Jos insccticidas
combinados con fa primera aplicacion de Herbicidas anticipandose al brote de las plagas
de Insectos,
Tabla & Informacion sobre uso de insectividas en trigo en el valle de Mexicali y San

Luis 1LC, durante la termporada 2003.2004,
Tierra total cultivable: 208,000 ha

Extension de cultivo de trigo: 102,000 {50% del toal)
Hectireas de tripe fumigadas: 30,000 (30% del drea cullivada con Wrigo)

nseelicidn Dosis* Total gpheado | Notos
JE— - l‘i“ ‘)&”“‘ l' “I " N,
Mutnnidofos 1-1.5 3480580 % se utibizd oboun 59.2% de 1 extension luml;
Es un plaguicida o autorizado par este cultivo™
Primstoatn 075 B.020- 10,693 ‘w .mhw enun DEY de Ja zons fumigada,
B aulorizado para exte cultive
Loambda cyatoiring | 0.2-0.3 IR EENED i | nombre comin es KARATE, s aplicod en un

2. 3% de ta extensidn Tiomigada, Plagyicida
_ | awtorizado para este coltive

Paralion muetit b [,444 Se aphicd o un 2.4% de Ta zota Imnmuin
Plagiticida autorizado pars este cultive

Acelale 751 33844 nombre comim es ORTENE, se aplicd en un
ok de fa aona fumigada, plaguicidn no
_.aulm mum pma uw wllwn
Monourolotios 515

3" uh, I.i FOND Imm; mh |1In;_,_i,1.1uui.; e

.mml fndo para esle cultivo

B sombre comtig os PIRIMOR S0, se apliciy en un
3% e b zona tumigada, plagoicida attotizado
Jrara este cultivo

1 nombre comin es TTOSTATHON, se “aplict eb
un (L1 % de Jazony Bansigada, plaguicida ne
) L nerizade parn este eultivo
Mudalkon 050,75 M50 Mo aphvo enun | % de ty pona lumlp.nld

Pirimicarh

0.6-2.1)

S Llagiieida no atorizado pars gse eultive -
Vhmeriatio- 4506321 Mombre comin de osta m es AFFLIX que se
Malation aplicd o un .8 % de la zona fumipada, plaguicidas

. o dutorizados para este cullive
Yimetoplo- 562675 Se aphicd en un 0.8 % do la rona Ium:,mzl.i
Paratidn meti] —_— plaguividas no antorizados para este culiive

TOT AL A T TG |

S Se utilizo la pula de plaguicidas autorizados de uso agricola para sacar la dosis por
ingrediente activo (Direccidn de Sanidad Vegetal, | ‘)S)H}).
ECICOPLAFEST, 1998




7, DISCUSION DI RESULTADOS

7.2, Actividaid de AChL

Como lo muestran os resuliados, se observd una dismipucion significativa de la
setividad de AChIE cerebral conforme avanzd el ciclo de cultivo de trigo, es decir, que Jas
garzas muesirendas al comienzo del estudio (Tebrero) presentaron un promedio mayor de
actividad que las tomadas al final en abril; situacion gue se refleja en las correlaciones
efectuadas entre los datos obtenidos de sctividad v los dias a I woma de 1a muestra, asi
comao también los resubtados del andlisis de varianza efectuados para evaluar variacion
entre meses. En los andlisis de correlacion se excluyeron los resultados del mes de enero
debido a que estas muestras no fueron analizadas inmediatamente despuds de la colects y
a que solo se capturaron 3 individuos, evitando el efecto del mayor tiempo  de

almacenamiento de estas muestras sobre s baja actividad de AChLE abienida en enero.

Delas medidas morfomdéneas womadas, la Jongitud  del tarso se correlacions
negativamente con Ja actividad de ACKE, sugiriendo que la actividad de tas parzas
disminuyd Hperamente con el ingremento en Ja edad o longevidad de ésta ave, Lo anlerior
no concuerda con la informacion de la revision efectanda por Thompson (1999), quien
seflala que para In mayoria de las especies de aves, los niveles de actividad de ACH)
cerebral (o det plasma) tienden a incrementarse vawdas veces desde la anidacion hasta
vatores estables en Ja edad adultn, Resultados similares son tos oblenidos por Wolle el

ak, {1998) al evaluar Ja dependencin de Ia edad sobre o wxicidad de plaguicidas
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organofosforados (diazinon y terbulos) en Strnys vulgaris v Ageloius phoenicens,
guienes  concluyeron que tanto la actividad de la Ch)? del cerebro vy plasma se

incrementaba con by edad de Jas especies estdiadas.

g posible gue la disminucion en la actividad de ACKE pudiera deberse a que conforme
avanzo el ciclo de cultivo se ulilizaron mayores cantidades de plaguicidas, aumentando la
exposicion de la parza y dando Tugar a fa reaceion de envejecimiento que se presenta con
el tiempo entre los organofosforados y Ia enzima, Bsto explicaria los valores bajos de
actividad oblenidos en las muesiras en ef mes de abril, 1o gue de ser eferto, también daria
lugar & una subestimacion de los resultados de inhibicion, dada ln posibilidad de que
parte de la enzima estuviers envejeeidis o inhibida de forma permanente por algin
plaguicida.  Ln este sentido es baportanie sefialar que los plaguicidas organofosforados
de mayor wso, segin Jos resultados obtenidos en este estudio, como son metamidolos,
dimetoato, paration metil, acefate, monocrotofos y malation pertenecen al prupo de
plaguicidas que tienen mayor tasa de envejecimiento y por fo tanto son menos propensos

a reactivaeidn (Fairbrother et al,, 1991, Gallo y Lawryk, 1991; Martin et al., 1981),

7.2, Inhibicidn de ACHI

Poco mads del 20 por ciento de las garzas muestreadas fueron susceptibles de reactivacion,
lo coal indica que al menos presentaron un 3% o mayor inhibicion de Ja enzima

acetileolinesterasa cerebral, éste resullado coincide con el obienido por Parsons y otros



A
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(2000}, quienes deterninaron que un 12.8% de Jos sueros de parzas ganaderas anidando
en ecosistemas agricolas de USA presentaron inhibicion por organofosforados. Tste
porcentaje significa que una elevada proporeion de las garzas muestreadas entre enero y
abril, probablemente estuvieron expuestas a los plaguicidas orpanofosfinados usados en
tos cultivos de wigo o alfalla del delts del Rio Colorado. De ésta proporcion solo dos
parzas mostraron una inhibicion superior al 20%, niveles que han sido empleados como
indicadores de exposicion a plaguicidas organofostorados o carbamalos (Mineau, 2002
Grue et al, 1991), Asumiendo que el procedimiento de reactivacion con 2-PAM solo
reactiva Chlz cerebral inhibida por organofosforados, estos resultados no contemplan la
posible inhibicidn por carbamatos debido o que no se efectod reactivacidn medianie
hidrolisis espontinea,

La inhibicion mas alta se encontrd (45%) en la parte centro del area de estudio
correspondiente al mes de marzo. s probable gue tales niveles se deban a gue a finales
de febrero v principios de marzo se intensiliearon las aplicaciones de insecticidag, debido
a o presencia de Ja plaga denominada “pulpdn” tanto en los cubtivos de trigo como de
alfalla.

At cuando el andlisis de varianza electuado no muestra dilerencias entre meses de
nruestres, la proporciiom de garzas con inhibicidn de ACHI disminuyd en el mes de abri).
Esta disminucion puede deberse a que durante éste mes la mayoria de las muoestras se
colectaron en el transeurso de la mafiana, resultando en un menor tempo de forrajeo de
las parzas y por o tanto a una menor probabilidad de exposicion. Lo anterior obedecio al

aumento en la eficacia del método de captura empleadn, Owo factor invelucrado pudy ser



la renecion de envejecimicnto gue se presenta entre la ACHT v los organolosiorados, ésia
reaccion produce a inhibicion permanente de 1a enzima vy ¢l 2-PAM no puede regenerar
suactividad (Hooper, 2002 Stapley, 1993),

s posible que las parzas que presentaron inhibicion de AChE cerebral, hubiesen
presentado niveles de inhibicion de ChE plasmatiea de mayor consideracion, debido a
que se ha encontrado (Parsons et al., 2000, Melnnes et al,, 1996) que se requicren niveles
de exposicion clevados para inhibir fa AChE cerebral, en comparacion con aguellos
requeridos para la Chl: del plasma,

s probable gue obras aves de hdbitos similares a la parza panaders, residentes o
migratorias, presenten diferentes prados de inhibicion de AChE cerebral, aungue como b
sido demostrado por diferentes investipadores (Mineau et al., 2001; Bargess ot al., 1999)
dependerd de la sensitvidad de toles especies a los plaguicidas organolosibrados o

carbamatos empleados en el Delta del Rio Colorado,

De Jos plaguicidas empleados durante ¢l periodo de muestreo sobresale el uso del
organofosforado metamidofos, el cual sepun la abla 8 se aplicd en la mayor parte de la
superficie del eultive de trigo, seguido por el también organofostorado dimetoale y ¢
piretroide Tambda cialotrina. s posible gue el emplen de estos orpanofbsforados haya
adguiride importancia haets mediados del ciclo en febrero y marzo, dado que de acuerdo
i las entrevistas realizadas a Jos responsables de las empresas fumigadoras, fue cuando se

presentaron las mayores infestaciones del insecio denominado “pulgdn®™; siluacion gue
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oblipd a realizar husta 2 aplicaciones adicionales al cullivo de trigo, Degandose o tener
hasta 3 aphicaciones en algunas parcelas tanto del cullivo de trigo como de allala,

KL orden en ¢l uso de los plaguicidas de acuerdo con las observaciones realizadas estuvo
inclinado al emples def carbamato pirimicarb, Hegéndose a aplicar de manera preventiva
durante el primer riego (a finales de diciembre del 2003 y los primwros dias de enero de
2004). Lin alpunes casos el piretroide lambda cialotring también se Hepd a usar de munera
preventiva, pero las mayores aplicaciones de éste insecticida también ocurrieron durante
el periodo fuerte de infestacion. Fsta practica, de acuerdo con lag observaciones
realizados resulld ser de uso generalizado, es decir, una buena parte de los agricubores
realizan aplicaciones sin existiv la presencia de la plaga, lo cual hace que ta garza
ganadern y otras aves forrajeando sobre el rigo estén sometidas a un mayor riesgo de
exposteion probablemente innecesario,

Respecty alb volumen de insecticidas aplicado (aproximoadamente entre 48,000-70.000
litros) el resultado que se obtuvo posiblemente subestime las cantidades reales aplicadas,
debido n gue Ja informacion se colectd s6lo a poartir de empresas acrofumigadoras,
despreciandn la parte de aplicaciones efectuadas por oros medios terrestres como lo es ¢
uso de bombas manuales (mochita) y/o wactor, También cabe mencionar que no fue
posible entrevistar a cuando menos § de tas 14 empresas aerofumigadoras, 1o que
posiblemente aumentaria ¢l volumen ol de aplicaciones, Considerando | anterior y
sepun los datos proporcionados por ¢l Distrito de Riego 014, Rio Colorado dependiente
de Ja Comisidn Nacional del Agun, hasta ef 30 de abril del 2004 se {levaban regadas 89

382 ha de wipo de las 102,000 programadas para el ciclo 2003-2004. Esto adguicre



refevancia sise loman en cuenta Jos pocos datos existentes sobre uso de plaguicidas en el
distrito de riego, como son los reportados por Moreno (2002) guien asume gue par
cielog apricolas con aba infestacion de plagas, por lo menos se aplica un liro de
msectivida por heetdres, fal es el caso del ciclo tripuero 19992000 en donde ésie
investipador reporta un volumen de Q0817 liros de insecticidas aplicados n ta misma
cantidad de hectireas. Situacion similar se reporta en datos proporcionados por el Distrito
de Pesarrollo Rural 002, Rio Colorado (SAGARPA, 2003) para ese mismo ciclo donde e
96% (R7058 ha) de la superiicic sembrada necesitd de alpin ingecticida y al menos una
aplicacion, sin embargo la calidad de esta informacion con tespecto a tas dosis, fos tipos
de tnsecticida y sus proporeiones no es conocida,

s clare que el patron de uso de plaguicidas en ¢l Deli det Rio Colorado ha cambiado y
s¢ ha mantenido en el empleo de Jos compuestos organolosforados en mayor proporcidn,
sepuido por los carbamatos y piretroides. 5in embargo se debe considerar que ésle
estudio se enfoed al pateon de plaguicidas usados en el cultive de tigo por o que on
estudios posteriores se debert 1omar en cuenta al alpoddn y ta allallh, los otros dos
cultivos tradicionales preponderantes en el Delta del Rie Colorado. Ninguna de lag
empresas encuestadas aportdy informacion sobre vso de s orpanoclorados wdavia en uso
avtorizados por la CICOPLAFEST, Lo anterior s¢ puede observar si se compara el patyén
de uso de 1971 a) actual, wn solo cse afio se aplicaron 233,770 Kp. del insecticida
organpelorado DIYT de 439,751 Ky, de los insecticidas 1owles aplicados, que en
combinagcion con endosulfan representd el 97% del otal en ese ciclo solamente pa

alpgodon (57,570 ha), para 1972 el patrdn fue casi jpunl en datos reportados por Alvares-
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Borregy y olros (1973), La diferencia en nmbos patrones estriba en fa fuente de Jos dates,
mientras en 1970 y 1972 las aplicaciones eran supervisadas por fa actua) SAGARPA,
ahora no existe supervision directa y por lo tanto Jos datos deben ser obtenidos a partie de
mecanismos como los usados en este estudio, con ¢l inconveniente de gue s6lo se
abtienen estimaciones sobre el tipy y magnilud de las aplicaciones reales, Un ASPECLD
importante para mantener up inventario actwalizado en éste sentido, es la posibitidad del
empleo de modelos de prediceidn de inhibicidn de colinesterasa en aves, en funcion del
tipo y dosis de organolosforados v/o  carbamatos aplicados, evitando o andlisis
destruetive que por lo general suele realizarse al evaluar exposicion a estos plaguicidas

(Corson et al, 1996); o estimar la probabilidad de mortabidad (Mineau, 2002),



8. CONCLUSIONIES

Seevalug Ta exposicion a plaguicidas organofosforados en funcion de la inhibicion de la
enzima acetiteohinesterasa cerebral en la garza ganadera (Bubidivus ibixy forrajeands en
ciltivos de trigo del Della del Rio Colorado, encontrindose que en 23.2% do ellas se
presentd al menos un 3% de inhibicion o mas aplicando el méodo de reactivacidn con 2-

PAM.

Ls probable gue Ja reaceion de envejecimiento mejor conocida por su nombre en ingles
como Taging”, sea un factor determinante en Ja disminueidn de la actividad de AChE
abservada en I garza ganadera conforme avanzo ¢l ciclo del colivo de ripo. Ritacion
que pudiera estar relacionada con los organofosforados aplicados al eullivo de trigo, ya
gue el metamidolos, dimetoato, paration metil, monocrotolos y malation, pertenceen al

grupy de organplosliorados con grupos substituyentes dimetilo que son mas propensos |

fa reaceion de envejecimients,

Mo fue posible establecer zonus de mayor o menor riesgo de exposicion, sepan las
comparaciones electupdas y dado los pocos datos de inhibicion obenidos, ademis de que

las garaas realizan vuelos alimenticios de hasta 35 Km,

Se dogrd determinar que ¢l patrdn de wso de plapuicidas en wigo en el Dol del Rio

Colorado, estd mayormente orientado a) empleo de plaguicidas  orpanofosforsdos



(principalmente metamidolos y dimetoato), piretrotdes (Jambda claloting) y carbamatos

(pirimicarh),

La reactivacion quiniea “im site” de la enzima acetilcolinesterasa cerelwal resulio ser de
gran whilidad, debido a la incapacidad de contar con un grupo de parzas control ya que e
imieo sitio de anidacion detectado, asi como los dos sitios de agregacion encontrados,
estuvieron ubicados on sitios con cantpos agricolas adyacentes, el reactive 2-PAM
permitio usar cada muestra como su propio control a) incubarla simultineamente con y

sih el reactivo bajo Jas mismas condiciones,

9. RECOMIENDACIONES
Es posible que owras aves residentes o mipratorias presenten un riespo de exposicion
similar al encontrado para ba garza ganadern, por fo que en un fuluro, seran necesarios
olros estudios que inchuyan o un mayor nimero de espegies v determinar cual de ellas son

mas sensitivas a los Upos de plaguicidas empleados en ef Delta del Rio Colorado,

Los resullados de inhibicion y actividad fueron georeferenciados o un sistemn de
informacidn geografica del Delia det Rio Coloradn, en estadios futwros es recomendable

amphar el drea de estudio para poder diferenciar posibles variaciones espaciales,

Mayores estudios son necesarios para determinar ¢l paon de uso de plagnicidas en ¢l

resto de cultivos de importancia (forrajeo de aves) como son algodon, alfalfs y horinlizas.
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ANEXO 1. Resaltados generales de actividad e inhibicién de ACRE. d
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ANEXO 2. Coordenndas en UTM para peorenferenciacion de

actividad ¢ inhibicion de ACHE

No. A R _— Inhibiciin
Muestra UFM-X UTM-Y  AChE /g w,
2001041 GYIIIZH0 - IFTSO0R.DS 2.34 7.78
2201041 HRI28A.76 357672247 2.53 18.69

2201042 GRH252.770 3576721247 2.82

13412041 6417080 357722284 2.55 13,90
| 302042 OB 1TORG 357722284 2.062

1302043 HRATTORD 357722284 3.4

1302044 68417080 357722284 37 8.03

F3O204-5 OG84516,30  3576716,74 345

140204-6 68276028 357673579 3.58 10.36
F602004-7 OGRISHY.2Z 337073088 377

166204-8 ORISEN.22 3576730.88 4.59 22,83
I BG204- 67244343 3572597.07 4.3

1802042 OGORBRO3.4T 357413023 4.57

802043 HOVANIIY  3573802.72 B.30

1802044 733104 3FT7IRG66.49 4.53

LEOZ04-man 66906458 357283495 7.55

200204~ | OGUIRGT AR 3ER5554.9] 2.86

200204-2 OV3151.56  3583168.00 3.37

2302041 OYTRY0.33 3584343534 403

230204-2 GO7EVG,33  3584545.34 345

230204-3 OYOM36.27  A5E0308.98 3.47

260204-1 GT02)6.01 357170312 578

2702041 670216010 357170312 3.50 1A
270204-2 67021611 3571700002 3.5

22043 O70216.0 1 35THT03.12 4.63

2705204 -4 O70216.11 35TEI03.2 4.48 1554
F70304-1 OR2690.70  3382103.77 355 143,90
[70304-2 HR2GN0,70  I3R2163.77 3.3

19034-] GROIFH .90 3577510605 3.0 45.91
2003041 OUTRIT.00  3591764.03 357

200304.2 GUOIHL IR 3590746,82 6.02

0204041 OGF2A7478 0 337175806 2.00

020404-2 HIATIO8  350M06.41 2.40

0204043 HOSININE 357447389 .92

0304041 ORIDIBDS 357755211 | B8

(0404041 GYDES3I6 358743815 1.94

04042 67217566 357238733 1,73

050404-] 07341728 35744249.25 337

(Y



ANEXO 2, Coordenadas en UTM para georenferenciacion de

actividad ¢ inhibicion de AChY,

Na, " , " _— Inhilyicion
Muesira LY M-X UTM-Y  ACHE tifg W,
0504042 O73417.28 3574472925 280 1281

050404.3 673417.28 357442925 3.06

050404.4 67341728 357442925 240

O50404-5 G73417.28 357442925 3.33

0504046 GESOAT.BO  35RVOGO.07 1.56 b5.02
O50404-7 GREA08.4)  358ERTD.73 3,81

O30404-8 HREA0R.41  35RBRTY.73 2.02

0504049 OGR7R1G.87  A5B9220.26 1.51

O50404-10  6B7R16,87  3589220.26 315

0604041 GO2OV0.70 338216377 2,07

OO 04-2 HRIGD0. 70 3AR2I63.77 2.60

060404-3 GY2680.70  3582103.77 .44

DO040:4-4 OHU26890.70  3582163.77 25

06040445 OUH23102  3585859.32 3,23 6,91
070404~ GYRIR3ID ASR7A40.37 247

070404-2 OUOTRAEE  3EARA40.37 205

(3704043 HYO183.12  3587440.37 1,81

(070404 -4 GRUIEI T2 35RT440.37 4.8

70
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Anexo 3, Formato de entrevista para recabar informacion sobre wso de plaguicidas

CENTRO DEINVESTIGACION EN ALIMENTACION Y DESARROLLO

CIAD-MANEJO AMBIENTAL

Entrevista dirigida a Empresas Fumigadoras del Deha del Rio Colorado:

Momlire de la

Mamero de enbevisias

L . Quié insecticidas aplico esta 2. ;Dosis/ha?
temporada para ¢ rigo?

....................................................... (Lo Kg, de IAJHAY

| producin A B

3. isuperficie en
Primera aplicacion = A ha (0 aprox.)
Segunda aplicacion = B fumigadas con
cada producty)

HA.

L ISFORMACHEN PROPORCTONADRA SOLO SERA EMPLEADA PARA FINES DE ESTE PROVELTO Y TENDILA

£ Qué métoda de aplicacion empled? Si utilizd varios ; Porcentaje?

TERRL:S] %

i

OrRG %

g Fechay aproximadas o exactas de la primera y Wllima Fumigacion?
PRIMERA
DLTIMA.

HUGHACTAS OR 51 COLABORACHING,

CARACTER CONFIDENGCIAL,
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ANEXQ 4. Preparacion de materiales, reactivos y equipo

A) Renetivos
o Solucidn amortignadora de fosfatos pit 7.4, preparada a partiy de una solucion de
lostato de potasio monobdsico (KHEPOL) 0.1 M (6,8045 ¢ de K110 en 500 mi.
de agua bidestilada) y una solucion de fosfato de potasio dibdsico (K100 0. 1M
(872 ¢ de KoHPO, en 500 mL de agua bidestilada). Lo solucidn de ¥K,HPO, se
adiciona a ta de KH POy hasta alcanzar el pH de 7.4,

2, Solueidn 5,1 x 10 M de 2-PAM (piridina-2-nldoxima metactoruro), 0044y de 2-
PAM se disuelven en 50 mL de apua bidestilada, mantener entre 0-5°C. Prepavar
Justo antes del andlisis,

3. Solucion amontignadora pld 8.0, Preparada como en ¢l punto |, la solueion de
K23 Py se adiciona a la de KHRPOY hasta aleanzar el pH de 8.0,

4. Solucion 4.04 x 107 de IYINB (acido 5,5-ditin, bis-2-nitrobenzoico), 0,040 g de
IYINB se disuelven en 25 ml de solucion amortipuadora de fosfatos pH 7.4,

5. Solucion 8.33 x 107 de joduro de acetiliocolina {(ATCh). 0.06025 g de ATCh se¢
disuelven en 25 ml de apua bidestilada,

6. Agua bidestilada

B) Malteriales y Eguipos
o Homogenizador Ultrg-turres T-25
2. Micropipeta Pipet-lite J-CMI3 2000 ml,

3. Vasos de precipitado 300 ml marca PYREX



4. Tubos de ensayo de polipropileno 7 v 15 ml..
30 Hspectrototdmedro La Motie NX2950

6, Celdas rectangulares de 2 mb y 1 am de espesor

7. Micropipetas Pipet-lite R-CMIB 20, 2000y 2000 ml.

8. Cenirifuga de campo.

13











