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RESUMEN 

La papa (Solanum tuberosum L.) es originaria de los Andes. En Ecuador, la provincia del 

Carchi es la más representativa con el 32% de la producción. Los IOP´s (Insecticidas 

Organofosforados), como el Clorpirifos, son los agroquímicos mayormente usados por 

parte de los agricultores en los cultivos de papa.  El objetivo de este trabajo fue evaluar la 

eficiencia de biodegradación de un insecticida organofosforado en muestras de suelo de 

cultivo de papa, mediante la aplicación de Trichoderma harzianum y Pleurotus ostreatrus. 

El trabajo se llevó a cabo en dos fases: de campo y de laboratorio. Se utilizó un DCA con 

cuatro tratamientos (T0: muestra del suelo sin hongo; T1: Muestra de suelo más Pleurotus 

ostreatus; T2: muestra de suelo más Trichoderma harzianum; T3: Muestra de suelo sin 

Pleurotus ostreatus sin Trichoderma.harzianum) y cuatro repeticiones. Se utilizaron 

ADEVAS con un Tuckey del 5% para variables con significancia. El T3 resultó el mejor 

tratamiento con el 66.80% de insecticida biodegradado a través de los procesos 

enzimáticos como el uso de las enzimas P-450 monooxigenasas en Trichoderma 

harzianum y la Ruta del Shikimato en Pleurotus ostreatus incorporando el insecticida a 

sus procesos metabólicos. Se aceptó la hipótesis alternativa que establece que la 

biodegradación de un IOP en muestras de suelo de cultivo de papa es posible mediante la 

aplicación de Trichoderma harzianum y Pleurotus ostreatrus. Por lo tanto, la 

biorremediación es una herramienta mucho más eficaz y eficiente que los procesos físico-

químicos convencionales, más caros e ineficientes.  

 

Palabras clave: Micorremediación, clorpirifos, Csiro Piri Software 

 



   
 

 

 

ABSTRACT 

 

The potato (Solanum tuberosum L.) is native of the Andes Region. In Ecuador, Carchi is 

the most representative province with 32% of production. The IOP`s (Organophosphorus 

Insecticides) such as Chlorpyrifos, are agrochemicals mostly used by potato farmers. The 

objective is to evaluate the biodegradation efficiency of an organophosphorus insecticide 

in potato soil samples by the application of Trichoderma harzianum and Pleurotus 

ostreatrus. The work was carried out in two phases: field and laboratory. In this work it 

was used a DCA with four treatments (Soil sample with Pleurotus ostreatus, T2: soil 

sample with Trichoderma harzianum, T3: Soil sample with Pleurotus ostreatus and 

Trichoderma harzianum) and four replicates. In addition, ADEVAS was used with a 

Tuckey of 5% for variables with significance. T3 was the best treatment with 66.80% of 

biodegraded insecticide through the enzymatic processes of each applied fungi as the use 

of P-450 enzymes in Trichoderma harzianum and the Shikimato Route in Pleurotus 

ostreatus incorporing the insecticides to their metabolic processes. 

 It was accepted the alternative hypothesis that establishes that the biodegradation of an 

IOP in soil samples of potato cultivation is possible by the application of Trichoderma 

harzianum and Pleurotus ostreatrus. Therefore, bioremediation is a much more effective 

and efficient tool than the more expensive and inefficient, physical-chemical conventional 

processes.  

Key words: Micorremediation, chlorpyrifos, Csiro Piri Software
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INTRODUCCIÓN 

 

La papa (Solanum tuberosum L.) es originaria de los Andes. Se produce en todo el mundo, 

especialmente en climas templados. Es considerado el tercer cultivo más importante a 

nivel mundial después del trigo y el arroz con 385 millones de toneladas de tubérculos 

producidos en 19.2 millones de hectáreas (INIAP, 2016). 

 

La agricultura es una de las actividades productivas con mayor impacto en el ambiente. 

En las tres regiones del Ecuador, el monocultivo se apodera de los paisajes y de grandes 

áreas de terreno (Rivas, 2010). La Sierra ecuatoriana sin duda alguna, es la región 

agroproductiva más destacada, tanto por los productos que se obtienen como por sus 

rendimientos, siendo el cultivo de papa uno de los más sobresalientes.  

 

En Ecuador, la papa es uno de los principales cultivos que vincula a más de 82 000 

productores (INIAP, 2016). Según el (MAGAP, 2013) el cultivo de papa, actualmente 

vincula a 88 130 productores. Además, al menos 250 000 personas están involucradas 

directa e indirectamente con este cultivo (MAGAP, 2013). Aproximadamente el 81% de 

la producción es comercializado para consumo interno (INIAP, 2016).  

 

La papa se produce en las diez provincias de la Sierra ecuatoriana, siendo la más 

representativas: Carchi (32%), Cotopaxi (19%), Chimborazo (14%), Tungurahua (14%) y 

Pichincha (10%), abarcando el 89% de la producción a nivel nacional (MAGAP, 2013). 

Las variedades cultivadas, preferentemente en la zona Norte son: Superchola, Gabriela, 

Esperanza, Roja, Fripapa y María; en la zona centro: las variedades nativas Uvilla y Leona 
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Blanca así como Gabriela, Esperanza, Fripapa y María; y en la zona sur: Esperanza, 

Gabriela, Bolona y Jubaleña (Agroecuador, 2014).  Según el  (INIAP, 2016) la región 

sierra norte ubicada a una altitud de 2 800 a 3200 m.s.n.m., alberga a los mayores 

productores de papa a nivel nacional, destacándose los cantones: Tulcán, Montúfar, 

Espejo y Huaca de la provincia del Carchi, con una producción anual aproximada del 40%. 

 

La producción de papa en esta provincia se ve amenazada por plagas como el gusano 

blanco (Pemnotrypex vorax Hustache) y por insectos masticadores como el minador 

(Liriomyza sp.) y la polilla (Tecia solanivora) (INIAP, 2016), considerados un problema 

fitosanitario. Los agricultores emplean agroquímicos como la alternativa imperante para 

el control de estas plagas (Gallegos, y otros, 2010). Según (Aldás, 2012) estos productos 

químicos se adquieren sin un previo criterio técnico y por recomendación de otro 

agricultor causando un grave problema de contaminación a nivel del recurso suelo, agua 

y aire.  El objetivo es incrementar la productividad en un corto periodo de tiempo por 

encima de la sustentabilidad ecológica, dejando un alto nivel de contaminación como 

resultado (Del Puerto, Suárez, & Palacio, 2014). Cabe destacar que cada vez la capacidad 

adquisitiva de agroquímicos por parte de los agricultores es mayor, lo que desemboca en 

un mayor uso de agroquímicos para el control de plagas (Gallegos, y otros, 2011). 

Además, existe escasa conciencia ambiental por parte de los habitantes y la falta de 

aplicación de mecanismos de control por parte de las instituciones públicas y privadas ha 

llevado a que estos insumos se sigan empleando de manera inconsciente (Aldás, 2012).  

 

El uso inadecuado de agroquímicos es un problema que concierne no sólo a agricultores 

sino también a ambientalistas (Gallegos, y otros, 2011). Según (UNODC, 2010) el uso de 
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estos productos dificulta la preservación de: los ecosistemas, los recursos naturales, la 

salud de las comunidades rurales así como la calidad de la papa y sus rendimientos. 

 

Los plaguicidas químicos, como los insecticidas, han proporcionado una mejora 

significativa en la producción agrícola, sin embargo, también han ejercido un importante 

efecto adverso en el ambiente debido a su toxicidad, elevada bioacumulación en productos 

de consumo local sobrepasando los límites permisibles, así como su persistencia en suelo, 

agua y aire. La aplicación de los plaguicidas y los residuos generados, el mal manejo y la 

disposición incontrolada de los mismos, son las principales causas de contaminación 

ambiental, principalmente del recurso suelo debido a su elevada adsorción sobre la materia 

orgánica, su baja volatilidad y estabilidad química que les confiere un bajo grado de 

movilidad y una elevada persistencia. La volatilización y la disolución en cuerpos de agua 

son importantes mecanismos de dispersión de la contaminación (Semple, Morriss, & 

Paton, 2003).  

 

Los IOP´s (Insecticidas Organofosforados) son los agroquímicos mayormente usados por 

parte de los agricultores. Estos presentan menor persistencia que los organoclorados 

debido a los procesos de transformación ambiental que se efectúan más eficientemente 

sobre los enlaces fosfoéster de estas moléculas. A pesar de ello, la degradación parcial 

genera subproductos de mayor toxicidad que los compuestos parentales (Vittozzi, Di 

Consiglio, & Testai, 2001) citado por (Narváez, Palacio, & Molina, 2010) ocasionando 

resistencia por parte de las plagas, contaminación ambiental, toxicidad.  
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Se ha visto afectada la microbiota del suelo, ha disminuido la materia orgánica del mismo 

tornando al suelo insuficiente e improductivo a largo plazo. A pesar de ello representan 

en este sentido un avance dentro del sistema agroproductivo del país (Baird, 2001). Todos 

los insecticidas organofosforados poseen un átomo de fósforo pentavalente al cual se unen 

otras moléculas (Baird, 2001).  

 

Según el Plan Nacional del Buen Vivir emitido por la (SENPLADES, 2013) es importante: 

“fomentar la investigación en biotecnología en el país con el fortalecimiento de institutos 

de investigación y universidades”; es decir hacia la producción futura de bioplaguicidas a 

través de metabolitos secundarios micóticos y a la aplicación de investigación 

biotecnológica de calidad. Es importante destacar la importancia de rescatar sistemas 

agroproductivos que busquen aumentar sus rendimientos sin la aplicación de insecticidas 

organofosforados respetando la naturaleza y todas sus formas de vida. 

 

Por estas razones, el presente trabajo busca reducir la cantidad de IOP´s presentes en el 

suelo de un cultivo de papa a través de un proceso de biodegradación mediante el uso de 

la maquinaria enzimática de un basidiomiceto (Pleurotus ostreatus) y un deuteromiceto 

(Trichoderma harzianum) desdoblando la molécula del insecticida y la posterior 

bioremediación del suelo por agentes fúngicos. 

 

Un gran número de enzimas de hongos están implicadas en la biodegradación de 

contaminantes orgánicos altamente tóxicos. En los últimos años las nuevas tecnologías 

han hecho énfasis en el desarrollo y aplicación de estrategias de remediación sostenibles 

como los complejos enzimáticos. La información sobre estrategias enzimáticas de oxido-
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reductasas e hidrolasas entre otras enzimas han sido estudiadas a profundidad (Karigar & 

Rao, 2011). 

 

Estas estrategias, denominadas como: “tecnologías de biorremediación”, son menos 

costosas y menos destructivas con el medio ambiente comparadas con las tecnologías de 

tratamientos físicos y químicos, mismos que son más costosos, generan un impacto y 

definitivamente no son efectivos para realizar este tipo de recuperación ambiental (Atlas 

& Unterman, 1998). La biorremediación es un proceso biotecnológico rentable y amigable 

con la naturaleza (Karigar & Rao, 2011) es un tratamiento tecnológico de 

descontaminación que usa sistemas biológicos para catalizar la destrucción o 

transformación de componentes peligrosos en el ambiente (Atlas & Unterman, 1998) 

como es el caso de la biorremediación micótica o micorremediación. 

 

La biorremediación micótica es una herramienta que permite degradar las moléculas de 

un IOP a través de su maquinaria enzimática desdoblando la molécula del compuesto en 

una más sencilla y menos persistente. Las principales ventajas de estos hongos son la 

tolerancia a concentraciones considerablemente altas de contaminantes y su capacidad 

para crecer a bajos valores de pH. Además gracias a la extensión de sus hifas, puede 

alcanzar contaminantes en el suelo, que no son biodisponibles ni biodegradables para otros 

organismos (Quintero, 2011).  

 

Durante los últimos veinte años se ha orientado la atención a los hongos de pudrición 

blanca, basidiomicetos como Pleurotus ostreatus  y su sistema enzimático ligninolítico 
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(Manjarrés, Castro, & Rodríguez, 2010), para estudiar la capacidad degradativa un amplio 

rango de compuestos xenobióticos como plaguicidas (Quintero, 2011).  

 

Se ha observado que gran número de compuestos entre ellos los plaguicidas y 

específicamente, los insecticidas, no responden al proceso degradativo de las enzimas 

ligninolíticas y esto ha permitido descubrir recientemente nuevos mecanismos empleados 

por estos hongos como son los sistemas oxidativos de las monooxigenasas del citocromo 

P-450 y reductivo de las transferasas, ya ampliamente conocidos en animales superiores 

e identificados como fase I y fase II del metabolismo (Quintero, 2011).  

 

El cultivo del género Pleurotus spp. (Garzón & Cuervo, 2008), perteneciente a la familia 

Phanerocaete (Frazar, 2000), conocidos como hongos ostra u orellana, permiten 

descomponer un gran número de contaminantes en suelos estériles y no estériles. De 

hecho, son considerados prometedores en su aplicación como biorremediadores de suelos 

contaminados (Novoyny, y otros, 2001).  

 

Trichoderma spp. son hongos anamórficos aislados principalmente del suelo (Chávez, 

2006). Poseen resistencia a la mayoría de agroquímicos. Recientemente, (Tang, y otros, 

2010) informaron de proteínas de Trichoderma diferencialmente expresadas en respuesta 

al diclorvo y sometidas a estrés agroquímico con el fin de comprender qué proteínas están 

implicadas en la tolerancia a la sustancia química o son responsables de la regulación del 

proceso de degradación de la sustancia química  (Tripathi, Poonam, Mishra, Puneet, & 

Dwivedi, 2013). La cepa Trichoderma harzianum es capaz de utilizar el insecticida 

organofosforado, profenofos o clorpirifos por ejemplo, como fuente de azufre y de 
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fósforo, y de degradar ácido aminometil fofórico en insecticidas como el clorpirifos y 

diclorvos (Argumendo, Alarcón, Ferrera, & Peña, 2009). Cepas de Trichoderma  

harzianum han sido altamente competitivas en la rizosfera de las plantas, aumentando el 

desarrollo de la raíz cuando la planta está con una alta acumulación de toxinas, 

incrementando también el volumen de suelo explorado por las  raíces y la penetración 

profunda de éstas (Castro & Rivillas, 2012).   

 

El objetivo general del trabajo investigativo fue evaluar la eficiencia de biodegradación 

de un insecticida organofosforado en muestras de suelo de cultivo de papa, mediante la 

aplicación de  Trichoderma harzianum y Pleurotus ostreatrus. Los objetivos específicos 

que ayudaron a cumplir este objetivo fueron: diagnosticar las condiciones agroclimáticas 

de la zona del cultivo de papa para el aislamiento de Trichoderma harzianum; obtener las 

esporas de los hongos Pleurotus ostreatus y Trichoderma harzianum por técnicas 

microbiológicas; analizar la concentración del insecticida organofosforado en muestras de 

suelo de cultivo de papa; y evaluar por espectrofotometría  la capacidad biotransformadora 

de Pleurotus ostreatus y Trichoderma harzianum al final del ensayo en el suelo de un 

cultivo de papa. Además se empleó el programa estadístico Csiro Piri Software para 

determinar el diagnóstico y las condiciones agroclimáticas del lugar muestreado 

(Kookana, Corell, & Miller, 2014).  

 

Se han planteado dos hipótesis al trabajo investigativo: la hipótesis nula donde se establece 

que la biodegradación de un insecticida organofosforado en muestras de suelo de cultivo 

de papa no es posible mediante la aplicación de Trichoderma harzianum y Pleurotus 

ostreatrus; y la hipótesis alternativa donde la biodegradación de un insecticida 
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organofosforado en muestras de suelo de cultivo de papa es posible mediante la aplicación 

de  Trichoderma harzianum y Pleurotus ostreatrus. 

 

El trabajo de investigación se llevó a cabo en dos fases: de campo y de laboratorio. La 

fase de campo involucró la georreferenciación, el muestreo y el transporte de las muestras 

tanto del deuteromiceto como del basidiomiceto, en las provincias de Carchi y Pichincha, 

respectivamente. La fase de laboratorio abarcó los análisis físico-químicos en el 

Laboratorio de la UPS (Universidad Politécnica Salesiana) en Cayambe de las muestras 

de suelo y agua del cultivo de papa.  Los análisis de la concentración del insecticida al 

inicio y final de la parte experimental se realizaron en el laboratorio de la Comisión de 

Energía Atómica del Ministerio de Electricidad y Energía Renovable. En los laboratorios 

del Centro de investigación y Valoración de la Biodiversidad (CIVABI) se llevó a cabo el 

aislamiento y la caracterización Taxonómica de las cepas de los hongos a través de la 

Taxonomía de Barnett y de técnicas microbiológicas como los microcultivos. 

 

Se utilizó un DCA (Diseño Completamente al Azar) con cuatro tratamientos (T0: muestra 

del suelo sin hongo; T1: Muestra de suelo con insecticida más Pleurotus ostreatus; T2: 

muestra de suelo con insecticida más Trichoderma harzianum; T3: Muestra de suelo con 

insecticida Pleurotus ostreatus más Trichoderma harzianum) y cuatro repeticiones con 

concentraciones promedio de: 2.88 x107 UFC/mL  para Trichoderma harzianum y 2.66 

x107 UFC/mL para Pleurotus ostreatus. Dentro del análisis estadístico se utilizó ADEVAS 

con un Tuckey del 5% para variables con significancia.  
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CAPÍTULO 1 

MARCO TEÓRICO 

1.1 Plaguicidas 

Se define plaguicida como “sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, 

destruir, atraer, repeler o combatir cualquier plaga, incluidas especies indeseadas de 

plantas o animales, durante la producción y/o almacenamiento, transporte, distribución y 

elaboración de alimentos, productos agrícolas o alimentos para animales” (FAO, 2010). 

También se define como “cualquier sustancia o mezcla de sustancias con ingredientes 

químicos o biológicos destinados a repeler, destruir o controlar cualquier plaga o a regular 

el crecimiento de las plantas” (FAO & OMS, 2015).  

 

1.1.1 Clasificación de los plaguicidas 

Los plaguicidas presentan una clasificación muy amplia; sin embargo, entre las más 

conocidas e importantes se citan las siguientes: (Ramírez & Lacasaña, 2014): 

 Clasificación según su toxicidad expresada en DL50 (mg/kg): Clase IA-

extremadamente peligrosos; Clase IB-altamente peligrosos; Clase II-

moderadamente peligrosos; Clase III-ligeramente peligrosos. 

 Clasificación según su vida media efectiva: no persistente, moderadamente 

persistente, persistente y permanente. 

 Clasificación según la familia química: organoclorados, organofosforados, 

carbamatos, tiocarbamatos, piretroides, derivados bipiridilos, derivados del ácido 

fenoxiacético, derivados cloronitrofenólicos, derivados de triazinas, compuestos 

orgánicos del estaño, compuestos inorgánicos, compuestos de origen botánico. 
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1.1 Insecticidas Organofosforados 

Los IOP son ésteres del ácido fosfórico y de sus derivados (Fernández, Mancipe, & 

Fernández, 2010). 

1.1.1 Estructura química y clasificación 

La estructura química general que presentan los insecticidas organofosforados es:  

Estructura Química de la molécula de un IOP 

 

 

Figura 1. Estructura química general de un compuesto organofosforado. R1 y R2 (radicales alquilo); 

grupo X (radical arilo) 

Fuente: (Obiolis, 1999) 

 

Los IOP pueden clasificarse en función de la sustitución de sus radicales. Según  (Badii 

& Varela, 2007) existen 14 grupos y entre los más importantes se encuentran:  

 Fosfatos:                                            Un O en las posiciones [1] y [2]  

 O-fosforotioatos (o tionatos):   Un S en [1] y un O en  

 S-fosfortioatos (o tiolatos):   Un S en [2] y un O en [1] 

 Fosforoditioatos (o tiolotionatos):   Un S en [1] y en [2] 

 Fosforoamidatos:                              Un O en [1] y un N en [2] 

 Fosfonatos:                                        Con R1: S u O en [1] y O en [2] 

La mayoría de los organofosforados pueden agruparse en: fosfatos, fosforotionato, 

fosforoditioato, forforotiolato, fosforodiamidato, pirofosfato, fosfanato y fosfotionato, 

teniendo una acción sistémica como de contacto dependiendo del cultivo al cual se 

exponga (Badii & Varela, 2007). 
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Estructuras de IOP 

 

 

 

 

 

 

1.1.2 Propiedades de los organofosforados 

Los compuestos organofosforados presentan tres características (Badii & Varela, 2007):   

a. Liposolubes: Al ser compuestos básicamente apolares (no se disuelven en agua 

con facilidad pero si en grasas) se absorben fácilmente a través de la piel y las 

mucosas atravesando fácilmente estas barreras biológicas. 

b. Mediana tensión de vapor: Esto hace que sean volátiles facilitando la absorción 

inhalatoria. 

c. Degradables: Sufren hidrólisis en medio alcalino y en líquidos biológicos. 

Aunque se dice que no son persistentes en el ambiente, si generan un impacto 

considerable debido a las cantidades a las que son expuestos sobre todo en el sector 

agrícola.   

Cabe acotar, la estabilidad de los organofosforados va a depender del pH del medio; es 

decir, cuando el pH es fuertemente alcalino se descomponen. Esta propiedad puede ser 

utilizada para destruirlos en procesos posteriores (Benedico, 2002). 

 

 

 

 

Figura 2. Tipos de estructuras de insecticidas organofosforados. En algunas moléculas, el grupo metoxi es 

substituido por un etoxi 

Fuente: (Baird, 2001) 
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1.1.3 Usos de los organofosforados  

Los insecticidas organofosforados de uso doméstico y agrícola presentan concentraciones 

de aplicación muy bajas, varía entre: 0 .5 a 5.0 %. Se venden bajo en forma de aerosoles, 

cintas repelentes y soluciones líquidas (Benedico, 2002).  

 

1.1.4 Toxicidad de los IOP 

Existen cuatro vías de entrada de los IOP como: respiratoria, cutánea-mucosa, digestiva,  

y parenteral por medio de las cuales se inicia el efecto tóxico de los componentes 

organofosforados. La toxicidad de los compuestos organofosforados se rige bajo tres 

parámetros: toxicidad muy alta (Metamidofos) (Benedico, 2002) con un CL50 de 6.26 

µg/mL a las 24h de exposición y de 0.11 µg/mL a las 48h (Jaramillo, Martelo, & Duarte, 

2013); toxicidad moderada (Clorpirifos y Fentión) y toxicidad baja (Malatión) (Benedico, 

2002) con valores de CL50 mayores de 100 µg/mL (Jaramillo, Martelo, & Duarte, 2013). 

Considerando la DL50 como la cantidad letal necesaria para matar al 50% de la población, 

se muestra  en la Tabla 1 algunos de los IOP más consumidos en el mercado local junto 

al DL50  de cada uno de ellos expresado en mg/kg. 

 

Tabla 1. Toxicidad Insecticidas Organofosforados: LD50. 

 

Insecticida 

Toxicidad LD50 

(mg/kg) 

 

Insecticida 

Toxicidad LD50 

(mg/kg) 

Clorpirifos 135-163 Dicrotofos 15-22 

Paratión  2-10 Diazinon 80-300 

Metil paratión  3-30 Dimetoato 160-387 

Monocrotofos 18-20 Fenitrotión  1700 

Nota: Tomado de (Singh & Walker, 2006) 
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La toxicidad suele representarse bajo un color de etiqueta específico. Los IOP´s, según la 

clasificación de la (OMS, 2000), denominados sumamente peligrosos y muy peligrosos 

tiene una etiqueta, roja; aquellos que son moderadamente peligrosos, amarilla; poco 

peligrosos, azul; y normalmente no peligrosos o que no ofrecen peligro, verde.  

 

1.1.5 Mecanismos de acción de los IOP 

Los IPO´s se absorben fácilmente atravesando la barrera hematoencefálica ya que son 

muy liposolubles, de volatilidad variable, vida media corta en plasma y elevado volumen 

de distribución en tejidos (Obiolis, 1999). Estos presentan dos tipos de inhibición 

enzimática específica: la primera, inhibición de la enzima acetilcolinesterasa que produce 

aumento de la acetilcolina en terminaciones motoras y una contracción muscular llegando 

a ocasionar fasciculaciones y bloqueo neuromuscular; y la segunda, inhibición de la 

esterasa neurotóxica–esterasa donde la unión IOP-AC es fuerte, pero susceptible de ser 

desactivada con la administración precoz de oximas (Badii & Varela, 2007).  

 

1.1.6 Dosis de IOP más usados  

Dos de los productos más empleados en el sistema agrario del Ecuador son: Lorsban 4E 

y Latigo EC. Lorsban 4E se emplea en plagas de follaje: de 250 a 500cc/200 L/agua y de 

0.75 a 1 L/ha, y en plagas de suelo: de 0.5 a 1.0 L/ 200 L agua. En el caso Latigo*EC se 

aplica de150 a 200 cc/200 L de agua (Farmagro, 2012).  
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1.1.7 Condiciones de degradación de los IOP 

Según (Morell & Hernández, 2000) la degradación de los IOP está en función de algunos 

factores como: el contenido de arcillas (los insecticidas presentan una alta capacidad de 

adsorción frente a plaguicidas cargados positivamente: a mayor contenido arcilloso, 

mayor capacidad de adsorción) contenido de materia orgánica (contribuye a la adsorción 

del plaguicida, favorece los procesos de transformación y degradación, y afecta a la 

bioactividad, bioacumulación, biodegradación, lixiviación y volatilidad), textura (el 

porcentaje de arena, limo y arcilla influye en el lixiviado o percolación del plaguicida), 

estructura (viene dado por la textura y el contenido en materia orgánica), porosidad (el 

transporte es más rápido a través de suelos porosos), humedad (a mayor humedad, mayor 

adsorción y solubilidad de los plaguicidas.), temperatura (influye directamente en la 

humedad del suelo y en la volatilización del plaguicida), y finalmente, el pH (presenta 

distinto comportamiento en función del suelo). En la Tabla 2, se presentan las condiciones 

de degradación de algunos IOP´s. 

 

Tabla 2. Condiciones de degradación de IOP 

IOP Tiempo  
pH del 

suelo 
Temperatura 

Diazinon 
1.2 a 5 semanas (suelos no estériles) 

6.5 a 12.5 semanas (suelos estériles) 
      >6 20 oC 

Dimetoato 
4 días 

122 días 

9 

7 
- 

Monocrotofos 

96 días 

66 días 

17 días 

5 

7 

9 

- 

Paratión  Varias semanas       >7  

Metil paratión 10 días- 2 meses - - 

Fenitrotión 4.4 años 7.2 - 

Nota: Tomado de (FAO, 2017). 
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1.1.8 Efectos 

 

 Efectos en el ambiente  

Los organofosforados (derivados del ácido fosfórico) son los más tóxicos y menos estables 

en el ambiente en relación a los organoclorados (Del Puerto Rodríguez, Suárez, & Palacio, 

2014 ). Los IOP son poco persistentes en el ambiente, pero causan grandes impactos. 

Generalmente, el producto llega al suelo y a cuerpos de agua como resultado del lavado, 

lixiviación y escorrentía ocasionado por las lluvias, por el arrastre provocado por el viento 

o por la aplicación directa produciendo la muerte de los organismos y microorganismos 

de este medio (Badii & Varela, 2007).  Existen factores que afectan la capacidad de un 

plaguicida para contaminar el agua: solubilidad en agua, distancia del sitio de aplicación 

al cuerpo de agua, el clima, el tipo de suelo, la presencia de un cultivo en crecimiento y 

los métodos para aplicar el producto químico (García & López, 2013). 

 

Los plaguicidas se dispersan suspendidos en el aire en forma de partículas influenciadas 

por la temperatura y la humedad relativa modificando su propagación. Aquellos que se 

utilizan para fumigar el suelo producen compuestos orgánicos volátiles (COV) que 

reaccionan con los gases de la atmósfera formando el ozono troposférico (García & López, 

2013). Según (Del Puerto Rodríguez, Suárez, & Palacio, 2014 ) la contaminación del aire 

tiene importancia cuando la aplicación es a través de medios aéreos abarcando grandes 

extensiones de tierra y debido al tamaño de las partículas el "arrastre" de estas a zonas 

vecinas es un problema sin duda alguna sobre todo cuando las zonas contaminadas  están 

habitadas o con cultivos. En general se volatilizan desde el suelo, fenómeno que depende 

sobre todo de la presión de vapor, la solubilidad del plaguicida en agua, las condiciones 
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ambientales y la naturaleza del sustrato tratado (Del Puerto Rodríguez, Suárez, & Palacio, 

2014 ). 

 

Muchos de los insecticidas empleados en la agricultura son contaminantes persistentes del 

suelo afectando fuertemente la conservación de la microbiota del suelo. El uso de los 

plaguicidas disminuye fuertemente la biodiversidad en el suelo. Se debe considerar la 

incidencia de los insecticidas en el suelo a nivel del recurso agua. Es decir, a mayor 

cantidad de materia orgánica, mayor es la retención de agua, menor cantidad de materia 

orgánica en el suelo aumenta la cantidad de pesticida considerando el área de aplicación 

porque la materia orgánica se une y ayuda a descomponer los pesticidas (Badii & Varela, 

2007). Los herbicidas, por ejemplo, pueden reducir la cubierta vegetal del suelo, 

promoviendo así el suelo Erosión por escorrentía y viento. La erosión del suelo deforma 

su estructura y la fertilidad del suelo se va afectada por esta condición. Una tierra desnuda 

con mala fertilidad del suelo apoya el crecimiento de las plantas en él y ecológicamente 

esta tierra no puede soportar otras formas de vida (Silva & Correa, 2009). 

 

El plaguicida Diazinon es uno de los más persistentes. La vida media de este en el suelo 

es de 90 días; el Malation o el Paration, poseen una persistencia de apenas unas semanas. 

Cabe acotar que el Paration puede llegar a bioacumularse en forma de paraoxon, el cual 

es más persistente que su precursor (Badii & Varela, 2007). El tiempo de vida media de 

los IOP va a variar dependiendo de la molécula que conforme el producto. En la Tabla 3, 

se muestran algunos insecticidas organofosforados junto a su tiempo de vida media. 
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Tabla 3. Insecticidas Organofosforados y tiempos de vida media 

Nota: Tomado de (Singh & Walker, 2006) 

 Efectos sobre la salud 

Los efectos en la salud dependen de: el tipo de IOP, la vía de entrada, la dosis y la 

susceptibilidad individual generándose algunos síndromes (Ramírez & Lacasaña, 2014): 

colinérgicos (periodo de latencia de 30-60 minutos), intermedios (parálisis de las 

extremidades y flexores del cuello), así como neuropatías retardadas (es una degeneración 

axonal que desarrolla una polineuropatía distal y simétrica-periférica-central). Entre las 

complicaciones más frecuentes se encuentran: insuficiencia respiratoria grave y 

complicaciones neurológicas. Cabe acotar que las arritmias cardíacas pueden ser graves 

llegando a producir la muerte. La mortalidad aumenta con la entrada digestiva, etiología 

voluntaria y las complicaciones respiratorias, del SNC o cardiocirculatorias (Del Puerto 

Rodríguez, Suárez, & Palacio, 2014 ). 

 

1.2 Clorpirifos  

Estos compuestos organofosforados poseen actividad insecticida de amplio rango, son 

ampliamente usados en la agricultura pero también son altamente tóxicos para los 

mamíferos. Con este insecticida se han realizado pocos trabajos para estudiar su 

biodegradación (Quintero, 2011). 

Insecticida Tiempo de vida 

media en suelo 

Insecticida Tiempo de vida 

media en suelo 

Clorpirifos 10-120 Dicrotofos 45-60 

Paratión  30-180 Diazinon 11-21 

Metil paratión 25-130 Dimetoato 2-41 

Monocrotofos 40-60 Fenitrotión 12-28 
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1.2.1 Proceso de degradación de la molécula Clorpirifos 

La enzima microbiana hidrolasa organofosforada u organofosfohidrolasa ha sido 

reportada en el citoplasma de muchos microorganismos. Esta rompe eficazmente el enlace 

P-O fosfotriéster  y la unión P-S en los fosfotiolésteres siendo estos el caso del Clorpirifos 

donde se generan dos metabolitos principales: el 3,5,6-tricloro-2-piridinol y el 

dietilfosfato (DETP) (Jhon & Shaike, 2015).  

Cuando se realiza la degradación de cantidades pequeñas de clorpirifos se producen otros 

metabolitos tales como: desetil clorpirifos, clorpirifos oxon, desetil clorprifos oxon y 

3,5,6-tricloro-2 metoxi-pirimidina. Clorpirifos oxon es la forma oxidada de clorpirifos y 

se hidroliza tanto enzimáticamente como espontáneamente para formar dietilfosfato y 

3,5,6-tricloro-2-piridinol. Este último puede degradarse adicionalmente a 3,5,6-tricloro-

2-metoxi-piridina y dióxido de carbono (Jhon & Shaike, 2015). 

Degradación de Clorpirifos 

 

 

 

 
Figura 3. Proceso de degradación de la molécula clorpirifos, paso a paso. 

Fuente: (Jhon & Shaike, 2015) 
 

1.2.2 Condiciones de degradación de Clorpirifos  

Las condiciones de degradación requieren de factores importantes como son la 

temperatura, el viento, la humedad e indiscutiblemente el pH. Tanto ácidos como bases 

pueden actuar como catalizadores activando ciertos grupos funcionales y preparando el 



 

19 

ataque de nucleófilos y electrófilos del entorno. En el caso de la degradación de clorpirifos 

factores como pH y temperatura son muy importantes ya que influyen en el tiempo mismo 

de degradación (Tabla 4) según (Macalady & Wolfe, 1983) citado por (Narváez, Palacio, 

& Molina, 2010). 

Tabla 4.  Condiciones de degradación de Clorpirifos 

Nota: Tomado de (Macalady & Wolfe, 1983) 

La degradación de Clorpirifos se ve influenciada principalmente por procesos hidrolíticos. 

La hidrólisis química de plaguicidas, potencia el efecto de otros procesos de 

transformación, debido a que los metabolitos de la hidrólisis pueden ser más fotosensibles 

o menos tóxicos para los microorganismos que los compuestos parentales. En el caso de 

algunos organofosforados una hidrólisis inicial conduce a la formación de p-nitrofenoles, 

los cuales son fácilmente degradados a hidroquinonas por bacterias como Pseudomona 

putida (Rani & Lalithakumari, 1994). Estos productos de degradación, representan menor 

toxicidad para los organismos acuáticos (Narváez, Palacio, & Molina).  

 

1.3 Biorremediación   

Es una tecnología que utiliza microorganismos (bacterias, hongos, levaduras) y su 

potencial metabólico y enzimático para transformar contaminantes orgánicos complejos y 

de difícil degradación en compuestos más simples, poco o nada contaminantes (Glazer & 

Nikaido, 1995).  Una de las ventajas del empleo de biorremediación en suelos, frente a 

tratamientos físicos y químicos ya estandarizados está en que se basan en la transferencia 

Tiempo (días) pH Temperatura (Co ) 

10 9.77 25 

53 5.9 25 

142 6.11 25 
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del contaminante de un medio a otro para su óptima eliminación. Generalmente, no 

requiere de componentes estructurales o mecánicos por lo que su costo es menor frente a 

otras tecnologías (Glazer & Nikaido, 1995).  

 

1.3.1 Tipos de biorremediación  

El campo de la biorremediación es muy amplio. Los tipos de biorremediación van a 

depender del lugar y del modo de acción, así como de mecanismo de los agentes naturales 

que se empleen a fin de obtener un producto menos o nada nocivo tras su tratamiento. 

Entre los tipos de biorremediación más utilizados están:  

a) Fitorremediación: Constituye una estrategia muy interesante debido a la 

capacidad que tienen algunas especies vegetales de absorber, acumular y/o tolerar 

altas concentraciones de contaminantes como metales pesados, compuestos 

orgánicos y radioactivos (FQUIM, 2006).  

b) Remediación microbiana: Se basa en el uso directo de microorganismos 

(autóctonos o inoculados) en el lugar contaminado, ya que estos tiene la 

maquinaria enzimática y metabólica que permite, a través de enzimas, toxinas y 

metabolitos secundarios, degradar sustratos contaminados o contaminantes 

transformando naturalmente moléculas orgánicas en sustancias más pequeñas, que 

resultan menos tóxicas (FQUIM, 2006).  

c) Degradación enzimática: Consiste en el empleo de enzimas en el sitio 

contaminado con el fin de degradar las sustancias nocivas. Además de hidrolizar 

estos polímeros, existen enzimas capaces de degradar compuestos altamente 

tóxicos. Estas son utilizadas en tratamientos en donde los microorganismos no 
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pueden desarrollarse debido a la alta toxicidad de los contaminantes (FQUIM, 

2006). 

 

1.3.2 Micorremediación  

Es un técnica que se basa en el uso de hongos para degradar o remover toxinas del 

ambiente. En los últimos años la biorremediación ha estado direccionada al uso de 

bacterias, principalmente, dejando de lado la gran capacidad biorremediadora de los 

hongos. La micorremediación se fundamenta en la excelente capacidad enzimática de los 

hongos para transformar una amplia variedad de compuestos orgánicos y en algunos 

casos, de mineralizarlos ya sea por enzimas intracelulares o por enzimas excretadas al 

medio (Medauraa, y otros, 2013).  

 

1.3.2.1 Trichoderma harzianum  

 

 Taxonomía 

Pertenece al reino fungi, división Mycota, sub-división Eumycota, clase: Hyphomycetes, 

orden: Moniliales, familia: Moniliaceae, género: Trichoderma, especie: harzianum 

(Cholango, 2009). 

 Características de Trichoderma harzianum  

El género Trichoderma se caracteriza por formar colonias blancas simulando una película 

sobre el medio de cultivo en el cual crece. Este micelio está formado por hifas septadas. 

Los conidióforos por segmentos cortos que se hallan de lado y lado de la hifa, mostrando 

así en la parte terminal pequeños conidios redondeados. La esporulación da como 
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resultado colonias de color verde oscuro homogéneo que, con el pasar del tiempo se tornan 

de color verde oscuro intenso (Guzmán, 1977).  

a) Características Microscópicas: Los conidióforos se ramifican de forma 

piramidal, con ramas cortas en las puntas y, en la parte inferior, más largas. Las 

fiálides se encuentran en agrupaciones de 3 a 5 a manera de botella, 4-7 x 2.5-3.5 

µm. Los conidios son subglobosos  u ovoides, de paredes lisas, hialinos a verde 

pálido 2-5,  3.0 x 2.0-2.5 µm (Arias, 2008).  

b) Características Macroscópicas: Presenta una coloración blanco verdosa que, con 

el tiempo, se torna verde oliva formando anillos concéntricos. Alcanzan un 

diámetro de 9 cm en 7 días a 25oC. El revés, generalmente es crema tendiendo a 

beige (Arias, 2008).  

Trichoderma harzianum es capaz de utilizar el insecticida organofosforado como fuente 

de azufre y fósforo sin dejar de lado algunos nitratos y otros iones presentes en el suelo 

(Castro, 2012).  

 Mecanismos de acción  

Son tres los mecanismos involucrados en la biorregulación de organismos patógenos por 

parte de Trichoderma:  

a) Micoparasitismo: Es un proceso complejo que involucra la producción de 

enzimas líticas como: quitinasas, glucanasas, celulasas, xylanasas, laminarinasas, 

esterasas, glucosidasas, lipasas y proteasas. La hifa de Trichoderma entra en 

contacto con la hifa del hongo patógeno e inicia el crecimiento alrededor de la hifa. 

Por acción enzimática comienza la degradación de la hifa del patógeno y ocurre 
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penetración por parte del hongo antagonista, causando degradación celular, 

rompimiento hifal y destrucción total de la hifa del patógeno (Castro, 2012).  

b) Antibiosis: Trichoderma tiene la capacidad de producir compuestos orgánicos 

volátiles como: 2-propanona, 2-metil-1- butanol, heptanal, octanal, nonanal y 

decanal. La actividad antibiótica se refiere a los compuestos no volátiles dentro de 

los cuales existe un gran número de compuestos de importancia en la actividad 

biorreguladora (Castro, 2012). 

c) Competencia: Este hongo tiene una rápida tasa de desarrollo, lo que hace que sea 

un fuerte competidor por espacio a la hora de colonizar la rizosfera. Por otra parte 

Trichoderma, tiene una capacidad superior de movilizarse y tomar los nutrientes 

del suelo, siendo muy versátil para utilizar sustratos como fuente de carbono y 

nitrógeno, lo que le permite colonizar un medio rápidamente, evitando la 

proliferación de otros microorganismos en el mismo hábitat (Castro, 2012). 

 Metabolismo de Clorpirifos  

El metabolismo se produce principalmente por hidrólisis a través de esterasas (Picco, 

Rodríguez, & Boggio, 2011). Tanto las reacciones hidrolíticas y las transferasas afectan a 

los tioatos y a sus axones. Numerosas reacciones siguen el proceso del metabolismo 

primario. La biotransformación específica de los  grupos sustituyentes en R1, R2 y X 

pueden ocurrir por la escisión de los enlaces directos C-P de los fosfonatos y fosfinatos 

que pueden presentarse hasta las etapas finales de la biodegradación (Inchem, 1972). 
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Hidrólisis de Clorpirifos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Metabolismo Secundario en Thichoderma  

Según (Pérez, 2014)  Trichoderma harzianum utiliza la ruta del shikimato estableciéndose 

dos etapas dentro del metabolismo secundario:  

 Primera etapa: Etapas iniciales para la formación del corismato, donde las 

enzimas que catalizan los distintos pasos son: DAHPS (3-deoxi-D-arabino 

heotulosanato-7-fosfato sintasa) DHQS (3-dehidroquianato deshidratasa), 

DHQS/SDH (3-dehidroquianato deshidratasa y shikimato 5-

deshidrogenasa), SK (shikimato kinasa), EPSPS (5-enolpiruvilshikimato-3-

fosfato sintasa), CS (corismato sintasa) (Pérez, 2014). 

 Segunda Etapa: Representación de las etapas de la ruta que van desde el 

corismato hasta los aminoácidos aromáticos Tyr, Phe, Trp (Pérez, 2014).  

 

 

Figura 4. Ruta metabólica hidrolítica del Clorpirifos 

Fuente: (Inchem, 1972) 
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Ruta del Shikimato en Trichoderma 

 

 

 

 

 

        Figura 5. Etapas de la ruta del shikimato en Trichoderma  

         Fuente: (Pérez, 2014) 

 

1.3.2.2. Pleurotus ostreatus 

 Taxonomía  

Pertenece al reino Fungi; filo Baidiomycota, clase Homobasidiomycetes, orden 

Agaricales, familia Pleurotaceae, género Pleurotus, especie ostreatus spp (Carvajal, 2010). 

 Características de Pleurotus ostreatus  

Es un hongo filamentoso del tipo basidiomiceto que se encuentra dentro de la 

categorización los hongos de podredumbre blanca. Representan alrededor del 75 % de la 

biomasa microbiana en suelos, con redes que se extienden a lo largo de cientos de 

hectáreas  (Harms, Schlosser, & Wick, 2011). Son considerados degradadores eficientes 

de la lignina catalizando su degradación mediante una maquinaria enzimática basada en 

radicales libres y con baja especificidad de sustrato. Los materiales lignocelulósicos son 

los sustratos ideales para la aplicación de los hongos de podredumbre blanca en suelos 

contaminados. Su sistema ligninolítico es extracelular, esto le permite degradar los 

sustratos sin tener que internalizarlos, permitiendo la oxidación de compuestos poco 
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solubles en agua y aumentado su tolerancia a concentraciones de contaminantes 

relativamente altas.  

 

También posee un sistema intracelular donde se involucra el citocromo P450 

monooxigenasa-epoxido hidrolasa. Esta ruta intracelular está presente en todos los 

organismos eucariotas, donde regula la bioconversión de hormonas y la detoxificación de 

drogas y xenobióticos (Bernhardt, 2006). 

 

a) Características Fisiológicas: Es un hongo degradador de materia orgánica que 

se alimenta fundamentalmente de lignina y celulosa. Estos son azúcares que se 

encuentran disponibles en la materia muerta, por ejemplo la paja, el rastrojo de 

maíz, caña, trigo, cebada entre otros (López-Rodríguez, Hernández, & Suárez, 

2008). 

b) Características Macroscópicas: El cuerpo de las setas se constituye 

principalmente de sombrero (pileo), pie reducido (estípete) y láminas (himenio). 

El sombrero tiene forma de paraguas, más o menos circular. El tamaño depende 

de la edad, y oscila entre 5 y 15 cm de diámetro. El color es muy variable: de 

crema a blanco grisáceo. Presenta un olor muy fuerte, tierno al principio y después  

correoso. Las láminas se disponen en forma radial como varillas desde el pie o 

tallo hasta el borde. En estas láminas se producen las esporas. El pie es firme, 

blanco, algo peludo en la base. Muy corto, algo lateral u oblicuo, ligeramente duro 

(López-Rodríguez, Hernández, & Suárez, 2008).  
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 Modo de acción de Pleurotus ostreatus en el insecticida 

Clorpirifos inicialmente es hidrolizado para producir 3, 5, 6 tricloropiimidol (TCP). 

Degradación de Clorpirifos por Pleurotus ostreatus 

 

 

 

Figura 6. Primera etapa de la vía metabólica de degradación de Clorpirifos por hongos de la pudrición 

blanca de la madera  

Fuente: (Bumpus, Kakar, & Coleman, 1993) 

 

Según (Quintero, 2011) el mecanismo ligninolítico es el menos empleado así como los 

procesos reductivos, seguido de la oxidación intracelular por las citocromo P-450 

monooxigenasas, mecanismo involucrado en la biotransformación de los plaguicidas. Esto 

se explica por el elevado potencial de ionización que tienen estos agroquímicos. 

 

La degradación de insecticidas por hongos ligninolíticos se suscita en dos fases 

metabólicas.  En la fase I del metabolismo, las enzimas más importantes son las citocromo 

P-450 monooxigenasas (P-450s) las cuales son una superfamilia de biocatalizadores que 

introducen un átomo de oxígeno considerando un rango de moléculas más extenso (entre 

ellas moléculas contaminantes) para producir un epóxido. Estos son inestables y a menudo 

sufren reacciones de reordenamiento a fenoles o sufren una hidratación enzimática vía 

otra enzima de la fase I: la epóxido hidrolasa generando trans-dihidrodioles (Jerina, 1993). 

  

La enzima citocromo P-450 reductasa y su cofactor NADPH intervienen en el transporte 

de electrones (Jerina, 1993). P-450s son un nombre colectivo dado para todas las hemo-
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proteínas que forman un complejo Fe (II)- CO. Se sabe que estas enzimas oxidan más de 

200 000 diferentes sustancias químicas exógenas y endógenas  (Urlacher & Eiben, 2006).  

Citocromo P-450 monooxigenasa 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 7. Ciclo catalítico de las enzimas citocromo P-450 monooxigenasas 

 Fuente: (Jerina, 1993) 

 

A diferencia de las peroxidasas, que son oxidoreductasas con el peróxido de hidrógeno 

actuando como aceptor de electrones, las citocromos P-450 monooxigenasas, rompen el 

enlace covalente de la molécula de oxígeno (O2) y un átomo es incorporado a la molécula 

de sustrato mientras que el otro es reducido a agua (Wood, 1992). Las reacciones globales 

de los dos sistemas enzimáticos se muestran a continuación (Quintero, 2011): 

 Peroxidasas: H2O2 + 2R + 2H+ 2H2O + 2R∙+ 

 Citocromo P-450 monooxigenasas: RH + O2 + 2H+ + 2 e- ROH + H2 

 

La fase I del metabolismo puede actuar como intermediaria para que se lleven a cabo las 

reacciones de la fase II de carácter reductivo, las cuales son conocidas generalmente como: 

vías de conjugación. Estas vías son mediadas por la: glutatión-transferasa, sulfo-

transferasa y glucosyl-transferasa, entre otras; enzimas que adicionan glutatión, sulfato o 

residuos de azúcar a los xenobióticos, haciéndolos más solubles en agua, menos tóxicos y 
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más fácilmente eliminables. Posteriormente estos conjugados pueden ser reducidos por 

las enzimas reductasas (Reddy & Gold, 2000). 

 

La presencia de mecanismos intracelulares de degradación de contaminantes vía reductiva 

y oxidativa les pueden permitir tolerar mayores concentraciones, y por tanto hacerlos más 

aptos para procesos de biorremediación en donde los procesos oxidativos extracelulares 

con las enzimas ligninolíticas sean la característica usada para alcanzar la 

descontaminación (Quintero, 2011). 
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CAPÍTULO 2 

MARCO METODOLÓGICO 

Este capítulo describe la forma en que se llevaron a cabo las fases experimentales: de 

campo y de laboratorio así como el análisis estadístico de las variables de evaluación. La 

fase de campo implicó la toma de muestras, la georeferenciación de los sitios de muestreo 

y ubicación de coordenadas, así como el cálculo de la toxicidad y movilidad del insecticida 

a través del programa estadístico Csiro Piri Software. La fase de laboratorio abarcó el 

aislamiento y análisis de resultados tanto de  T.  harzianum como de P. ostreatus con el 

apoyo de laboratorios especializados. El diseño experimental abarcó definición de los 

tratamientos, el planteamiento de las variables y la toma de datos para su procesamiento. 

En el análisis estadístico se aplicaron ADEVAS para variables con significancia utilizando 

Tuckey al 5%. 

 

2.1 Ubicación de sitios de recolección 

 

Se realizó en El Capulí, comunidad perteneciente a la parroquia San Gabriel, cantón 

Montúfar provincia del Carchi cuyas condiciones ambientales fueron las siguientes (Ver 

anexo 1, literal a): 

Humedad:         75. 9% 

Temperatura:  323.8 oC 

Presión:            21.6 ING Hg Bar 

Altitud:            2653.89 m.s.n.m. 

El segundo sitio de recolección fue en Calacalí ubicado en la provincia de Pichincha (Ver 

anexo 1, literal b). 
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2.2 Fase de campo 

2.2.1 Muestreo: Técnica del Tresbolillo 

En El Capulí las muestras de suelo para los análisis de laboratorio fueron tomadas trazando 

diagonales en forma de zig-zag. Se introdujo el barreno en el suelo girándolo 

helicoidalmente hasta obtener las muestras. Se llenó un costal con suelo del cultivo de 

papa para la implementación del ensayo (Ver anexo 2, literal a-f). 

 

2.2.2 Georeferenciación  

Se georeferenciaron 14 puntos de muestreo empleando un GPS (Grupo de 

Posicionamiento Global) expresándose la altura en m.s.n.m y las coordenadas 

referenciales en UTM (Universal Transverse Mercator) (Ver anexo 3).  

 

2.2.3 Transporte y almacenamiento  

Las muestras de suelo fueron colocadas en fundas ziploc de 1 kg, etiquetadas y 

trasnsportadas en un cooler hasta los laboratorios de la UPS en Cayambe y Quito. El costal 

de suelo fue almacenado bajo condiciones de temperatura y humedad ambiente.  

En el sector de Calacalí, provincia de Pichincha, se recolectaron los hongos 

Basidiomicetos. Las muestras fueron colocadas en fundas ziploc de 1 kg, etiquetadas con 

los datos del sector y transportadas en un cooler (Ver anexo2, literal d-e).  

 

2.2.4 Csiro Piri Software  

El PIRI conocido en inglés como Pesticide Impact Index Rating es una herramienta que 

permite evaluar la peligrosidad del uso de plaguicidas en términos del potencial impacto 
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sobre la calidad de aguas superficiales o subterráneas y la salud del ecosistema. Este índice 

clasifica la movilidad y toxicidad de los plaguicidas dentro de una escala cualitativa: 

extremadamente alto, muy alto, alto, bajo y muy bajo. Está basado en el modelo AF 

(Análisis Factorial) donde se consideran datos como: textura, cobertura, materia orgánica, 

período del ciclo del cultivo, precipitación, temperatura, estimación de erosión, y datos 

fisicoquímicos y de comportamiento ambiental del plaguicida, entre otros (Aguilar, Chin, 

& Ruíz, 2014).  

 

La información obtenida sobre el cultivo de papa en el Sector de El Capulí fue ingresada 

en este programa en el cual se calculó el riesgo de impacto de movilidad y toxicidad del 

insecticida Clorpirifos en agua superficiales y aguas subterráneas. Se obtuvo como 

resultado un valor porcentual y una categorización en función de una barra colorimétrica.  

Una vez obtenidas las barras es necesario analizar su relación con la información primaria 

obtenida en campo (Ver Anexo 4).  

 

2.2.5 Construcción del terrario climatizado 

Se elaboró con vidrio de cuatro líneas con las siguientes dimensiones: largo de 100 cm, 

ancho de 100 cm, alto de 49 cm y una tapa de 100 x 100 cm.  

Se utilizaron 4 vidrios de 49 x 100 cm y dos vidrios de 100 x 100 cm para la base y la tapa 

del terrario. Las aristas fueron pegadas con silicona a prueba de agua dejándose secar por 

5 horas y reforzándose las esquinas con maskin evitando posteriores fugas de agua. Dentro 

del terrario se colocaron 4 vidrios pequeños de 5 x 12 cm: dos en el centro de la caja y dos 

en los laterales. Estos fueron sujetados con silicona. Las rejillas de plástico cuadriculadas 
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fueron colocadas sobre estos vidrios pequeños dentro del terrario. Encima de estas se 

colocó una tina con agua, el humidificador y el vaporizador. Las toallas de microfibra se 

colocaron desde el recipiente con agua pasando por los orificios de las rejillas a fin de que 

se mantenga la humedad del terrario. 

 

Los hongos colectados fueron colocados en un sustrato a base de aserrín y maleza dentro 

de una funda plástica y otros en bandejas de aluminio. Una vez colocados los hongos, se 

instaló la lámpara led encima de la cámara proporcionando luz cada 12 horas (Ver anexo 

5, literal a-d). 

 

2.2.6 Inoculación del insecticida en suelo   

Sobre funda plástica negra se colocó el suelo colectado en un costal, el cual fue removido 

con ayuda de una pala hasta su homogenización (Ver anexo 6, literal a-b). Se aplicó un 

total de 500 mL del producto comercial al 48% de concentración, distribuidos en 8 

aplicaciones con diferentes dosis. El insecticida fue colocado en un recipiente con agua 

dependiendo de la dosis a aplicar. Se inoculó y se mezcló homogéneamente. Luego, el 

suelo fue cubierto con plástico negro evitando así la evaporización del insecticida (Ver 

anexo 6, literal b-d). 

 

2.2.7 Diseño experimental  

Unidades experimentales: 16  

Tratamientos:                     4  

Repeticiones:                      4  
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Tabla 5. Tratamientos del ensayo experimental 

Tratamiento Especificación 

T0 Muestra del suelo con insecticida sin hongo 

T1 Muestra de suelo con insecticida más Pleurotus ostreatus 

T2 Muestra de suelo con insecticida más Trichoderma harzianum 

T3 Muestra de suelo con insecticida más Pleurotus ostreatus y 

Trichoderma harzianum 

Elaborado por: La autora, 2017. 

2.2.8 Implementación del ensayo 

Se emplearon 20 cajas de cartón forradas con plástico negro con un tamaño de 18 x 27 x 

10 cm. En cada caja se colocó 1 kg de suelo con insecticida (Ver anexo 7, literal a-d).  

 

2.2.9 Variables en estudio  

 

En campo:  

 Temperatura y humedad: Se tomaron los datos cada 12 horas con un 

termohidrómetro; la primera a las 6:30 am y la segunda a las 7:00 pm de la noche. 

Se consideró la temperatura y la humedad del centro de la caja expresada en grados 

centígrados (oC) y en porcentaje (%), respectivamente. Una vez colectados los 

datos se procedió a ingresarlos en el Software Estadístico InfoStat considerando 

los valores promedio cada 15 días. 

 pH: En cada tratamiento, se tomó 10 gramos de suelo y se diluyó en 

aproximadamente 30 mL agitándose y luego introduciéndose en estas las bandas 

de papel indicadoras de pH. Se procedió a su medición comparando el resultado 

con el rango colorimétrico descrito en la caja. Una vez colectados los datos se 

procedió a ingresarlos en el Software Estadístico InfoStat considerando los valores 

promedio cada 15 días en cada inoculación.  
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En laboratorio: 

 Determinación de la concentración de insecticida por GC/MS: Se analizó el 

suelo en tres momentos diferentes: el primero después del muestreo analizado por 

el método de Quechers; el segundo después de la aplicación del insecticida y el 

tercero luego de la inoculación de los hongos analizados por Cromatografía de 

gases aplicado a masas (GC/MS) expresándose los resultados en ppm. Se 

consideró la concentración inicial del insecticida en el suelo y luego se realizó una 

diferencia con la concentración de insecticida final obteniéndose el dato de la 

cantidad removida. Esto permitió determinar cuál tratamiento fue el mejor durante 

la fase de experimentación. Los análisis se realizaron a través del ADEVA con una 

prueba de Tuckey al 5%.  

 

2.3 Fase de laboratorio  

2.3.1 Análisis físico-químico del suelo  

Al inicio y al final del ensayo experimental se analizaron los siguientes parámetros: 

textura del suelo, cantidad de materia orgánica, concentración de macro y micronutrientes, 

pH, conductividad eléctrica (C.E.), nitrógeno total, relaciones entre elementos: Fe/Mn, 

Ca/Mg, Mg/K, Ca+ Mg/ K y textura.  

 

Se analizaron en el Laboratorio de Suelos y Agua de la Universidad Politécnica Salesiana 

ubicado en Cayambe mediante métodos de análisis estandarizados como: Método Olsen 

Modificado (Ver anexo 8, literal a-b) para nutrientes asimilables: P, K, Ca, Mg, Na, Fe, 
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Mn, Cu y Zn; y acetato de amonio para nutrientes intercambiables: Ca, Mg, K, Na (Ver 

Anexo 9).  

 

2.3.2 Análisis por Cromatografía de Gases aplicado a masas (GC/MS) 

En el Laboratorio de Aplicaciones Nucleares del Ministerio de Electricidad y Energía 

Renovable se realizaron los análisis por: Método de Quechers para determinación de 

trazas y por Cromatografía de Gases acoplado a masas (CG/MS) para determinar la 

presencia y la cantidad de IOP presentes en el suelo y en el agua. Para la extracción de las 

muestras de suelo se empleó el Método de Quechers el cual permite determinar residuos 

de plaguicidas. 

 

 Método de QUECHERS: Este método consistió en pesar 10 g de muestra de 

suelo en un tubo de centrífuga de 50 mL. Se añadió un volumen de la disolución 

del IS (Estándar Interno). Después de 2 min, se añadieron 20 mL de ACN 

(acetonitrilo) y se agitó vigorosamente por 1 min. Luego, se añadieron 4 g de Mg 

SO4. H2O, 1 g de NaCl de citrato trisódico dihidratado y 0.5 g de citrato disódico 

sesquihidratado. La muestra fue agitada una vez más por 10 s.  Se introdujo en un 

baño maría de ultrasonido durante 5 min, y finalmente, se centrifugó a 3000 rpm 

por 8 min. Posteriormente, se llevó a cabo una etapa de limpieza mediante dSPE 

(Extracción en Fase Sólida Dispersa) añadiendo 10 mL el sobrenadante en un tubo 

de centrífuga de 15 mL con 1.5 g de MgSO4. H2O y 0.250 g de PSA. Se agitó 

durante unos segundos y se sometió a ultrasonidos durante 1 min. Luego, se 

centrifugó a 3000 rpm durante 10 min y se evaporó el sobrenadante a 40 oC y 200 
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mbar en rotavapor hasta la sequedad. El residuo se disolvió en 1 ml de ciclohexano 

y tras añadir una pequeña cantidad de Na2SO4 anhidro. La solución se filtró a través 

de membrana de 0,20 µm de PET (LMEER, 2017) (Ver Anexo 10, literal a-f).  

 

 Método por Cromatografía (GC/MS): De cada uno de los 16 tratamientos se 

pesaron 5 g en un vial. A esta se añadieron 15 g de sulfato de sodio anhidro y, se 

agitó y se dejó por 30 min en reposo. Luego, se agregó 10 mL de iso-octano. El 

tubo fue agitado por 2 min, sonificado por 10 min y centrifugado por 5 min a 3000 

rpm. Una vez retirado el sobrenadante a un vial de 20 mL (cada uno de los viales 

fue pesado), se colocaron 10 mL  más de iso-octano y se repitió el procedimiento 

hasta el traspaso del sobrenadante al mismo vial de 20 mL. Finalmente, se pesó el 

vial con el volumen de los dos sobrenadantes. A partir de estos tubos, y por cada 

una de las muestras, se tomaron 50 µl y fueron llevados a 1 mL por tres veces en 

viales de 2 mL. Los viales de las ´terceras diluciones fueron llevas al CG/MS para 

su análisis (LMEER, 2017) (Ver Anexo 11, literal a-e).  

 

2.3.3 Preparación de medios de cultivo  

En un frasco boeco de 1000 mL se suspendió 39 g de polvo Potato Dextrose Agar (PDA) 

y para el medio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 65 g, en 1 L de agua purificada 

calentando la solución y homogenizando con un agitador durante 40 min. Después de 

llevar al autoclave se añadió 1.5 mL de gentamicina y 1.8 mL de ácido tartárico al 10%. 

Finalmente, se dispensó (Diagnostics, 2009). 
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2.3.4 Diluciones seriadas  

Se colocaron 10g de suelo en un frasco boeco de 100 mL. Luego se añadieron 90 mL de 

agua destilada y se agregó 1 g de NaCl agitándose vigorosamente el frasco en forma de 

ocho por cinco veces. Se tomaron seis tubos y en cada uno se colocó 9 mL de agua 

destilada. En el tubo 1, se colocó 1 mL de la solución de madre (suelo+ agua+ NaCl) y se 

agitó vigorosamente. Posteriormente, de este tubo se tomó 1 mL y se colocó en el tubo 2 

repitiéndose el procedimiento hasta la dilución de 10-6  (Ver anexo 12, literal a-d).  

 

2.3.5 Siembras en Placa Pobre de Trichoderma harzianum 

En seis cajas Petri se colocó 1 mL de la disolución 10-1 y 15 mL de medio de cultivo. Se 

realizaron movimientos en forma de cruz cinco veces seguidas. Las cajas fueron selladas 

con parafilm y colocadas en una incubadora a 25 oC por 15 días. El procedimiento se 

repitió con las siguientes diluciones: de 10-2 a 10-6 en medio PDA y medio SDA bajo las 

mismas condiciones (Ver anexo 12, literal e).  

 

2.3.6 Identificación macroscópica de Trichoderma harzianum 

Se observó la coloración del medio de cultivo, la forma de crecimiento de los hongos y el 

tamaño del micelio por el envés y haz de la caja. Este procedimiento se realizó de la misma 

manera para Pleurotus ostreatus.   

 

2.3.7 Microcultivo  de Trichoderma harzianum 

Dentro una caja Petri se colocaron dos porta objetos uno sobre otro a manera de cruz 

manipulándolos con pinzas metálicas estériles para su manipulación. A partir de un medio 
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PDA, se cortaron dos cuadrados de 1 x 1 cm los cuales fueron colocados encima de los 

portaobjetos. A su vez el hongo fue tomado y sembrado con una aza estéril en las esquinas 

de cada uno de los cuadrados y posteriormente, se añadieron 5 mL de agua destilada estéril 

dentro de la caja Petri creando un microclima. Las cajas fueron selladas y colocadas en 

una incubadora a 25oC por dos semanas (González, 1999).  

 

2.3.8 Identificación microscópica de Trichoderma harzianum  

Fue empleada la Técnica de la Cinta Adhesiva. Se tomó un trozo de cinta y se colocó 

encima de la superficie cultivo. La cinta fue colocada sobre un portaobjetos limpio y se 

añadió una gota de lactofenol con el fin de tinturar y mejorar la observación de las 

estructuras del hongo. Se observó la placa en un microscopio electrónico con los lentes: 

4X, 10 X y 40 X. Para el lente de 100X se empleó una gota de aceite de inmersión sobre 

la placa. Se procedió a observar e identificar el hongo atendiendo a claves taxonómicas 

de Barnett. Este procedimiento se ejecutó de la misma manera con Pleurotus ostreatus.  

 

2.3.9 Conservación Trichoderma harzianum  

La conservación se realizó de dos maneras: en glicerina y agua destilada estéril. En la 

primera se tomaron 10 tubos eppendorf a los cuales se agregó 1 mL de glicerina diluida 

al 10%. Se tomó una muestra de Trichoderma harzianum de una de las cajas y se introdujo 

en el tubo eppendorf. Este procedimiento fue realizado con los nueve tubos restantes. Cada 

uno fue agitado en un vórtex por tres minutos, etiquetados y colocados en refrigeración a  

2 oC.  
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La otra forma de conservación consistió en tomar 4 tubos eppendorf  en los cuales se 

agregó 1 mL de agua destilada con una muestra de Trichoderma harzianum. Cada uno de 

los tubos se agitó por tres minutos (Gato, 2010). Estos tubos fueron etiquetados y 

colocados en refrigeración a 2 oC como en la primera forma.  

 

2.3.10 Crioconservación de Trichoderma harzianum 

En crioviales de 1.5 mL se colocó una muestra de Trichoderma harzianum. 

Posteriormente, se retiró el solvente y quedaron las perlas con el hongo adherido a estas 

(Gato, 2010). Se etiquetaron y fueron guardadas a -80 oC.  

 

2.3.11 Preparación de la solución y conteo de UFC/mL  

En un tubo de ensayo se colocó 10 mL de suero fisiológico diluido con Tween 80 al 1%. 

Se agitó vigorosamente y posteriormente se colocaron las esporas de Trichoderma 

harzianum en esta solución (Ver anexo 13, literal a-c).  

 

En el caso de Pleurotus ostreatus se cortó el medio con el hongo en cuadraditos y se 

colocó en otro tubo de ensayo con la solución mencionada.  Se agitó vigorosamente pero 

en este caso se filtró la solución. 

 

Se tomaron 50 µL de la solución y se colocaron en la cámara de Neubauer en los campos 

de conteo evitando la formación de burbujas con ayuda de una micropipeta.  Por medio 

de fórmulas se pudo obtener el número de esporas por mL (Ver anexo 13, literal d-e). 
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(Gilchrist, y otros, 2005) determinando así la concentración de esporas a inocular (Ver 

anexo 13, literal f-g). 

 

Concentración (cel/mL) = Total de células contadas x 250 000 

                                              No. de cuadrados 

(Celeromics, s.f.) 

2.3.12 Siembra de Pleurotus ostreatus 

Las siembras del micelio se realizaron en medio PDA cortando cuadrados de 1.5x 1 cm y 

colocándolos sobre el medio en la caja Petri. Las siembras se dejaron en incubación a 

25oC por 15 días (Ver anexo 14, literal a-b).  

 

2.1.13 Resiembra de Pleurotus ostreatus 

A partir de una caja con crecimiento de micelio de Pleurotus ostreatus, se tomó un trozo 

de medio de 1 x 1 cm con el hongo y se colocó dentro de una caja Petri preparada y 

autoclavada; se selló la caja con parafilm y se incubó a 25oC por dos semanas (Ver anexo 

14, literal c-d).   

 

2.1.14 Preparación y aplicación del inóculo  

Se tomaron 22 cajas de siembra con Trichoderma harzianum y 20 cajas con Pleurotus 

ostreatus. En cada caso los medios de cultivo de las cajas fueron cortados en cuadraditos 

y depositados en el interior de un recipiente de plástico con agua tibia. Estos envases 

fueron cerrados y agitados vigorosamente (Ver anexo 15, literal a-b). Se realizó la 

inoculación de 125-130 mL de cada hongo considerando los tratamientos y las 

repeticiones (Ver anexo 15, literal c).  
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2.4 Análisis Estadístico  

Se llevó a cabo con la información colectada entre el día 1 y el día 53 sobre las variables 

con significancia dentro del ensayo: temperatura, humedad, pH y a la concentración del 

insecticida removido. Estos datos fueron ingresados en el Software Estadístico InfoStat 

en el cual se aplicaron ADEVAS con pruebas de Tuckey al 5%.  
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CAPÍTULO 3 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1 Impacto en la movilidad y toxicidad de Clorpirifos 

 

Tabla 6. Impacto de la movilidad y toxicidad de Clorpirifos 

Insecticida 

 

Movilidad 

(%) 

Categorización Color 

 

Toxicidad 

(%) 

Categorización Color 

Clorpirifos 

en aguas 

Subterráneas 

4.8x 10-9 Muy Bajo 

 

2.4x104 Medio 

 

Clorpirifos en 

Aguas 

Superficiales 

0.013 Bajo 

 

0.645 Alto 

 

Fuente: (Csiro Piri Software, 2017) 

 

En la Tabla 6, se observan los datos obtenidos del cálculo del impacto en la movilidad y 

en la toxicidad del insecticida Clorpirifos tanto en aguas superficiales como subterráneas 

después de ingresarse la información referente al sector muestreado, en el Programa 

Estadístico Csiro Piri Software. A partir de estos datos se evaluó el impacto que tiene el 

insecticida organofosforado en el suelo y el cultivo ya que son aguas que se relacionan 

directamente con este recurso y los productos que vienen de él como la papa, 

produciéndose disminución de la biodiversidad microbiana del suelo, pérdida de fertilidad 

y de materia orgánica, además de la acumulación de estos en el interior del tubérculo (Del 

Puerto, Suárez, & Palacio, 2014). 
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En las primeras tres columnas al lado izquierdo se observan los datos referentes a la 

movilidad del insecticida tanto en aguas superficiales como en aguas subterráneas. La 

movilidad de Clorpirifos se relaciona con factores agroclimáticos, como la textura del 

suelo: franco arenoso, la temperatura promedio mínima y máxima (8 a 21oC), la 

pluviosidad dentro del período de interés (168 mm), la cantidad de materia orgánica 

(2.50%), la disociación del insecticida (0) considerando su persistencia, degradación y 

estabilidad, datos proporcionados por el Piri. 

 

El cálculo de la movilidad por Csiro Piri Software depende de la naturaleza química de 

los insecticidas. En aguas superficiales como en aguas subterráneas la movilidad de 

Clorpirifos es baja: 0.013% y muy baja: 4.8x10-9 %, respectivamente. Considerando los 

datos más relevantes del programa en relación a Clorpirifos, y a otro organofosforado para 

su comparación como Fenamifos que es menos persistente que Clorpirifos con 2 y 216 

días, respectivamente. El Kd (constante de disociación), el Koc (coeficiente de 

adsorción), la escorrentía y la capa de erosión son datos calculados por el Csiro Piri 

Software y es información relacionada con la persistencia del insecticida en el suelo y el 

potencial de contaminación expresado en kg/ha influenciado por la acción de las aguas 

superficiales y subterráneas en suelo. Estos valores de persistencia se relacionan con el 

valor Kd donde para Fenamifos es de 10.95930 y para Clorpirifos 118.47384. Por lo tanto, 

Clorpirifos tiende a retenerse y persistir en las partículas del suelo más que el otro 

insecticida organofosforado y por ende, este último se lixiviará más que el insecticida 

objeto de estudio (Ver anexo 16, literal a y b).  
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Fenamifos presenta una movilidad en aguas subterráneas considerada baja: 4.0 x10-8 % 

pero es mayor a la calculada para Clorpirifos: 4.8 x10-9 %. En aguas superficiales la 

movilidad de Fenamifos, categorizada como media: 0.328 % es mayor a la obtenida para 

Clorpirifos: 0.013%. El Koc (coeficiente de adsorción) para Clopirifos es de 8151mL/g 

interpretándose como un insecticida no móvil y por lo tanto, no lixiviable.  La escorrentía 

(mm) obtenida para ambos insecticidas es la misma: 5.18553 mm. Sin embargo, la capa 

de erosión del suelo en Clorpirifos es mayor: 0.003 que en Fenamifos: 0.00005 (Ver anexo 

16, literal a y b).  

 

Según (University of Hertfordshire, 2016) en la base de datos PPDB (Pesticides 

Properties DataBase) el insecticida organofosforado Clorpirifos es poco soluble en agua 

a 20 oC comprobándose que la movilidad del insecticida, considerando la temperatura 

máxima del sector que es de 21 oC, es baja: 1.05 mg/L. Al ser un insecticida de naturaleza 

liposoluble (Brom, 2014) no se diluye fácilmente en agua; sin embargo, frente a solventes 

orgánicos si lo hace. Algunos ejemplos son: el hexano (774 000 mg/L), metanol (290 000 

mg/L) y el acetato de etilo (4 000 000 mg/L) logra diluirse debido a su naturaleza no polar.  

La lixiviación de un insecticida está relacionada con el Índice GUS (Groundwater 

Ubiquity Score o índice potencial de lixiviación), el LP (potencial de lixiviación) y el Koc 

(índice de adsorción al suelo). Según (Frazar, 2000) cuando el valor de GUS es mayor a 

2.8 el insecticida es lixiviable; cuando va de 1.8 a 2.8 se encuentra en transición y cuando 

es menor a 1.8 se considera como un insecticida no lixiviable. En el caso de Clorpirifos 

su Índice GUS es de 0.17; es decir, no lixiviable. El LP (valor adimensional) para este 

insecticida es de 0.003 considerado por la USEPA como no lixiviable o NL. El Koc 

representa la capacidad del insecticida para quedar retenido por la materia orgánica y la 
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arcilla del suelo. Si el valor de Koc es menor o igual a 512mL/g se trata de un insecticida 

lixiviable, pero si es mayor a 512mL/g se considera no lixiviable y por lo tanto con el 

valor obtenido se comprueba que Clorpirifos no se lixivia.  

 

El problema de la erosión, considerado como el material afectado de la superficie terrestre 

por acción del agua superficial, no sólo está relacionada al uso de insecticidas sino también 

a la pérdida de fertilidad, la reducción de la microbiota y la materia orgánica (Badii & 

Varela, 2007). Según (Silva & Correa, 2009) la erosión superficial puede transportar 

insecticidas a los sistemas acuáticos. En el sector de El Capulí la fuente más cercana se 

ubica a 13 m de distancia del cultivo y se ve afectado por las aguas superficiales.  A pesar 

de que el sector de El Capulí entre el mes de abril y mayo, meses de interés del proyecto, 

presentaron una pluviosidad de 168 mm de los 892 mm registrados en el 2016 

(ClimateData, 2016), lo que indica que la lixiviación de este insecticida hacia la zona 

freática es muy baja corroborando los resultados obtenidos en cuanto a movilidad (Ver 

anexo 16, literal a-b).  

 

En las tres columnas del lado derecho de la Tabla 6 se encuentran los valores referentes a 

la toxicidad de Clorpirifos. En aguas superficiales es alta: 0.645% y en aguas subterráneas 

es media: 2.4x 104 %. Considerando el ejemplo del Fenamifos, este es más tóxico que 

Clorpirifos. En aguas subterráneas es 0.02% y Clopirifos: 2.4 x104 %. Lo mismo ocurre 

en aguas superficiales donde Fenamifos presenta 164083x 10-5 % un porcentaje mayor al 

de Clopirifos con 0.645%. Por lo tanto, la toxicidad del insecticida depende del ingrediente 

activo que lo conforma. Para la salud humana el Health Advisory Limits (USEPA, 2015) 

calculado tanto para aguas superficiales como para aguas subterráneas es de 0.02 mg/L y 
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para Fenamifos 0.002 mg/L por lo cual su incidencia en la salud humana es mayor (Ver 

anexo 16, literal c-d). La contaminación por Clorpirifos sobre los cuerpos de agua 

cercanos al cultivo de papa incide directamente en ellos.  

 

La acumulación de estos agroquímicos en los tubérculos de la papa se ha comprobado con 

el análisis realizado en el Centro de Soluciones Analíticas Integrales (CENTRO CESAL 

Cía. Ltda) dando como resultado una concentración de 0.82 µg/kg, concentración que es 

alta comparado con otros insecticidas organofosforados también identificados, como: 

monocrotofos, profenofos, metamidofos, malatión, dimetoato, diazinon, etil-paratión y 

acefato cuya concentración es menor a los 0,02 µg/kg (Ver anexo 17, literal a). Las 

concentraciones de los insecticidas analizados dependen de los picos, el área y el QIon 

analizado (Ver anexo 17, literal b-c). 

 

Según un estudio realizado por (Benítez-Díaz, Miranda-Contreras, Molina-Morales, 

Sánchez-Gil, & Balza-Quintero, 2015) sobre los residuos de plaguicidas en la cáscara e 

interior de la papa indica que Clorpirifos aparece junto a otros tres IOP´s en la cáscara de 

la papa: diazinon, dimetoato, metamidofos; y en el interior de la papa se encuentran tres  

IOP´s: Clorpirifos, diazinon, metamidofos. La frecuencia de detección de los insecticidas 

mencionados es mayor en la cáscara que en la parte interna del tubérculo, para Clorpirifos 

56% y 37.5%, respectivamente. En los otros insecticidas los valores son parecidos como 

por ejemplo el Diazinon con 62.5% en cáscara y 31.1% en el interior de la papa. Sólo  

Metamidofos se encuentra en mayor proporción en el interior del tubérculo: 81.3% que en 

la cáscara: 75%. Por lo tanto, la cáscara de la papa también juega un papel importante en 

la retención de los insecticidas. El problema radica no sólo a nivel ambiental. El Carchi es 
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la primera provincia papicultora y abarca el 32% de la producción nacional; sin embargo, 

el peligro del uso de los insecticidas no sólo abarca temas ambientales sino también 

problemas de salud, ya sea por ingestión, inhalación o por contacto (LORSBAN, 2017). 

 

3.2 Identificación macroscópica y microscópica de Trichoderma harzianum  

 Tabla 7. Identificación Macroscópica Trichoderma harzianum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Elaborado por: La autora, 2017.  

En la Tabla 7, en la columna izquierda se observa la formación del micelio de 

Trichoderma harzianum. Este cubre la superficie del medio de cultivo con un crecimiento 

que alcanza los 9 cm de diámetro y de 1 a 1.5 mm de altura. El micelio observado es de 

color verde oscuro y de aspecto polvoriento. Este hongo presenta una coloración entre 

blanco y verde pálido al inicio de su formación. Entre el cuarto y séptimo día comienza a 

cambiar su coloración a verde oscuro. En el envés de la caja se torna de una coloración 

Lado de la caja petri Identificación Macroscópica Identificación Bibliográfica 
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Formación 

de micelio 

en la 

superficie 

de medio 

PDA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: La autora, 2016. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Mukherjee, 

Sampath, Kranthi, & 

Mukherjee, 2014) 
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Fuente: La autora, 2016. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Mukherjee, 

Sampath, Kranthi, & 

Mukherjee, 2014) 
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amarillenta (Ver anexo 18, literal a-d). En la columna derecha se observa el crecimiento 

de Trichoderma harzianum. Según (Mukherjee, Sampath, Kranthi, & Mukherjee, 2014) y 

(Cholango, 2009)  Trichoderma harzianum posee colonias de rápido crecimiento en PDA, 

con un diámetro que va de 7 a 9 cm después de 3 días de incubación. El micelio aéreo 

flucoso, blanco a ligeramente gris o raramente amarillo, conidiación que cubre con 

frecuencia toda la superficie de la placa que produce pústulas aplanadas hasta de 8 mm en 

diámetro, concéntricas o cerca de las márgenes de la placa, polvorienta o granular y de 

varios tonos verdes incluso en el mismo cultivo, con frecuencia rodeado por micelio 

blanco estéril. Al reverso colonias incoloras o amarillas, pardas, ocráceas. Esta 

descripción concuerda con lo observado en laboratorio. Se comprueba que el género 

corresponde al hongo en estudio.  
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Tabla 8. Identificación Microscópica de Trichoderma harzianum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Elaborado por: La autora, 2016. 

 

En la Tabla 8, en la columna izquierda se observan los conidióforos, las fiálides y los 

conidios. Estas tres estructuras presentan una coloración verdosa. Los conidióforos se 

muestran largos y ramificados a manera de árbol. Las fiálides son delgadas y se 

desprenden de los conidióforos. Estas presentan un ensanchamiento en la parte central; 

sin embargo en el ápice se tornan delgadas. Los conidios son redondos u ovalados, se los 

puede encontrar solos o agrupados como un racimo de uvas al final de las fiálides con un 

diámetro aproximado de 0.5 mm. En la columna derecha se observan las claves 

taxonómicas de (Barnett, 1960) empleadas para su identificación. Estas también se pueden 

comprobar con la descripción realizada por (Romero, Huerta, Huato, Domínguez, & 

Estructuras 
Identificación microscópica 

 Lente (40X) 

Claves Taxonómicas 
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Fuente: La autora, 2016. 
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Fuente: La autora, 2016. 
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Fuente: La autora, 2016. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Barnett, 1960) 
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Arellano, 2009), los conidioforos son de color verde muy ramificados y dispuestos de 

forma perpendicular. En ocasiones se observan ramas laterales en pares o en grupos de 

tres. Las fiálides son largas, delgadas, asiméticras y con verticilos terminales. Los conidios 

presentan forma subglobosa. Estas características descritas guardan relación con las 

observadas en laboratorio.  

3.4 Identificación macroscópica y microscópica de Pleurotus ostreatus 

Tabla 9. Identificación Macroscópica de Pleurotus ostreatus 

Lado de la caja petri Identificación macroscópica Referencia bibliográfica 
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Fuente: Maldonado, 2016. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Suárez, 2010) 
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Fuente: Maldonado, 2016. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Suárez, 2010) 

 

Nota: Elaborado por: La autora, 2016. 

En la Tabla 9, en la columna izquierda se observa la formación del micelio en forma radial 

e invasivo a partir del punto de siembra. El diámetro mínimo de crecimiento es de 4.0 cm 

y el máximo es de 9.0 cm. El micelio llega a cubrir el medio de cultivo en su totalidad. 

Este hongo presenta una textura algodonosa y blanca. Una vez que el micelio ha 

madurado, exuda sustancias de color amarillo fuerte y aceitoso. 
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 En la columna derecha se observa la descripción realizada por (Suárez, 2010) donde se 

describe el crecimiento en PDA a 22oC del micelio blanquecino formando halos de 

aspecto algodonoso, liso, no esporulento, de forma circular y alrededor del punto de 

siembra. Abarca completamente la caja Petri al cabo de 14 días de inoculación. Una vez 

maduro genera sustancias aceitosas y blanquecina que indican el grado de madurez del 

hongo y por tanto la viabilidad de las esporas (Ver anexo 19, literal a-b). El micelio 

obtenido una vez maduro, Estas características concuerdan con las observaciones 

realizadas en laboratorio. 

 

Tabla 10. Identificación Microscópica de Pleurotus ostreatus 

 
Estructuras Identificación Microscópica 

Lente (100X) 

Claves taxonómicas 

 

 

 

Basidióforos 

 

(Cheilocystidia) 

 

 

 

 

 

 

Fuente: La autora, 2016. 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Menolli, Asai, Capelari, 

& Paccola-Meirelles, 2010) 
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Fuente: La autora, 2016. 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Menolli, Asai, Capelari, 

& Paccola-Meirelles, 2010) 
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Fuente: La autora, 2016. 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Menolli, Asai, Capelari, 

& Paccola-Meirelles, 2010) 

Nota: Elaborado por: La autora, 2016. 
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En la Tabla 10, en la columna izquierda se observa la formación de tres estructuras: 

basidióforos alargados, delgados con terminaciones en punta. Los basidios se encuentran 

entrelazados a manera de una red y albergan en sus terminaciones a los basidiosporas.  

 Finalmente, las basidiosporas son cilíndricas, delgadas y se encuentran agrupadas. Según 

(Menolli, Asai, Capelari, & Paccola-Meirelles, 2010) los basidióforos son alargados y en 

ocasiones subclavados, los basidios clavados entrelazados a manera de red y las 

basidiosporas cilíndricas con paredes cilíndricas, paredes delgadas, hialinas, lisas e 

inamiloides. Esta descripción concuerda con las imágenes del lado derecho de la tabla. 

 

3.5 Análisis Estadístico de las variables del ensayo 

3.5.1 Temperatura  

Tabla 11. Promedios de InfoStat: Temperatura, ranqueo, C.V y significancia  

 

 

 

 

 

Nota: Elaborado por: La autora, 2017. 

Fuente: (InfoStat, 2015) 

C.V.: Coeficiente de variación 

“**”: Altamente significativo  

En la Tabla 11, se indica que el C.V. promedio del ensayo es de 0.17% mismo que se 

encuentra dentro de los valores establecidos para este tipo de ensayos. El T2 presenta la 

mayor temperatura del proceso con 24.20 oC, seguido por el T3 y el T1 con 24.05 oC, y 

finalmente el T2 con 23.90 oC. La prueba de Tuckey al 5%, indica que los datos obtenidos 

están dentro de un ranqueo categorizado como “A” al T2, “B” al T3 y  T1,  y finalmente 

Tratamiento 
Temperatura  

Promedio (oC) 
Ranqueo C.V. (%) 

p-valor 

(%) 

Significancia 
 

T2 24.20 A 

0.17 0.01 
 

** 
T3 24.05 B 

T1 24.05 B 

T0 23.90 C 
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“C” al T0; es decir los datos obtenidos son estadísticamente diferentes y altamente 

significativos.  

 

Las temperaturas registradas en el ensayo son similares posiblemente por el manejo que 

se dio a los tratamientos. Este factor es importante en la biodegradación del insecticida 

porque acelera el metabolismo y velocidad de reacción de los procesos metabólicos.  

 

Las temperaturas promedio obtenidas del T0 al T3 se encuentran dentro del parámetro 

establecido por (Vásquez, 2010): de 10 oC a 40 oC para que se degrade la molécula química 

de Clorpirifos. Para ello se necesitan de procesos hidrolíticos en los cuales las  enzimas 

transferasas permitan la adhesión o la ruptura de la molécula absorbiendo o liberando 

energía en el proceso (Inchem, 1972). 

 

Según (Gebremariam, Beutel, Yonge, Flury, & Harsh, 2012) tanto los procesos bióticos 

como los abióticos contribuyen a la degradación de Clorpirifos. La degradación en el T0 

posiblemente estuvo influenciado por factores externos como la luz, la temperatura 

ambiental y la carga microbiana autóctona del lugar.  

 

 Los valores obtenidos de p-valor de 0.01% dan una pauta para tomar una decisión sobre 

la aceptación o rechazo de la hipótesis (Fernández S. & Díaz S., 2001). Al ser un proceso 

altamente significativo, se acepta la hipótesis alternativa: la biodegradación de un 

insecticida organofosforado en muestras de suelo de cultivo de papa es posible mediante 

la aplicación de  Trichoderma harzianum y Pleurotus ostreatrus. 
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3.5.2 Humedad  

 

Tabla 12. Promedios de InfoStat: Humedad, ranqueo, C.V y significancia 

Nota: Elaborado por: La autora, 2017. 

Fuente: (InfoStat, 2015) 

“**”: Altamente significativo  

En la Tabla 12, se indica que el C.V. promedio del ensayo es de 0.26% lo cual permite 

considerar la confiabilidad de la información. El T0 presenta la mayor humedad del 

proceso con 49.83%, seguido de T1 con 48.58%, T3 con 47.65% y finalmente T2 con 

47.60%. La prueba de Tuckey al 5%, indica que los datos obtenidos están dentro de un 

raqueo categorizado como “A” para el T0, “B” para T1, y finalmente “C” para el T2 y el 

T3, es decir, son estadísticamente diferentes y altamente significativos. 

 

Los datos de la humedad reflejan que la cantidad de agua añadida ya sea directamente o 

en forma de inóculo fue igual en los ensayos; sin embargo, la variación radicó en la 

influencia de los hongos en esta variable. A pesar de ello, los datos obtenidos en el 

presente ensayo están dentro del rango establecido por (Vásquez, 2010) considerando las 

condiciones de hongos como Trichoderma spp. y Pleurotus ostreatus: el porcentaje 

óptimo de humedad se encuentra entre 20-90%. 

 

En este caso al tratarse de un suelo con Pleurotus ostreatus se considera el ciclo 

metabólico del P-450 monooxigenasas. Estas enzimas rompen el enlace covalente de la 

molécula de oxígeno y un átomo es incorporado a la molécula de sustrato mientras el otro 

Tratamiento 
Humedad  

Promedio (%) 
Ranqueo C.V. (%) 

p-valor 

(%) 

Significancia 

T0 49.83 A 

0.26 0.01 

 

** 

T1 48.58 B 

T3 47.65 C 

T2 47.60 C 
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es reducido a agua en la segunda fase del metabolismo, se desprende una molécula de 

agua por acción (Wood, 1992).  

 

El valor obtenido del p-valor de 0.01% indica que, el ensayo al ser un proceso altamente 

significativo, se acepta la hipótesis alternativa: la biodegradación de un insecticida 

organofosforado en muestras de suelo de cultivo de papa es posible mediante la aplicación 

de Trichoderma harzianum y Pleurotus ostreatus. 

 

3.5.3 pH 

Tabla 13. Promedios de InfoStat: pH, ranqueo, C.V y significancia  

 

Nota: Elaborado por: La autora, 2017. 

Fuente: (InfoStat, 2015) 

“**”: Altamente significativo 

En la Tabla 13, se indica que el C.V. promedio del ensayo es 2.85% lo cual se establece 

como una dispersión adecuada de los datos para un ensayo de este tipo. El T1 presenta el 

mayor pH del proceso con 6.88µds, seguido de T3 con 6.65 µds,  T2 con 6.45 µds y 

finalmente T0 con 6.15 µds. La prueba de Tuckey al 5%, indica que los datos obtenidos 

están dentro de un raqueo categorizado como “A” para el T1, “AB” para T3, “BC” para 

el T2, y finalmente “C” para el T0”, es decir, son estadísticamente diferentes y altamente 

significativas. 

 

Tratamiento 
pH Promedio  

(uds) 
Ranqueo C.V. (%)  

p-valor  

(%) 
Significancia 

T1 6.88 A 

2.85 0.1 
 

** 

T3 6.65 AB 

T2 6.45 BC 

T0 6.15 C 
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La variación del pH se debe a la acción de los hongos sobre el insecticida. Los procesos 

metabólicos de ambos hongos pueden modificar el pH del suelo a su beneficio. A pesar 

de ello, el tratamiento que indica una mayor variación de pH es el T1  muestra de suelo 

con insecticida más Trichoderma harzianum); sin embargo, el T3 (muestra de suelo con 

insecticida más Trichoderma harzianum y Pleurotus ostreatus) también indica un pH 

ácido cercano a la neutralidad. El T2 y el T0 considerados ácidos son ligeramente más 

elevados que el pH obtenido en el análisis de muestras en Cayambe de: 5.80 µds. 

 

La degradación de Clorpirifos implica un proceso de oxidación e hidrólisis donde se 

produce la liberación de S cuyos valores aumentan de 6.20 ppm a 67.92 ppm tras la 

inoculación de los hongos, dando lugar a un Clorpirifos Oxón (Ver anexo 17, literal d).  

 

Trichoderma harzianum a través de su metabolismo mediado por esterasas afecta a la 

estructura química de Clorpirifos, formado con axones y tioato,s mediante reacciones 

hidrolíticas. El metabolismo se produce principalmente por hidrólisis a través de esterasas. 

En etapas finales de bidegradación los enlaces de C-P se rompen especialmente en 

aquellos grupos fosfonatos y fosfinatos (Inchem, 1972). La hidrólisis del Clorpirifos 

también implica la liberación de iones H+ lo cual, según (Ibáñez, 2007), promueve la 

disminución del pH del suelo. Cationes básicos como el Ca2+, Mg2+, K+ generan un suelo 

más acido, obviamente dependiendo de las concentraciones. En los laboratorios de 

Cayambe estos valores no varían y se encuentran dentro de límites adecuados (ok) y altos 

(A). Es decir, las variaciones de los macro y micronutrientes en el suelo dependen del pH 

(Ver anexo 17, literal d). 
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Según (Vera, 2003) y (Macalady & Wolfe, 1983) el rango del pH en el cual 

microorganismos como los hongos crecen óptimamente y que favorecen sus procesos 

enzimáticos está entre 5.2 a 6.7.y la acción del sistema metabólico de los hongos sobre 

estos. Así que dependiendo del pH y del organismo las concentraciones van aumentar o 

disminuir.  

 

La degradación del insecticida Clorpirifos implicó también una variabilidad de la cantidad 

de materia orgánica y la conductividad eléctrica. Las concentraciones están enmarcadas 

dentro de una categorización descriptiva: ok: adecuado, A: alto y B: bajo. La acción de 

Trichoderma harzianum y Pleurotus ostreatus sobre Clorpirifos está relacionada con su 

metabolismo. En este caso, se considerarán los macronutrientes: P y S, y de los 

micronutrientes: el Fe. Este P es incorporado en el proceso metabólico de Pleurotus 

ostreatus a través de P-450 monooxigenasa, considerado un biocatalizador. El P 

incorporado al sistema enzimático de Pleurotus ostreatus permite además la incorporación 

de oxígeno al sistema, por esta razón la concentración de P inicial de 24.30 ppm disminuye 

a 1.11 ppm (Ver Anexo 17, literal g). P-450s son un nombre colectivo dado para todas las 

hemo-proteínas que forman un complejo Fe (II)- CO. Se sabe que estas enzimas oxidan 

más de 200 000 diferentes sustancias químicas exógenas y endógenas  (Urlacher & Eiben, 

2006) y es por esto también que la concentración de Fe inicial pasa de 214.31mg/L a 

405.86 mg/L. La actividad enzimática está relacionada con la interacción entre Fe y S. 

Ambos nutrientes se incrementan considerablemente. En un inicio sufren un proceso 

oxidativo donde el oxígeno se incorpora a la relación entre el Fe-S. Luego, en una segunda 

etapa, la relación O-Fe-S se ve influenciada por la llegada de un catión de H el cual 
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reacciona con el O liberándose en forma de agua. Luego, la llegada de un radical R-OH 

permite que el S se libere en forma de óxido de azufre (SO) y se libere el Fe. El azufre 

pasa de una concentración inicial de 5.80 ppm a una concentración final de 67.92mg/. 

Según (Cerveñansky, 2011), si la cantidad de S en el suelo es mayor a 200 ppm existe 

mineralización, si es menor existe inmovilización (Cerveñansky, 2011). De esta manera, 

se comprueba que tras el proceso y considerando las condiciones de temperatura, humedad 

y pH. La conductividad eléctrica en el proceso disminuye de 1.42 mS/cm a 1.14  mS/cm, 

valores considerados como adecuados (Ver anexo 17, literal d).  

 

Otro factor es la composición de la materia orgánica, su estabilidad ya que si esta es estable 

habría mayor resistencia a la mineralización o una mayor pérdida de C y N (Cerveñansky, 

2011). En el ensayo la cantidad de materia orgánica aumentó en el suelo de 2.50% a 3.71% 

lo cual indica que la estabilidad de la materia orgánica dependió de la acción de los 

hongos. También existe la posibilidad que la materia orgánica por su carga negativa, 

adsorba y retenga a estos microorganismos según menciona (Goyal y Gerba, 1979) y 

(Julca-Otiniano, Meneses-Florián, Blas-Sevillano, & Bello-Amez, 2006) aumentando así 

su peso ya que los microorganismos cuentan al momento de establecer un peso porcentual 

de materia orgánica en el suelo.  

 

El valor obtenido del p-valor de 0.1% indica que, el ensayo al ser un proceso altamente 

significativo, se acepta la hipótesis alternativa: la biodegradación de un insecticida 
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organofosforado en muestras de suelo de cultivo de papa es posible mediante la aplicación 

de Trichoderma harzianum y Pleurotus ostreatus. 

 

3.5.4 Biodegradación removida de Clorpirifos (µg/kg) 

 

 Tabla 14. Biodegradación de Clorpirifos: concentraciones. 

Nota: Elaborado por: La autora, 2017. 

Fuente: (InfoStat, 2015) 

“**”: Altamente significativa 

En la Tabla 14, se observa el porcentaje de remoción del insecticida Clorpirifos. El C.V. 

del ensayo es de 6.00% lo cual se establece como una dispersión confiable ya que están 

dentro de los valores establecidos para un ensayo de este tipo. El tratamiento que presentó 

mayor porcentaje de remoción fue el T3 con el 66.80% equivalente a 2701.09 µg/g, luego 

está el T1 con el 59.54% equivalente a 2407.33 µg/g, seguido del T0 con 52.47% 

equivalente a 2121.75 µg/g, y finalmente, el T2 con 50.63% equivalente a 2047.25 µg/g. 

La prueba de Tuckey al 5%, indica que los datos obtenidos están dentro de un ranqueo 

categorizado como “A” para el T3, “AB” para T1, y finalmente “B” para el T0 y T2,  es 

decir, son estadísticamente diferentes y altamente significativas (Ver anexo 17, literal e-

Tratamientos Repeticiones 
Concentración 

Inicial (µg/g) 

Concentración 

Final (µg/g) 

Concentración 

Removida 

(µg/g) 

Medias 

(µg/g) 

Porcentaje 

de 

remoción 

(%) 

C.V. 

(%) 
Ranqueo 

p-valor 

(%) 
Significancia  

T3 

T3R1 4043.38 1317.92 2725.46 

2701.09 66.80  

6.00 

A 

0.22 ** 

T3R2 4043.38 1173.45 2869.93 

T3R3 4043.38 1444.72 2598.66 

T3R4 4043.38 1433.07 2610.31 

T1 
T1R1 4043.38 1521.81 2521.57 

2407.33 59.54 AB 
T1R3 4043.38 1750.30 2293.08 

T0 
T0R1 4043.38 1962.54 2080.84 

2121.75 52.47 B 
T0R4 4043.38 1880.73 2162.65 

T2 

T2R1 4043.38 2201.14 1842.24 

2047.25 50.63 B T2R2 4043.38 1874.97 2168.41 

T2R4 4043.38 1912.29 2131.09 



 

61 

f). Esta disminución de la concentración se debe a la acción del metabolismo de los hongos 

sobre el insecticida, está desdoblando e incorporándolo a su proceso metabólico. La 

enzima microbiana hidrolasa organofosforada u organofosfohidrolasa ha sido reportada 

en el citoplasma de muchos microorganismos. Generalmente, rompe el enlace P-O 

fosfotriéster  y la unión P-S en los fosfotiolésteres siendo estos el caso del Clorpirifos 

donde se generan dos metabolitos principales: el 3,5,6-tricloro-2-piridinol y el 

dietilfosfato (DETP) (Jhon & Shaike, 2015). Cuando se realiza la degradación de 

cantidades pequeñas de clorpirifos se producen otros metabolitos tales como: desetil 

clorpirifos, clorpirifos oxon, desetil clorpirifos oxon y 3,5,6-tricloro-2 metoxypirimidina. 

Clorpirifos oxon es la forma oxidada de clorpirifos y se hidroliza tanto enzimáticamente 

como espontáneamente para formar dietilfosfato y 3,5,6-tricloro-2-piridinol. Este último 

puede degradarse adicionalmente a 3,5,6-tricloro-2-metoxi-piridina y dióxido de carbono 

(Jhon & Shaike, 2015). El metabolismo secundario de Trichoderma harzianum permite 

que a través de la hidrólisis, la molécula se degrade y muestre concentraciones como las 

observadas anteriormente, y a través de la Ruta del Shikimato para el cual la molécula de 

Clorpirifos. En este caso el aumento y la disminución de temperatura en el suelo se debe 

al proceso metabólico de los hongos donde, para degradar la molécula química del 

Clorpirifos, se necesitan de procesos hidrolíticos cuyas enzimas transferasas permitirán al 

adhesión o la ruptura de la molécula absorbiendo o liberando energía en el proceso 

(Inchem, 2002).  

 

El valor obtenido del p-valor de 0.22% indica que, el ensayo al ser un proceso altamente 

significativo, se acepta la hipótesis alternativa: la biodegradación de un insecticida 
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organofosforado en muestras de suelo de cultivo de papa es posible mediante la aplicación 

de Trichoderma harzianum y Pleurotus ostreatus. 
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CONCLUSIONES 

 

 Csiro Piri Software ayuda a determinar el impacto que tiene un agroquímico 

(insecticida, herbicida, entre otro) sobre el medio ambiente considerando sus 

porcentajes de movilidad y toxicidad con relación a las aguas superficiales,  

subterráneas del sector muestreado y su repercusión en el medio ambiente y la 

salud humana. 

 La biodegradación es un proceso que puede llevarse a gran escala mediante la 

formulación, elaboración y comercialización de productos agrarios a base de 

Trichoderma harzianum y Pleurotus ostreatus  a fin de mejorar: la calidad de los 

cultivos, la ecología  y estructura del suelo e incrementar la materia orgánica, 

sustituyendo a productos agrícolas convencionales y formando plantas 

socialmente responsables y ambientalmente sostenibles. 

 La temperatura, la humedad, los macro y micronutrientes son factores influyentes 

que tienden a potenciar el crecimiento de los hongos en el suelo biodegradando un 

plaguicida en menos tiempo considerando la biodiversidad microbiana.  

 El Clorpirifos es un insecticida peligroso para el ambiente, puesto que su potencial 

de toxicidad es alto implicando así peligros agudos y crónicos tanto en la biomasa 

vegetal, animales y en el hombre produce inhibición de la acetilcolinesterasa 

dañando el sistema nervioso. 
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RECOMENDACIONES 

 

 Muestrear durante de fase de brotación, desarrollo de la hoja y el inicio de la 

formación del tubérculo puesto que son fases en las cuales la aplicación de 

plaguicidas es mayor en comparación con la fase de post-cosecha.  

 Aplicar el Programa Csiro Piri Software en otros cultivos de importancia a nivel 

nacional como con el cacao fino de aroma, el café, plátano y flores, puesto que son 

productos de consumo nacional y de importancia económica a nivel internacional. 

 Evaluar la capacidad de biotransformación de Trichoderma harzianum y Pleurotus 

ostreatus sobre diferentes concentraciones de insecticida. 

 Evaluar la concentración de insecticidas en los tres tipos de papas más 

representativas y de mayor consumo de la provincia Carchi para determinar su 

incidencia en la salud de los consumidores.  
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Georeferenciación 

 

a. Ubicación Sector El Capulí-Provincia del Carchi 

 

 

 

 

 
 

   Fuente: (Google Map a, 2017) 

b. Ubicación Sector Calacalí- Provincia de Pichincha 

 

 

 

 

 

 

 

      Fuente: (Googe Map b, 2017) 
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Anexo 2. Georeferenciación y toma de muestras 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a. Sector del cultivo de papa en El Capulí, San 

Gabriel, Provincia del Carchi donde se realizó la 

georeferenciación de los 14 puntos de muestreo. 

b. Recolección de la muestra del suelo para la 

implementación del ensayo. 

c. Homogenización de la muestra tomada d. Muestras etiquetadas para llevarlas a analizar  

e. Cooler para el transporte de muestras   
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Anexo 3. Georeferenciación de puntos de muestreo 

Punto de Muestreo Altura (m.s.n.m) Coordenadas (UTM) 

Punto 1 2 779 O18-N 4 818/ 0063420 

Punto 2 2 779 018-W/ 0063421 

Punto 3 2 779 018-N 4 823/ 0063324 

Punto 4 2 779 018-N 4 836/ 0063421 

Punto 5 2 779  018-N 4 833/ 0063410 

Punto 6 2 779  018-N 4 820/ 0063412 

Punto 7 2 779 018-N 4 820/ 0063412 

Punto 8 2 779  018-N 4 814/ 0063433 

Punto 9 2 779  018-N 4 825/ 0063469 

Punto 10 2 779  018-N 4 823/ 0063463 

Punto 11 2 779  018-N 4 811/ 0063469 

Punto 12 2 779  018-N 4 792/0063470 

Punto 13 2 779  018-N 4 782/0063432 

Punto 14 2 779  018-N 4 786/0063347 

Elaborado por: La autora, 2017. 
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Anexo 4. Información primaria para el Csiro Piri Software 

Uso del suelo Papa 

Tipo de suelo Arenoso arcilloso limoso 

Mes de inicio para el periodo de interés ( incluido) Abril 

 

Mes de finalización para el periodo de interés ( incluido) Mayo 

Toxicidad a especies blanco Health Advisory Limits 

 ( USEPA)(mg/L) 

Cobertura Suelo desnudo 

Indicativo de la severidad de pérdida de suelo Toque de sedimentos en el 

agua 

Condiciones de humedad del suelo durante el periodo de 

interés 

Húmedo  

Contenido de materia orgánica (%) 2.5 

Precipitación total durante el periodo de interés (mm) 168 

Irrigación total durante el periodo de interés (mm)  60 

Rango de recargo durante el periodo de interés (mm) Estimado : 69.645213273 

Media de la temperatura mínima del aire durante el 

periodo de interés (grados oC) 

8 

Media de la temperatura máxima del aire durante el 

periodo de interés (grados oC) 

21 

Profundidad de la tabla de agua (metros) 3 

Diámetro del cuerpo de agua más cercano (metros) 3 

Distancia desde el borde del cultivo al cuerpo de agua 13 

Pendiente del terreno al cuerpo de agua 10.20 grados 18% 

Ancho de la zona búfer o amortiguadora (metros)  2 

Número mínimo de días a partir de la aplicación del 

pesticida y la primera lluvia/ irrigación  

1 

Nota: Fuente: (Csiro Piri Software, 2017) 
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Anexo 5. Construcción de la cámara climatizada 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. Colocación de las mallas plásticas cuadriculadas 

dentro de la caja de vidrio. 
a. Recipiente con agua, humidificador, evaporador y 

toallas de microfibra. 

d. Hongos creciendo en fundas con sustrato 

a base de arcilla y melaza. 
c. Implementación de luz Led sobre la cámara. 

e. Terrario climatizado construido y funcionando 
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Anexo 6. Preparación del suelo e inoculación del insecticida 

 

 
 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Tiempo ( días) Dosis  (mL/L) 

1 1 

2 6 

4 12 

5 24 

7 36 

8 72 

10 99 

11 250 

b. Colocación del suelo muestreado sobre 

una funda plástica negra. 
a. Suelo homogenizado y retiro de 

residuos de plantas y papas. 

d. Insecticida a base de Clorpirifos a 

inocular 

c. Insecticida, agua (medio líquido para hacer la 

dilución) e indumentaria de protección para 

realizar la preparación del inóculo y la 

aplicación. 

e. Dosis del insecticida aplicado en 

diferentes días. 
f. Suelo con el insecticida inoculado y 

homogenizado. 
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Anexo 7. Implementación del diseño experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

a. Materiales para la implementación del 

ensayo: balanza, cajas, tijeras. 
b. Balanza para pesar 1kg de suelo. 

d. Peso de 1 kg de suelo para cada una de las 

repeticiones.  

c. Peso de 1 kg de suelo para cada una de las 

repeticiones.  

e. Implementación completa del ensayo experimental.  



 

85 

Anexo 8. Método Olsen Modificado 

Se considera el Protocolo del Laboratorio de Suelos y Agua de la Universidad Politécnica 

Salesiana- Cayambe. El Manual para Análisis de Suelos explica cómo se realizó la 

evaluación de macronutrientes. Sin embargo, se toman en cuenta sólo los más relevantes 

para el caso de Clorpirifos. 

a. Determinación de fósforo asimilable 

 

Principio 

Extracción del fósforo por una solución alcalina (bicarbonato de sodio 0.5N, pH 8.5). 

Dosificación después por colorimetría a 660 nm con el reactivo sulfo-molíbdico. 

 

Equipos 

 Balanza analítica. 

 Embudos de papel filtro. 

 Fotómetro Genesys 20. 

 Pipetas de diferentes volúmenes. 

 Erlenmeyer de 50 mL. 

 

Reactivos: 

Solución de bicarbonato de sodio (CO3HNa) 0.5N de un pH 8.5. 

 Para dos litros de solución: 

 Pesar separadamente 84 g de bicarbonato de sodio PA y 7.44 g de EDTA sobre 

una balanza de precisión, posteriormente pasarlos a un balón aforado de 2 L, aforar 

el balón con agua destilada, ajustar el pH a 8.5 con una solución de sosa 

concentrada. 

 

Solución sulfo-molíbdica: Pesar en la balanza de precisión 25 g de molibdato de amonio 

PA, pasar a un balón aforado de un litro y completar con una solución de ácido 

sulfúrico10N, conservarlo en un frasco obscuro y mantenerlo en la obscuridad. 
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Procedimiento 

 Pesar 2.5 g de la muestra tamizada a 0.5 mm, colocar la muestra en matraces de 

150 ml para posteriormente agregar 25 mL de la solución extractante (CO3HNa). 

 Pasar la muestra a un agitador oscilante por 10 min. 

 Durante este tiempo, instalar el papel filtro sobre los vasos de precipitación 100 

mL. 

 Filtrar la muestra tratando de hacer pasar el máximo de suelo sobre el filtro. 

 Preparar la solución indicadora de acuerdo a la cantidad de muestras analizadas.  

 En un erlenmeyer de 50 mL agregamos en el siguiente orden 10 mL de agua, 2 mL 

de la muestra y 8 mL de la solución molibdato de amonio-ácido ascórbico. 

 Dejar desarrollar la coloración en el lapso de 20 a 30 min. Realizar la lectura en el 

fotómetro a 660 nm. 

 

b. Determinación de Potasio 

 

Principio 

 La determinación de este método está bien estudiada, existiendo métodos 

adecuados para su análisis. 

 La determinación de potasio se realizó utilizando el método de fotometría de 

llama, cuyas lecturas se efectuaron en meqK/L solución. 

 

Equipos 

 Balones de 1000 mL y 100 mL. 

 Fotómetro de llama. 

 Pipetas de diferentes volúmenes. 

 Vasos de precipitados de 150 mL 

 Vasos de precipitados plásticos de 50 mL 
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Reactivos 

 Solución de bicarbonato de sodio (CO3HNa) 0.5N de un pH 8.5. 

 Para dos litros de solución:  pesar separadamente 84 g de bicarbonato de sodio PA 

y 7.44 g de EDTA sobre una balanza de precisión, posteriormente pasarlos a un 

balón aforado de 2 L, aforar el balón con agua destilada, ajustar el pH a 8.5 con 

una solución de sosa concentrada. 

 

Procedimiento 

 Pesar 2.5 g de la muestra tamizada a 0.5 mm, colocar la muestra en matraces de 

150 mL para posteriormente agregar 25 mL de la solución extractante (CO3HNa). 

 Pasar la muestra a un agitador oscilante por 10 min. 

 Durante este tiempo, instalar el papel filtro sobre los vasos de precipitación 100 

mL. 

 Filtrar la muestra tratando de hacer pasar el máximo de suelo sobre el filtro. 

 En un vaso de precipitado plástico agregar en el siguiente orden 19 ml de agua 

destilada, 1 mL de la muestra 

 A continuación procedemos a leer en el fotómetro de llama. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

88 

Anexo 9. Método de Acetato de Amonio 

Se considera el Protocolo del Laboratorio de Suelos y Agua de la Universidad Politécnica 

Salesiana- Cayambe.  

a. Determinación de Calcio y Magnesio juntos 

 

Principio 

 El Calcio es el quinto elemento en abundancia, y tercero entre los metales 

indispensables para la nutrición de las plantas, existe en la naturaleza como yeso, 

dolomita, carbonato de calcio, etcétera.  

 El Magnesio es el único constituyente mineral de la molécula de la clorofila y su 

ausencia impedirá el proceso se la fotosíntesis. 

 

Materiales 

 

 Balón de 1000 mL 

 Buretas graduadas, 25 mL 

 Erlenmeyer, 250 mL 

 Gotero 

 Pipetas de diferentes volúmenes. 

 Microcuchara 

 

 

Reactivos: 

 

Acetato de amonio 1N (C2O2NH7) pH 7 

 Pesar 77 g de acetato de amonio, disolver en agua destilada y llevar a volumen de 

1000 mL. 

 Ajustar el pH de la solución empleando NaOH, si es inferior a 7 o ácido acético 

glacial si es superior a 7. 
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Buffer para Calcio y Magnesio 

 Sobre un vaso de precipitado de 1000 ml, en 200 ml de agua destilada disolver 67 

g de Cloruro de Amonio e incorporar posteriormente 570 ml de Amoniaco 

concentrado. Llevar el volumen a 1000 mL en una probeta graduada, mezclar bien 

la solución. 

Solución 0,01N de EDTA Versenato (sal di sódica del ácido etilen di amino tetracético) 

 Pesar 2 gr de ácido etilen-di-amino-tetracético (EDTA) y 50 mg (0,05 gr) de 

Cloruro de Magnesio. 

  Disolver en agua destilada y aforar a 1000 mL. 

Buffer para Calcio NaOH 1N 

 Disolver 40 g de Hidróxido de Sodio en agua destilada, la solución refrigerarla y 

posteriormente aforar a 1000 mL. 

Indicador para Calcio 

 Pesar 1 g de Eriocromo black T, disolverlo en 80 ml de trietanol amina. Llevar el 

volumen a 100 ml con agua destilada. 

Indicador Calcio y Magnesio 

 Pesar 10 g de sulfato de potasio anhidro y agregar 1 g de Murexida. La mezcla 

homogenizar y refinar en un mortero.  

 Guardar en un frasco oscuro. 

 

Procedimiento 

 Pesar 2.5 g de suelo seco al aire, tamizado por el tamiz de 2 mm y colocarlo en un 

Matraz de 125 mL y agregar 50 mL de Acetato de Amonio1 N. 

 Colocar el matraz con la solución en un agitador rotativo a 350 revoluciones por 

minuto por 10 min. Posterior a la agitación dejar reposar la solución por 15 min, a 

continuación proceder a filtrar la muestra. 
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Anexo 10. Método de QUECHERS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a. Selección del suelo para el 

pesaje. 

b. Pesaje de 5 g de muestra de 

suelo en un tubo de 50 mL. 

c. Colocación de ACN d. Pesaje de sulfato de sodio anhidro 

e. Momento en que se añade 1 g de NaCl de 

citrato trisódico dihidratado y 0.5 g de citrato 

disódico sesquihidratado 

f. Sobrenadante + ciclohexano + 

Na2SO4 anhidro 
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Anexo 11. Método de GC/MS (Cromatografía de gases aplicado a masas) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

a. Pesaje de la muestra de suelo  (5g) y 

sulfato de sodio anhidro (15 g). b. Ciclo hexano pesaje de 10 mL. 

c. Baño ultrasónico de las muestras durante 10 min. 
d. Muestra lista para ser centrifugada 

durante 4 min a 3000 rpm. 

e. Colocación de las muestras en el GC/MS después de ser 

diluidas 3 veces de 50  μL a 1 mL. 
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Anexo 12 Diluciones seriadas para aislar Trichoderma harzianum 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a. Solución madre: 10 

g de suelo en 90 mL 

de agua. 

b. Toma de 9 mL de la 

disolución de uno de los 

tubos. 

c. Colocación de 9 mL de 

solución en un tubo con 10 

mL de agua destilada. 

d. Dilución seriada de 10-1 a la  10-6 e. Siembra en fonde de caja o Caja Pobre 
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Anexo 13. Preparación de la solución y conteo de UFC/mL 

 

 

 

  

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a. Preparación con suero fisiológico y Tween 80. b. Materiales para la preparación de la 

solución fúngica. 

c. Solución de hongo T. harzianum  d. Colocación de 50 µL de solución en la 

Cámara de Neubauer 

e. Observación en microscopio. f. Cuadrantes de la Cámara de Neubauer 
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Trichoderma harzianum  

Días 

Cuadrante 

arriba 

Cuadrante 

abajo Total 

Número de células 

/mL 

d1 540 627 1167 2,92E+07 

d7 431 471 902 2,26E+07 

d22 390 724 1114 2,79E+07 

d38 737 893 1630 4,08E+07 

d50 611 551 1162 2,91E+07 

d53 447 500 947 2,37E+07 

Cuadrados 

contados 10 PROMEDIO 2,88E+07 

Valor fórmula* 250 000 

Pleurotus ostreatus 

Días 

Cuadrante 

arriba 

Cuadrante 

abajo Total 

Número de células 

/mL 

d1 358 853 1211 3,03E+07 

d7 317 483 800 2,00E+07 

d22 492 625 1117 2,79E+07 

d38 429 897 1326 3,32E+07 

d50 580 553 1133 2,83E+07 

d53 447 500 947 2,37E+07 

Cuadrados 

contados 10 PROMEDIO 2,66E+07 

Valor fórmula* 250 000 
Elaborado por: La autora, 2017.  

 

 

 

 

 

g. Conteo de esporas de Trichoderma harzianum y Pleurotus ostreatus 
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Anexo 14. Siembra y resiembra de Pleurotus ostreatus 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a. Siembra de las laminillas 

de en medio PDA. 
b. Crecimiento de micelio 

alrededor del explante. 

c. Resiembra de P. ostreatus y el 

micelio 7 cm de radio. 
d. Crecimiento del hongo: 9 cm de 

diámetro. 
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Anexo 15. Preparación y aplicación del inóculo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a. Cajas para la preparación del inóculos: 22 cajas para Trichoderma 

harzianum y 20 cajas para Pleurotus ostreatus. 

b. Preparación del inóculo 

en agua tibia. c. Inoculación del hongo. 
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Anexo 16. Toxicidad y movilidad calculada por Csiro Piri Software 

 

a. Insecticida Clorpirifos: Agua Subterránea (ASb) Impacto por Movilidad 

Pesticida  Clorpirifos Fenamifos 

Dosis de aplicación del producto kg o L/ha 0.50000 20.00000 

Fracción del ingrediente activo 0.48000 0.10000 

Frecuencia de uso ( tiempo/ periodo de interés) 1.00000 1.00000 

Porcentaje del área tratada 100.00000 100.0000 

Persistencia en el ambiente ( días) 80.00000 80.00000 

Koc ( L/kg) 8151.00000 754.00000 

LC50, trucha arcoíris ( mg/L) 0.00200 0.00000e+000 

Clasificación Insecticida Insecticida 

Clasificación 0.00000e+000 80.00000 

Monto de pesticida aplicado 0.24000 2.00000 

Kd 118.47384 10.95930 

Ajustado, Persistencia en el ambiente ( días) 216.41665 2.29943 

Health Advisory Limits ( USEPA) (mg/L) 0.0200000 0.00200 

ASb Potencial de contaminación (kg/ha) Solamente 

movilidad 

0.00048 0.00400 

ASb Potencial de contaminación ( ppb) solamente 

movilidad 

0.04800 0.40000 

ASb Rango de Movilidad únicamente Muy Bajo Bajo 

Nota: Fuente: (Csiro Piri Software, 2017) 

 

a.1 Barra colorimétrica: Agua Subterránea (ASb) Impacto por Movilidad 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Csiro Piri Software, 2017) 
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b. Insecticida Clorpirifos: Agua Superficial (AST): Impacto por Movilidad  

Pesticida  Clorpirifos Fenamifos 

Dosis de aplicación del producto kg o L/ha 0.50000 20.00000 

Fracción del ingrediente activo 0.48000 0.1000 

Frecuencia de uso ( tiempo/ periodo de interés) 1.00000 1.00000 

Porcentaje del área tratada 100.00000 100.00000 

Persistencia en el ambiente (días) 80.00000 0.85000 

Koc ( L/Kg) 8151.00000 754.00000 

LC50, trucha arcoíris (mg/L) 0.00200 0.00000e+000 

Clasificación Insecticida Insecticida 

Clasificación 0.00000e+000 80.00000 

Monto de pesticida aplicado 0.24000 2.00000 

Kd 118.47384 10.95930 

Ajustado, Persistencia en el ambiente ( días) 216.41665 2.29943 

Health Advisory Limits ( USEPA) (mg/L) 0.0200000 0.00200 

Capa de erosión 0.00283 0.00065 

Número de días desde la aplicación del pesticida 1.00000 1.00000 

Fracción que permanece en el suelo 0.99487 0.61620 

AS escorrentía (mm) 5.18553 5.18553 

Fracción de escorrentía 0.00255 0.01575 

Fracción de migración lejos del cuerpo de agua 0.00000e+000 1.94113e-005 

Fracción de migración en la superficie del cuerpo de agua 0.00000e+000 7.99828e-006 

AS PP*100, Movilidad únicamente 0.01290 0.32817 

AS Tasa de movilidad únicamente Bajo Medio  

Nota: Fuente: (Csiro Piri Software, 2017) 

 

b.1 Barra colorimétrica del Agua Superficial (AST): Impacto por Movilidad 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Csiro Piri Software, 2017) 
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c. Insecticida Clorpirifos y Fenamifos: Agua Subterránea (ASb) Impacto de la 

toxicidad Comparación Health Advisory Limits (USE EPA) (mg/L) 

Pesticida Clorpirifos Fenamifos 

Dosis de aplicación del producto Kg o L/Ha 0.50000 20.00000 

Fracción del ingrediente activo 0.48000 0.10000 

Frecuencia de uso ( tiempo/ periodo de interés) 1.00000 1.00000 

Porcentaje del área tratada 100.00000 100.00000 

Persistencia en el ambiente ( días) 80.00000 85.00000 

Koc ( litros/Kg) 8151.00000 754.00000 

LC50, trucha arcoíris (mg/L) 0.00200 0.00000e+000 

Clasificación Insecticida Insecticida 

Clasificación 0.00000e+000 80.00000 

Monto de pesticida aplicado 0.24000 2.00000 

Kd 118.47384 10.95930 

Ajustado, Persistencia en el ambiente (días) 216.41665 2.29943 

Health Advisory Limits (USEPA) (mg/L) 0.0200000 0.00200 

Rango de recargo ( mm/año) 68.64521 69.64521 

Fracción de pesticida en suela-agua 0.00243 0.02425 

Ajustado Fracción de pesticida en sueño-agua 0.00243 0.02425 

Media de tiempo de residencia (días) a través del 

perfil 

43070.97806 4311.39453 

Media de la velocidad descendente (mm/año) 0.00522 0.05219 

Factor de atenuación 0.00200 0.00200 

Carga de agua subterránea 12.0000 1000.00000 

ASb Potencial de contaminación (kg/ha) 0.02400 2.00000 

ASb Potencial de contaminación (ppb) 2.40000 200.0000 

Asb Rango Medio Exc. Alto 

Nota: Fuente: (Csiro Piri Software, 2017) 

 

c.1 Barra colorimétrica: Agua Subterránea (ASb) Impacto de la toxicidad Comparación 

Health Advisory Limits (USE EPA) (mg/L) 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Csiro Piri Software, 2017) 
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d. Insecticida Clorpirifos y Fenamifos: Agua Superficial (AST) Impacto de la 

toxicidad Comparación Health Advisory Limits (USE EPA) (mg/L) 

Pesticida  Clopírifos  Fenamifos 

Dosis de aplicación del producto kg o L/ha 0.50000 20.00000 

Fracción del ingrediente activo 0.48000 0.10000 

Frecuencia de uso ( tiempo/ periodo de interés) 1.00000 1.00000 

Porcentaje del área tratada 100.00000 100.00000 

Persistencia en el ambiente ( días) 80.00000 0.85000 

Koc ( litros/Kg) 8151.00000 754.00000 

LC50, trucha arcoíris ( mg/L) 0.00200 0.00000e+000 

Clasificación Insecticida Insecticida 

Clasificación 0.00000e+000 80.00000 

Monto de pesticida aplicado 0.24000 2.00000 

Kd 118.47384 10.95930 

Ajustado, Persistencia en el ambiente (días) 216.41665 2.29943 

Health Advisory Limits ( USEPA) (mg/L) 0.0200000 0.00200 

Capa de erosión 0.00283 0.00065 

Número de días desde la aplicación del pesticida 1.00000 1.00000 

Fracción que permanece en el suelo 0.99487 0.61620 

AS escorrentía (mm) 5.18553 5.18553 

Fracción de escorrentía 0.00255 0.01575 

Fracción de migración lejos del cuerpo de agua 0.00000e+000 1.94113e-005 

Fracción de migración en la superficie del cuerpo 

de agua 

0.00000e+000 7.99828e-006 

Carga de agua superficial 12.00000 1000.00000 

Agua superficial potencial de contaminación * 100 0.64508 164.08346 

AS Rango Alto Exc. Alto 

Nota: Fuente: (Csiro Piri Software, 2017) 

 

d.1 Barra Colorimétrica: Agua Superficiales (AST) Impacto de la toxicidad Comparación 

Health Advisory Limits (USE EPA) (mg/L) 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: (Csiro Piri Software, 2017) 
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Anexo 17. Análisis de laboratorio 

a. Análisis de compuestos organofosforados Método EPA 8141: CENTROCESAL 

Cía. Ltda. 
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b. Cromatogramas de la primera muestra de suelo analizadas aplicando el 

Método de QUECHERS 

 

 

 

 

Fuente: (LMEER, 2017) 

a. Primer pico detectado por el 

cromatógrafo cuyo tiempo de retención es 

de 8.202 min. 

Fuente: (LMEER, 2017) 

b. Los tres ratios detectados que se originan del 

primer pico. El que presenta mayor 

abundancia relativa en un tiempo de retención 

de 8.202 min.es 101.3%.  

Fuente: (Mai, Ninga, Cara, & Mukaj, 2016) 

c. Primer pico detectado por el cromatógrafo cuyo 

tiempo de retención es de 15.865 min. 

Fuente: (Mai, Ninga, Cara, & Mukaj, 2016) 

d. Los tres ratios detectados que se originan del 

primer pico. El que presenta mayor 

abundancia relativa en un tiempo de 

retención de 15.865 es 94.4%. 



 

111 

b.1 Cromatografía de gases aplicado a masas (GC/MS) 

La primera muestra de suelo de cultivo de papa analizada por el Laboratorio de Ministerio 

de Energía y Recursos Renovables, indica que el tiempo de retención del analito (tR) en el 

cual de detecta Clorpirifos es de 8.202 min con una concentración de 180 ng/mL y un área 

de 45061Hz. Este tiempo de retención se acerca al dato obtenido por (Batta, Zatar, & 

Sama´negh, 2005) al muestrear hojas de un cultivo de uvas donde el tR fue de 9.709 min.  

En esta muestra también se presentan los tres ratios obtenidos que se establecen mediante 

la relación entre la abundancia relativa (%) y el tiempo de retención (min) en los cuales, 

el ratio 3 indica que es posible se presente en un 101.3% más que el ratio 1: 97.5% y el 

ratio 2: 98.06% en ese mismo tR. Esta concentración es baja y se debe considerar la fase 

del cultivo en la que se realizó la recolección de las muestras ya que al ser post-cosecha 

el empleo de estos agroquímicos disminuye. Es importante considerar los valores de los 

QIon mismos que se seleccionan del compuesto diana de un espectro de masas los cuales 

permiten corroborar al compuesto identificado que en el caso del presente ensayo es 

Clorpirifos (Agilent Technologies, 2014). En el análisis el OIon fue de 314 del cual se 

derivaron dos iones más de 258 y 286. Esta información se corrobora con la obtenida por 

(Sánchez-Brunette, Albero, Martín, & Tadeo, 2005) donde al evaluar Clorpirifos, entre 

otros insecticidas, el valor de QIon también fue de 314 pero sin identificarse los ratios que 

se derivan de este. 

 

Según el estudio realizado por (Mai, Ninga, Cara, & Mukaj, 2016) sobre la determinación 

de Clorpirifos en lechuga por GC/MS/MS se puede comprobar los datos obtenidos en la 

primera muestra analizada y confirmar que el pico detectado es del insecticida en cuestión. 

En el caso de la lechuga se detectó el primer analito en un tR de15.865 min identificándose 
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el QIon de 314 y los iones derivados de este de 258 y 286 a una concentración de 20.0548 

ng/mL. Sin embargo, en este caso sólo se detectó un ratio el cual puede encontrarse a un 

94.4% en ese mismo tiempo. El tR varía dependiendo del compuesto. Por ejemplo, en el 

caso del Metil-clorpirifos el tR es de 19.8 min y sus iones característicos son: 237,263 y 

345 (Alvesi, y otros, 2012). Esta información difiere de los datos obtenidos para 

Clorpirifos ya que el tR es mayor y presenta 3 iones característicos que son diferentes de 

los del IOP objetivo de estudio.  

 

El insecticida Clorpirifos fue de 18.100 min, 4043.38 µg/g y un área detectada de 1570903 

Hz. Las áreas permiten definir la concentración en la cual se encuentra la muestra de un 

insecticida. En esta ocasión el tR al que fue detectado es mucho mayor que en el primer 

caso. De igual manera la concentración y la velocidad es mucho mayor. Esto posiblemente 

se debió a que la muestra analizada estuvo muy concentrada y por ende el analito demoró 

en pasar por la columna y ser detectado. Por ello, antes de realizar el análisis es importante 

conocer la concentración del insecticida que se va a aplicar y en qué cantidad de suelo, 

matriz u otro producto se va a realizar el ensayo ya que a partir de ellos, se puede conocer 

tentativamente la concentración a la cual saldrá y permite identificar a tiempo si se deben 

o no hacer diluciones para que esto facilite su detección.  

 

Las últimas muestras analizadas, una vez culminadas las inoculaciones de los hongos, 

expresaron un tiempo de retención comprendido entre 18.100 y 18.114 min. Al ser los 

tratamientos y las repeticiones elaborados con el suelo inoculado con el insecticida se 

esperaba que salgan en el mismo tiempo, lo cual se corrobora. El T3 que fue el mejor 

tratamiento presentó tiempos de retención similares: T3R1 (18.114 min), T3R2 (18.102 
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min), T3R3 (18.101 min) y el T3R4 (18.100 min) que se encuentran dentro de los datos 

obtenidos por los autores mencionados anteriormente. Las áreas de los picos, 

considerando todas las repeticiones, van de 100871 Hz (T0R1) a 9995541Hz (T0R4). 

Tomando en cuenta al mejor tratamiento del ensayo, el T3, está entre 53717.8 (T3R2) a 

66553.3 (T3R4).  

 

En el estudio realizado por (Mai, Ninga, Cara, & Mukaj, 2016) en el cual también realizó 

la aplicación de Clorpirifos a un cultivo de lechuga, indica que se llevó a cabo en un 

invernadero pero las concentraciones del insecticida que se consideraron fueron dos: a 

0.1% y a 0.075%. Además se analizaron cada 5 días  durante un periodo de 21 días y 

también las muestras fueron evaluadas a través de un GC/MS. Las concentraciones 

obtenidas son mayores al LMR (Límites máximos de Residuos): 0.05mg/Kg. Al ser mayor 

la concentración la molécula no se disipa con facilidad por lo que está en contacto con el 

producto más tiempo y este se incorpora a la lechuga, acumulándose en ella. En el estudio 

realizado por  (Benítez-Díaz, Miranda-Contreras, Molina-Morales, Sánchez-Gil, & Balza-

Quintero, 2015) el LMR para la papa es de 2 mg/kg pero en el caso de estudio la 

concentración obtenida es menor a la establecida: 0.82  µg/ kg que en las unidades de 

medida del LMR es 0.00082 µg/ kg pero respecto a los otros organofosforados 

encontrados y mencionados anteriormente, es alta. En el análisis realizado de plaguicidas 

en el recurso agua de la zona la concentración de Clorpirifos se encuentra por debajo del 

límite de cuantificación. Otros insecticidas organofosforados como el Fenamifos y el 

Profenofos están por debajo del límite de detección. Los límites de cuantificación 

establecidos en agua para Clorpirifos es de 0.003 µg/g, para Fenamifos es de 0.006 µg/g 

y para Profenofos es de 0.006 µg, y los límites de detección para los tres insecticidas son 
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más bajos para Clorpirifos es de 0.001 µg/g, Profenofos es de 0.002 µg/g y para Fenamifos 

es de 0.002 µg/g.  En el suelo la concentración es mayor que en el agua: Chlorpirifos 

presenta 0.084 µg/g, Fenamifos tiene 0.914 µg/g y Profenofos es de 0.0075 µg/g (Ver 

anexo 17, literal g). 

 
 

Finalmente, la textura del suelo no varió y mantuvo en porcentajes cercanos a los 

obtenidos en un primer momento. En arena de 78 a 64%, en limo de 20 a 22% y en arcilla 

de 2 a 14%. La textura del suelo no varía, de hecho concuerda con el dato obtenido en el 

Programa Csiro Piri Software.  
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c. Análisis cuantitativo de plaguicidas en la muestra de suelo. 

Componentes  Tiempo de retención  Q ion Response  Concentración  Unidades Q value  

Carbofurán 6,183 164.0 ---149.0 576 0 ng/ml 65 

Cholpirifos 8,202 314.0---258.0 45061 180,85 ng/ml 99 

Profenofos 9,755 206.0---142.0 174 178,59 ng/ml 90 

Propiconazole 11,251 259.0---173.0 293 140,11 ng/ml 94 

Bifenthrin 12,132 181.0---166.0 1792 191,24 ng/ml 89 

Cyhalothrin 13,09 181.0---127.0 433 117,64 ng/ml 1 

PCB 198 13,086 430.0---395.0 896 69,15 ng/ml 97 

Azoxystrobin 16,564 344.0---329.00 2001 557,68 ng/ml 96 

Fuente: (LMEER, 2017) 

Elaborado por: La autora, 2017. 
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d. Análisis Físico-Químico del suelo inicial (I) y final (F) 

pH C.E. M.O. N-TOTAL P K Ca Mg Na S 

µds Ms/cm % % ppm meq/100g meq/100g meq/100g meq/100g ppm 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

5.80 

(B) 

6.12 

(B) 

1.33 

(ok) 

1.14 

(ok) 

2.50 

(B) 

3.71 

(ok) 

3.71 

(B) 

0.19 

(ok) 

25.7  

(ok) 

1.11 

(B) 

1.36 

(ok) 

3.07 

(A) 

12.17 

(ok) 

6.18 

(ok) 

3.98 

(ok) 

3.17 

(ok) 

0.17 

(ok) 

0.26 

(ok) 

6.20 

(B)  

67.92 

(ok) 

B Fe Mn Cu Zn RELACIONES CICE 

mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L Fe/Mn Ca/Mg Mg/K Ca+Mg/K meq/100g 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

1.15 

(ok) 

0.15 

(B) 

76.64 

(ok) 

405,86 

(A) 

15.23 

(ok) 

90.40 

(A) 

4.40 

(ok) 

14.25 

(A) 

246.5 

(A) 

9.80 

(ok) 

5.03 

(A) 

4.49 

(B) 

3.06 

(ok) 

1.67 

(B) 

2.93 

(ok) 

1.21 

(B) 

35.70 

(A) 

7.48 

(ok) 

17.68 

(ok) 

13.22 

(ok) 

TEXTURA (%)  

       
Arena Limo Arcilla 

       
 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

 

I 

 

F 

       

76 64 16 22 8 14 

FRANCO ARENOSO 

       

 

Nota: *A: alto/ *B: Bajo/*OK: Adecuado 

           mg/L: miligramos por litro; meq/100g: miliequivalente por cien gramos 

           usd: unidades 

Elaborado por: (Laboratorio de suelos y agua-Cayambe, 2016) 
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e. Cromatograma concentración inicial de Chlorpirifos 
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f. Cromatogramas de las repeticiones del Tratamiento 3 (T3): Suelo con 

insecticida más Trichoderma harzianum y Pleurotus ostreatu 
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g. Límite de cuantificación y detección en agua 

Fuente: (LMEER, 2017) 

Elaborado por: La autora, 2017. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Insecticidas Organofsoforados en Agua y suelo 

Insecticidas Agua ( µg/g) Suelo ( µg/g) 

Clorpirifos <LC 0.084 

Fenamifos <LD 0.914 

Profenofos <LD 0.0075 

Límite de cuantificación Límite de detección sólo en muestra de agua  

Insecticidas Límite de Cuantificación en agua (µg/g) 

Límite de Detección en agua 

( µg/g) 

Clorpirifos 0.003 0.001 

Fenamifos 0.006 0.002 

Profenofos 0.006 0.002 
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Anexo 18. Crecimiento de Trichoderma harzianum a los 5 días 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

a. Trichoderma harzianum de color 

blanco y verde pálido 

b. Trichoderma harzianum de color 

verde oscuro empezando a crecer. 

c. Trichoderma harzianum visto por el 

envés de la caja. 

d. Trichoderma harzianum cuyo 

crecimiento se toma 9 cm de 

diámetro cubriendo la caja Petri por 

completo. 
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Anexo 19. Exudado de sustancias aceitosas y amarillentas de P. ostreatus 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a. Formación inicial de los exudados en la superficie de Pleurotus ostreatus 

de color amarillo a naranja. 

b. Formación avanzada de exudados de Pleurotus ostreatus cuya coloración va 

de naranja fuerte a rojo marrón. 

 



 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


