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Resumen

El ensayo se llevé a cabo en San Fernando de Guamani en Quito, con el objetivo de
evaluar la biodegradacidn de un insecticida piretroide en muestras de suelo de cultivo
de papa, mediante la adicion de T. harzianum y P. ostreatus. La fase de campo
consistio en la georreferenciacion del lugar de muestreo en el sector de EI Capuli en la
provincia del Carchi y la obtencion de muestras de suelo. La semilla de P. ostreatus
se obtuvo en Calacali. En la fase de laboratorio se realizaron los andlisis fisicoquimicos
y de cuantificacion del piretroide en las muestras de suelo (al inicio y al final del
ensayo); en esta fase también se realizé el aislamiento, la masificacion y obtencion del
indculo de cada una de las especies fungicas. En el ensayo se empled un disefio
experimental basado en un DCA con 4 repeticiones y 4 tratamientos, TO (testigo); T1
(suelo + T. harzianum + piretroide); T2 (suelo + P. ostreatus + piretroide); T3 (suelo
+ T. harzianum y P. ostreatus + piretroide). Las variables estudiadas fueron
temperatura, humedad, pH y conductividad eléctrica. EI T3 tuvo un porcentaje de
biodegradacion de 92,57% superando al resto de los tratamientos. Los resultados
presentados en esta investigacion muestran que T. harzianum y P. ostreatus son
capaces de biodegradar al insecticida piretroide, lo que confirma su potencial y
efectiva aplicacion, por lo tanto, la biorremediacion es una excelente alternativa en

procesos de degradacién de contaminantes.

Palabras clave: biodegradacion, biorremediacion, T. harzianum, P. ostreatus,

piretroides.



Abstract
The experiment was carried out in “San Fernando de Guamani”, Quito, with the
objective of evaluating the biodegradation of a pyrethroid insecticide in potato soil
samples by the addition of T. harzianum and P. ostreatus. The field consisted in
georeferencing the sampling site in the “El Capuli” sector in the province of Carchi
and obtaining soil samples. P. ostreatus seed was obtained in Calacali. In the
laboratory phase, the analysis and quantification of the pyrethroid were performed
in the soil samples (at the beginning and at the end of the test); In this phase also
the isolation, massification and obtaining of the inoculum of each one of the fungic
species was realized. The experimental design was based on a DCA with 4
replicates and 4 treatments, TO (control); T1 (soil + T. harzianum + pyrethroid);
T2 (soil + P. ostreatus + pyrethroid), T3 (soil + T. harzianum + P. ostreatus +
pyrethroid). The variables studied were temperature, humidity, pH and electrical
conductivity. T3 had a biodegradation percentage of 92.57%, surpassing the rest
of the treatments. The results presented in this research show that T. harzianum
and P. ostreatus are able to biodegrade the pyrethroid insecticide, confirming its
potential and effective application, therefore, bioremediation is an excellent

alternative in contaminant degradation processes.

Keywords: biodegradation, bioremediation, T. harzianum, P. ostreatus,

pyrethroid



Introduccion

El cultivo de papa es uno de los rubros mas importantes de los sistemas de produccion
en la provincia de Carchi, ubicada en el Norte del Ecuador, constituye una fuente
importante de alimentacion e ingresos para la familia campesina (Reinoso, 2011). Es
asi que, debido a las bondades de esta planta, un porcentaje significativo de
agricultores se dedica a esta actividad. Aunque la papa ha sido un cultivo basico en los
Andes durante mucho tiempo, el crecimiento poblacional ha conducido a la
intensificacion agricola basada en el uso de insumos externos, especialmente

insecticidas.

El empleo de insecticidas ha permitido un aumento en la produccién de papa, pero ha
tenido impactos al ambiente y a la salud. Ademas, esta intensificacion ha contribuido
a la marcada pérdida de calidad del suelo, saturdndolo de insecticidas que han
condicionado sus caracteristicas fisicoquimicas y microbiol6gicas. Ecolégicamente
hay reducciones de la fertilidad de los suelos y un aumento de problemas de plagas

(Crissman, Yanggen, & Espinosa, 2002).

En la Provincia del Carchi, en el 100% de parcelas cultivadas con papa, utilizan
insecticidas, cada parcela recibe mas de siete aplicaciones con 3 insecticidas en cada
una. Segun (Crissman, Espinosa, & Barrera, 2002) los agricultores usan mas de 18

formulaciones de diferentes de insecticidas, incluidos los piretroides.

Los piretroides han proporcionado una mejora significativa en la produccion agricola
y en la historia del crecimiento econdmico de esta provincia, permitiendo a los
campesinos pasar de la agricultura de manutencion a la produccién comercial,

elevando con eficacia los ingresos de las familias rurales, sin embargo, también han



ejercido un importante efecto adverso en el ambiente, por lo que los agricultores se

resisten a abandonar los productos sobre los que parece haberse edificado su sustento.

La aplicacion de los piretroides y los residuos generados, su mal manejo y disposicion
incontrolada, son importantes causas de contaminacion ambiental, principalmente del
recurso suelo (Semple, 2003, pags. 809-818). Los piretroides, en general, permanecen
por mas tiempo en el ambiente que las piretrinas debido a que la modificacion quimica
de su formula los hace mas estables a la luz y al calor. Los piretroides poseen una tasa
de degradacién moderada en suelos. Su vida media esta relacionada con el tipo de

suelo (Red de Accion en Plaguicidas y sus Alternativas en América Latina, 2009).

Las nuevas tecnologias han hecho énfasis en el desarrollo y aplicacion de estrategias
de remediacion sostenibles, cumpliendo los microorganismos un rol importante en la
descontaminacion de los suelos, denominadas como ‘“tecnologias de
biorremediacion”, son menos costosas y menos destructivas comparadas con las

tecnologias de tratamientos fisicos y quimicos (Atlas, 1998, pags. 666-681).

La biorremediacion utiliza microorganismos tolerantes y capaces de degradar estos
compuestos xenobidticos. La micorremediacion es una forma de biorremediacion en
la que se emplean hongos para descontaminar un area, en concreto a través del uso de
micelios (Boullosa, 2011). Este tipo de biorremediacion tiene ciertas ventajas sobre
las bacterias, puesto que por el desarrollo micelial son capaces de penetrar los sustratos

hasta alcanzar la fuente de carbono (Varsha, Naga, & Chenna, 2011).

Las especies de hongos que pertenecen al género Trichoderma han sido plenamente
caracterizadas por tener aplicacion en el &mbito de la biodegradacion de compuestos
xenobidticos por su compleja actividad enzimatica. Esta capacidad bioquimica permite

vislumbrar el potencial de aplicacion de T. harzianum en la biorremediacién de sitios



contaminados teniendo con ello una relevancia ecoldgica (Argumedo, 2009, pags. 257-

269).

P. ostreatus es un hongo que se ha identificado con mayores potencialidades para ser
empleado con fines de biorremediacion. Dentro de las enzimas constituyentes del
complejo multienzimatico ligninolitico de P. ostreatus se encuentra la lacasa, la cual
participa en la degradacion de la lignina y compuestos similares en ausencia de lignina
peroxidasa y manganeso peroxidasa, capaz de romper una gran cantidad de enlaces
diferentes y, por lo tanto, de degradar una gran variedad de compuestos organicos

(Mayer, 2002, pags. 551-565).

Por lo tanto, la biorremediacion de suelos contaminados utilizando organismos vivos
como T. harzianum y P. ostreatus, es una técnica que favoreceria al Buen Vivir,
considerando que, el articulo 14 de la Constitucion de la Republica del Ecuador

reconoce que:

“El derecho de la poblaciéon a vivir en un ambiente sano y
ecologicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y sumak
kawsay, la preservacion del ambiente, la conservacion de los
ecosistemas, la biodiversidad, la prevencién del dafio ambiental y la
recuperacion de los espacios naturales degradados. Manteniendo un
ambiente sano Yy sustentable que garantice a las personas y
colectividades el acceso equitativo, permanente de calidad al agua, aire
y suelo, y a los beneficios de los recursos del subsuelo y del patrimonio

natural” (2013).

La presente investigacion tiene como objetivo principal evaluar la biodegradacion de

un insecticida piretroide en muestras de suelos de cultivo de papa mediante la adicion



de T. harzianum y P. ostreatus. Y como objetivos especificos: obtener las esporas de
los hongos T. harzianum y P. ostreatus por técnicas microbioldgicas, determinar la
concentracion del insecticida piretroide en muestras de suelo de cultivo de papa y
evaluar la capacidad biotransformadora de T. harzianum y P. ostreatus en las muestras
de suelo de cultivo de papa. A demas se presentan y se analizan los diferentes
mecanismos enzimaticos empleados por los hongos y T. harzianum y P. ostreatus para

degradar el insecticida piretroide.

Se plantearon dos hipotesis, la alternativa (Ha) que establece que T. harzianum y P.
ostreatus podran biodegradar el insecticida piretroide de las muestras de suelo de
cultivo de papa; la nula (Ho) que establece que T. harzianum y P. ostreatus no podran

biodegradar el insecticida piretroide de las muestras de suelo de cultivo de papa.

La investigacion consistio en fase de campo y de laboratorio. La fase de campo se
realiz6 en el sector “El Capuli” del Canton San Gabriel en la provincia del Carchi, que
es considerada como una importante zona productora de papa. Mediante
georreferenciacion se determinaron los lugares de muestreo y con la técnica de
tresbolillo se recolectaron las muestras de suelo para el andlisis de cuantificacion de
piretroides y también muestras de suelo para la obtencion de cepas nativas de T.
harzianum. EI micelio del hongo P. ostreatus se obtuvo en la granja “Fungus garden”
ubicada en Calacali, al noroccidente de Quito, y fue trasladado hasta un terrario
climatizado con todas las condiciones ideales para la maduracion del hongo hasta

obtener el cuerpo fructifero con esporas.

La fase de laboratorio se realizd en tres laboratorios, en el Laboratorio de Suelos de la
Universidad Politécnica Salesiana sede Cayambe, se realizaron los analisis

fisicoquimicos y textura del suelo del suelo agricola. Para la cuantificacion del



piretroide en las muestras de suelo se emplearon técnicas de quimica analitica que se
Ilevaron a cabo en el laboratorio de la Comision de Energia Atomica perteneciente al
Ministerio de Energia y Recursos Renovables. El equipo empleado fue un
cromatografo de gases con detector de espectroscopia de masas que, debido a la eficaz
separacion de la cromatografia de gases y la alta capacidad de deteccion del
espectrometro de masas, fue posible identificar el piretroide de interés de una compleja
muestra (Lopez D. , 2012). En los laboratorios de Ciencias de la Vida en la
Universidad Politécnica Salesiana, campus El Girdn, se realizaron procedimientos de
aislamiento (cultivo, diluciones, y caracterizacion de las cepas) por medio de técnicas
microbioldgicas pertinentes para cada una de las especies. La concentracion de los
indculos se determind mediante el recuento en una cAmara Neubauer hasta obtener la

concentracion final requerida que fue de 10%.

Se empleo el programa PIRI (Pesticide Impact Index Rating) version libre 2015 para
evaluar al insecticida piretroide en funcién del potencial impacto sobre la calidad del

agua y la salud del ecosistema

El disefio experimental consistié en un DCA con 4 repeticiones y 4 tratamientos, TO
(suelo + piretroide); T1 (suelo + T. harzianum + piretroide); T2 (suelo + P. ostreatus
+ piretroide); T3 (suelo + T. harzianum y P. ostreatus + piretroide), obteniéndose 16
unidades experimentales, el analisis estadistico estuvo en funcion de promedios y
ANOVA con Tukey al 5% para las variables (temperatura, pH, humedad y
conductividad eléctrica). EIl programa estadistico empleado fue InfoStat version libre

2013.



Capitulo 1
Marco conceptual
1.1. Insecticidas Piretroides

Los piretroides, son anadlogos sintéticos de las piretrinas naturales, ésteres toXicos
aislados de las flores secas del crisantemo (Santos, Areas, & Reyes, 2007, pags. 339-
349), obtenidos por extraccion, con disolventes metanol, acetona, etc., (Romano,
2008). Debido a su amplio espectro de accion contra todo tipo parasitos externos
(insectos rastreros, voladores y ectoparasitos) se usan abundantemente para el control
de plagas en la agricultura, en salud publica, la industria alimentaria, la higiene

doméstica y la produccién animal (Manuel, 2009).

La primera generacion de piretroides, eran mas activos que el piretro natural, pero eran
inestables a la luz solar (L6pez D. , 2012). Poco tiempo después del descubrimiento
de la primera generacion, la actividad insecticida de estos piretroides sintéticos mejoro
con la adicién de un grupo ciano para formar alfaciano piretroides (tipo 1), tales como
la cypermetrina (Bradberry, 2005). La segunda generacion de piretroides, eran mucho
mas resistentes a la degradacion por la luz y el aire, que los hizo adecuados para su
uso en la agricultura, sin embargo, tenian significativamente alta residualidad,
bioacumulacion y carcinogénesis y por otra parte el alto efecto toxico en organismos

no plaga y contaminacion a cuerpos de agua y suelo (Artigos, 2012).

En general, estos compuestos son poco solubles en agua, tienen bajas presiones de
vapor, y su persistencia en el ambiente depende de su estructura. Por ejemplo, los
piretroides de Gltima generacion, como la cypermetrina, son fotoestables y de baja

volatilidad (Environmental Protection Agency, 2010).



1.1.1. Piretroides usados en cultivo de papa en Carchi

Investigaciones realizadas por (Crissman, Espinosa, & Barrera, 2002), indican que el
uso de insecticidas en Carchi esta concentrado en el cultivo de papa. Los agricultores
utilizan insecticidas piretroides para lograr un rendimiento por encima del promedio
del cultivo de papa. Aunque no se emplean insecticidas prohibidos o contrabandeados,
varios insumos agroquimicos notablemente peligrosos son comunmente utilizados
para controlar problemas fitosanitarios del cultivo, insectos tales como: Premnotrypes
vorax o comunmente llamado gusano blanco y Epitrix cucumeris (pulguilla) que

causan dafios que pueden superar el 60% de pérdidas de los tubérculos.

Los piretroides son los mas difundidos en el mercado y vienen formulados como
concentrados emulsionables, polvos humectables, granulos y concentrados para

aplicacion de ultra bajo volumen.

Tabla 1. Reporte de registro de insecticidas piretroides permitidos y mas utilizados
en cultivo de papa en Ecuador

Nombre Ingrediente Formulacion Dosis Categoria Plagas que controla
comercial activo Toxicoldgica
Latigo Cypermetrina Concentrado 250 cc/ha 11
emulsionable Epitrix cucumeris
Pirestar Permetrina Concentrado 0,65 g/L " (Pulguilla)
emulsionable Premnotrypes vorax
Karate A-Cihalotrina Concentrado 0,4 L/ha 11 (Gusano blanco)
emulsionable

Nota: Adaptado de Lista de plaguicidas registrados. Fuente: (AGROCALIDAD, 2016). Elaborado por:
La autora, 2016.

1.1.2. Clasificacidn y estructura

La quimica y la actividad de los piretroides permite clasificarlos en dos grupos (Tipo
I 'y Tipo Il) dependiendo del sustituyente alcohol. El grupo Tipo | es muy amplio e
incluye a los piretroides que contienen el grupo desciano-3-fenoxibencilo (p.
ej.aletrina, permetrina, tetrametrina, cismetrina y d-fenotrina). En cuanto a los

piretroides de Tipo I, estdn més estrechamente definidos en términos de su estructura



quimica puesto que contienen especificamente el grupo a-ciano-3- fenoxibencilo (p.

ej. cypermetrina, deltametrina, fenvalerato y fenpropatrin) (Bloomquist, 1999).

Tabla 2. Identidad quimica de los piretroides utilizados en cultivo de papa en Ecuador.

Nombre comun (n° CAS)

Nombre CAS

Estructura quimica

Cypermetrina
[52315-07-8]

Ciano (3-fenoxifenil) metil éster
del acido 3-(2,2- dicloroetenil)-
2,2-
dimetilciclopropanocarboxilico

Permetrina
[52645-53-1]

(3-fenoxifenil) metil éster del
acido 3-(2,2- dicloroetenil)-2,2-
dimetilciclopropanocarboxilico

A-Cihalotrina
[91465-08-6]

mezcla 1:1 de: (R)-ciano (3-
fenoxifenil) metil éster del acido
(1S,3S)- 3-[(12)-2-cloro-3,3,3-
trifluoro-1- propen-1-il]-2,2-
dimetilciclopropanocarboxilico
(S)-ciano (3-fenoxifenil) metil
éster del &cido (1R,3R)- 3-[(12)-
2-cloro-3,3,3-trifluoro-1-
propen-1-il]-2,2-
dimetilciclopropanocarboxilico

LA

Nota: Adaptado de la Tesis Estudio del comportamiento fotoquimico y determinacion de compuestos
fitosanitarios en matrices medioambientales y agroalimentarias mediante técnicas avanzadas de
extraccién y microextraccion. Fuente: (Fernandez M., 2009, pag. 19). Elaborado por: La autora, 2016.

1.1.3. Propiedades fisicoquimicas

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de los piretroides mas utilizados en cultivo de

papa en Ecuador

Insecticida Presion de vapor Coeficiente de Solubilidad en agua
mmHg (25 °C) particion log Ko mg L?
Cypermetrina 11,5X108 6,6 0,004 (20 °C)
Permetrina 1,4X107 6,5 0,006 (20 °C)
A-Cihalotrina 1,5x107(20°C) 6,9 0,003 (20 °C)

Nota: Adaptado de la Tesis Estudio del comportamiento fotoquimico y determinacion de compuestos
fitosanitarios en matrices medioambientales y agroalimentarias mediante técnicas avanzadas de
extraccion y microextraccion. Fuente: (Fernandez M. , 2009, pag. 20). Elaborado por: La autora, 2016.

1.1.4. Estabilidad y persistencia

Los piretroides se volatilizan lentamente desde el suelo, puesto que estos insecticidas

generalmente tienen bajas presiones de vapor. Cuando estos pesticidas se liberan al

agua, se produce el rapido reparto hacia los sedimentos y los sélidos suspendidos. La




fuerte adsorcion de estos compuestos sobre estas superficies atenua significativamente

los procesos de volatilizacion (Fernandez M. , 2009, pag. 29).

La vida media de los piretroides en la superficie de las plantas es de 5 dias, las pérdidas
por volatilizacion desde las hojas son considerablemente mayores que por

volatilizacion desde los suelos (Ponce, 2006).

1.1.5. Degradacion de los piretroides en el ambiente

En el agua, estos insecticidas se degradan mediante fotolisis en aguas superficiales, y
la velocidad de degradacion se incrementa por agentes fotosensibilizantes que se
encuentran en cuerpos de aguas naturales como son los &cidos fulvicos y humicos. La
hidrolisis solo es importante bajo condiciones alcalinas y a temperaturas de 20 °C o

mayores (Fernandez M. , 2009, pag. 29).

En el suelo, los piretroides se degradan mas rapidamente que muchos pesticidas
organoclorados, organofosforados y carbamatos (Fernandez M. , 2009, pag. 29). La
biodegradacion por microorganismos cumple un papel importante en la desaparicion
de estos compuestos en suelos, tanto en condiciones aerobias como anaerobias, este
proceso se inicia con reacciones de hidroxilacion, seguidas por la ruptura del enlace
éster central y reacciones de oxidacion, para dar lugar a varios compuestos
intermediarios que son posteriormente mineralizados hasta bioxido de carbono

(SATA, 2016).

En el aire, los piretroides que estan en fase vapor se degradan rapidamente a través de
su reaccion con oxidantes atmosfericos o por fotolisis directa, mientras que los que

estan en fase particulada se degradan mas lentamente (Fernandez M. , 2009, pag. 28).



1.1.6. Toxicidad y su relacion con la estereoquimica

La toxicidad de los piretroides depende mucho de la estereoquimica de la molécula.
Algunos piretroides pueden llegar a tener hasta 16 isdmeros y cada isomero tiene su
propia toxicidad (Mueller, 1990). En los piretroides que poseen el anillo ciclopropano,
el isomerismo en torno a dicho anillo afecta de manera importante a la toxicidad de
estos insecticidas. La presencia de dos centros quirales en el anillo conduce a la
existencia de dos pares de diastereoisomeros. Estos diatereoisomeros y sus
enantibmeros se muestran en la Figura 1. Las conformaciones 1R en el anillo
ciclopropano son considerablemente mas toxicas que las 1S (Fernandez M. , 2009,

pag. 48).

Isomerismo en el anillo ciclopropano

L | i [ o = ‘><.. i —
- - - . — 3
-—4/\.& - : +a =
— L 1
[ e i o

L=, s AL

1L ==
L S - - = -
=T ‘>/\;.. —
— [ - = —
£

==, Erarrrss b = R ot o 3

(=

Figura 1. Isomerismo en el anillo ciclopropano, las conformaciones 1R son considerados mas
toxicos que la 1S.
Fuente: (Ferndndez M. , 2009)

Por otro lado, tanto los isdbmeros cis como los trans muestran actividad insecticida,
pero poseen diferentes toxicidades hacia los mamiferos siendo los isobmeros cis mas
potentes. Ademas, los piretroides que contienen un sustituyente ciano en la parte
alcohol (Tipo 1) muestran una toxicidad diferente en funcion del isomerismo oOptico
del carbono a. Se ha demostrado que la conformacion S alrededor del carbono o es
considerablemente mas toxica hacia los insectos si se compara con la conformacion R.

La produccion de piretroides con diferentes relaciones isoméricas es una de las razones
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por las que hay una gran variedad en las toxicidades de estos compuestos (U.S

Department of Health and Human Services, 2013).

1.1.7. Toxicocinética y toxicodinamia

(IUPAC, 1993) define a la toxicocinética como el estudio de los cambios que ocurren
a traves del tiempo, en la absorcién, distribucion, biotransformacion y eliminacion de
los téxicos en el organismo. La toxicodinamia es el estudio de la manera en que los
agentes quimicos ejercen sus efectos en los organismos vivos. Y la toxicidad como la
capacidad inherente a un agente quimico de producir un efecto nocivo sobre los

organismos Vivos, una vez que es absorbido.

Los piretroides tales como Cypermetrina y A-Cihalotrina tienen caracteristicas
toxicologicas de Clase I11 con caracteristica toxicoldgica ligeramente toxico, mientras
que la Permetrina tiene caracteristica toxicoldgica de Clase Il que lo clasifica como

moderadamente toxico (Ver Anexo 2).

a. Vias de absorcién: Los piretroides, se absorben relativamente bien por los tractos
gastrointestinal y respiratorio. Su absorcion a través de la piel intacta es relativamente

baja (Cordoba, 1991).

b. Mecanismos de accion en el organismo: En mamiferos y humanos, la toxicidad
de los piretroides en mamiferos y la actividad insecticida de los mismos estan
provocadas por mecanismos similares (World Health Organization, 2005) . Como el
DDT y muchos otros insecticidas, los piretroides afectan al sistema nervioso, alteran
el balance de los iones sodio y potasio de los axones de las células neuronales, en un
inicio estimulan las células nerviosas a que produzcan descargas repetitivas, seguidas

por pardlisis y la muerte (Lépez D. , 2012).
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Tales efectos son causados por su accion sobre el canal de sodio, un diminuto conducto
que les permite a los iones de sodio entrar al axon para causar excitacion. Por lo tanto,
el principal mecanismo de accion consiste en la disrupcion de la permeabilidad de las

membranas nerviosas a los atomos de sodio (L6pez D. , 2012).

En insectos, afectan el sistema nervioso central y el periférico, estimulan inicialmente
las células nerviosas produciendo repetidas descargas y eventuales casos de paralisis.
Estos efectos se deben a la accion en los canales de sodio, a través de los poros en los
cuales se permite la entrada a los axones para causar la excitacion (Flores & Lopez ,

2006).

c. Biotransformacién y excrecion en el organismo: Ambos grupos de compuestos
son biotransformados con gran rapidez por las esterasas y oxidasas microsomales
hepéticas mediante mecanismos de hidroxilacién y conjugacion. Son eliminados en su
mayor parte por los rifiones. Esta rapida metabolizacion, junto con la pobre absorcion,
explican la relativamente baja toxicidad de piretroides para los humanos (Cérdoba,

1991).

1.1.8. Interaccion de los piretroides en el ambiente y la salud

En el agua, son muy poco solubles y quedan retenidos en las capas superficiales del
suelo antes de desaparecer, por lo que no es muy probable que lleguen a alcanzar el

acuifero (Asela & Suarez, 2014).

En el aire, tienen mayor relevancia cuando se trata de aplicaciones por medios aéreos;
la gran extensién que abarca y el pequefio tamafio de las particulas contribuyen a sus
efectos, entre los que se cuenta el "arrastre™ de particulas a las zonas vecinas (Asela &

Suérez, 2014).
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En el suelo, una vez aplicados, los piretroides son absorbidos por los componentes del
suelo y por lo tanto no es probable que alcance el agua del subsuelo, pero son
degradados a productos menos toxicos (con una vida media de 2 a 4 semanas)

(Fernandez M. , 2009).

En la salud, los piretroides son acusados de provocar dafios a la salud, interfiriendo
con el correcto funcionamiento del sistema nervioso, por ejemplo, los piretroides de
Tipo | causan principalmente temblores (sindrome-T) y los piretroides de Tipo Il
provocan coreoatetosis y salivacion (sindrome-CS) (World Health Organization,
2005). Estudios revelaron un aumento en la incidencia de tumores de células
foliculares tiroideas en ratones machos y hembras, con una dieta de 57,57% de extracto
de piretro durante dos afios. También se mostré la concurrencia de adenomas
hepatocelulares y adenomas combinados o carcinomas y tumores en érganos como el
higado. Efectos sobre los oOrganos reproductivos, se encuentran caracteristicas
anormales en los espermatozoides y una marcada reduccion en la testosterona

causando infertilidad (Todd, Wohlers, & Citra, 2003).

1.2. Biorremediacion

La biorremediacién se define como el proceso de conversion de residuos peligrosos y
contaminantes en compuestos menos toxicos mediante el uso de las propiedades
cataliticas de los organismos vivos, o bien en la reduccion de estos contaminantes
ambientales a niveles no detectables o aceptables (Cohen & Persky, 2002, pags. 582-

594).

La biorremediacion puede emplear organismos propios del sitio (autéctonos) o ajenos
a este (exogenos) y llevarse a cabo en condiciones aerobias (en presencia de oxigeno)

0 anaerobias (sin oxigeno molecular). Al igual que otras tecnologias de remediacion,
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la biorremediacion puede realizarse en el mismo sitio sin necesidad de excavar el
material contaminado (in situ), o bien excavando el material para tratarlo en el sitio
“in situ” o fuera de él, “ex situ”. Aunque no todos los compuestos organicos son
susceptibles a la biodegradacion, los procesos de biorremediacion (Ver Anexo 3) se
han usado con éxito para tratar suelos, lodos y sedimentos contaminados por
hidrocarburos totales del petroleo (HTPs), solventes, explosivos, clorofenoles,

plaguicidas e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS) (Velazco & Volke, 2002).

Es muy importante establecer que el tiempo de biorremediacion depende de factores
importantes como el tipo de suelo y la presencia de microorganismos. EI 47% de los
insecticidas piretroides se degradan en presencia de microorganismos. Sin embargo,
la degradacidn podria ser mas rapida en suelos minerales que en suelos organicos

(Chapman, Harris, & Cole, 1981, pags. 513-519).

Lo cual podria explicarse por una mayor interaccion del insecticida con las particulas
de los suelos organicos y de esta manera se generarian resistentes complejos al ataque
de los microorganismos. En condiciones anaerobicas la degradacion es menor. Por lo
cual, la ruta de degradacién méas importante seria la aerébica que fundamentalmente
seria una hidrolisis de la union éster (Pawlisz, Busnarda, & McLauchlin, 1998, pags.

175-210).

1.2.1. Micorremediacion
Los hongos han sido aprovechados por el ser humano en diversas aplicaciones por
miles de afios. En cualquier ecosistema, los hongos estan entre los mayores

degradadores de polimeros vegetales tales como la hemicelulosa, la celulosa y la

lignina. Los hongos poseen la habilidad de modificar la permeabilidad del suelo, su
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capacidad de intercambio i6nico y desintoxicar suelos contaminados (Singh, 2006,

pag. 592).

La micorremediacion emplea el micelio de los hongos y es usada para degradar o
remover contaminantes del ambiente. Los hongos tienen una importante capacidad
para romper largas y complejas cadenas de los contaminantes mas recalcitrantes,

convirtiéndolos en cadenas quimicamente menos tdxicas (Stamets, 2000, pag. 574).

Ha sido demostrado a escala de laboratorio, que la micorremediacion cumple su rol en
periodos de tiempo de semanas a meses y que es efectiva en la remocion de
componentes toxicos, como moléculas aromaéticas de alto peso molecular como
productos derivados del petroleo e incluso compuestos recalcitrantes tales como los
insecticidas, que son més dificilmente degradados por otros microorganismos (Singh,

2006).

1.2.1.1. Trichoderma harzianum

(Vallejo, 2014, pag. 14) menciona a los autores (Kubick & Harman, 1998), quienes
establecen que T. harzianum es un hongo heterotrofo, filamentoso anamorfico,
aerobio, con una pared celular compuesta por quitina, de rapido crecimiento que puede
utilizar una gran variedad de sustratos complejos como quitina, celulosa, pectina y
almidon como fuente de carbono. Puede crecer eficientemente en medios sélidos o
liquidos y en un amplio rango de temperaturas, ademas son tolerantes a humedades

bajas y tienden a crecer en suelos acidos

T. harzianum es rapidamente identificado por sus caracteristicas morfoldgicas
distintivas, que incluyen rapido crecimiento, el color de las conidias es verde intenso
0 blanco y una gran cantidad de ramificaciones con conidioforos (Gams & Bissett,

1998, pags. 3-31) citado por (Caiza, 2013, pag. 52).
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(Cholango, 2009, pag. 16) menciona a los autores (Gams & Bissett, 1998), quienes
establecen que las colonias de T. harzianum crecen rapidamente, inicialmente el
micelio es sumergido, con algunas variables, el micelio aéreo enmarafiado, lleno de
células, algodonoso y transparente o con poco color dependiendo de la cepa y del
medio de cultivo utilizado, presenta varios tonos de marrones, amarrillo &mbar, rojizo
apagado o verde amarillento. Tiene olor a alcanfor no muy pronunciado; la
esporulacidn se presenta de forma plana, lisa o abultada formando pustulas compactas,

cuerpos verdes o a veces blancos, plomos o cafés.

Tabla 4. Taxonomia de Trichoderma harzianum

Reino Fungi
Filo Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Género Trichoderma
Especie harzianum

Fuente: RIFAI, (1969)

a. Caracteristicas microscopicas: En cuanto a morfologia, el micelio es fino, los
conidioforos hialinos, ramificados, parecen un arbol pequefio, y se presentan como
penachos compactados que forman anillos con un sistema de ramas irregular, terminan

en fidlides donde se forman las esporas asexuales o conidios (Maya, 2013).

b. Caracteristicas macroscopicas: T. harzianum posee colonias de rapido
crecimiento en PDA, 7-9 cm didmetro después de 3 dias, micelio aéreo flucoso, blanco
a ligeramente grisaceo, conidiacion que cubre toda la superficie de la placa que
produce pustulas aplanadas hasta de 8 mm de diametro, concéntricas o cerca de los
margenes de la placa, polvorienta o granular y de varios tonos verdes, esta rodeado por

micelio blanco (Claro, 2006).
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c. Mecanismo de biorremediacion: La especie T. harzianum es uno de los
organismos celuloliticos méas extensamente empleado en el mundo como un eficiente
degradador de heteropolisacaridos como el xilano, mediante la produccién de diversas
enzimas como hemicelulasas, igualmente de amplio uso industrial (Biely, 1998), en el
campo de la biorremediacion, son agentes que degradan insecticidas de alta
persistencia ambiental, lo que implica su completa mineralizacion hasta compuestos
inocuos como didxido de carbono y agua (Asela & Suarez, 2014). Todos los anteriores
usos se deben a su capacidad de produccién de metabolitos y enzimas, plantea
novedosas posibilidades de biorremediacion en areas de suelos que se han
contaminado por el uso indiscriminado e irracional de insecticidas con un alto efecto
residual, causantes de grandes dafios para el ambiente y la salud. T. harzianum posee

resistencia innata a la mayoria de los agroquimicos.

Algunos de los principales grupos de enzimas de los cuales las celulasas son el grupo
mas representativo. En cuanto a metabolitos secundarios se reporta una amplia
variedad de sustancias con actividad antifdngica (&cido fenilico, 6 pentil o pirona,
viridofunginas y harzianopiridona), antisépticos (acido fenilico, antraquinona,
harzianodiona y gliotoxina), reguladores de crecimiento en plantas (ciclonerodiol, 6
pentil o pirona y harzianopiridona), péptidos antimicrobianos e incluso compuestos

fitotoxicos (Koivula, 1998) citado por (Suesca, 2012, pag. 14).

T. harzianum también puede degradar diferentes fuentes de residuos lignoceluldsicos,
con base en esta capacidad enzimatica, posee enzimas hemicelulasas que hidrolizan
polisacaridos de plantas no celulésicos e incluyen las xylanasas y mananasas que

ayudan a la degradacion inicial del material vegetal y por dltimo enzimas de mayor
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especializacion que contribuyen a la simplificacion de moléculas complejas (Suesca,

2012).

Las especies de Trichoderma pueden potencialmente contribuir en la degradacion de
compuestos organicos contaminantes depositados en el suelo. De manera especifica,
la forma en que un microorganismo interactia con un contaminante de naturaleza
organica, es diferente a la de un contaminante de origen inorganico (Varsha, Naga, &

Chenna, 2011).

1.2.1.2.  Pleurotus ostreatus

P. ostreatus presenta una serie de caracteristicas que lo hace atrayente a la hora de
desarrollar estrategias de biorremediacién en ambientes contaminados. Presentan un
sistema oxidativo extracelular muy versatil. La naturaleza inespecifica de los
mecanismos usados por este hongo al momento de degradar lignina les permite
degradar también compuestos estructuralmente relacionados (Bumpus, 1989, pags.

154-158).

Para P. ostreatus la expresion del sistema ligninolitico es independiente de la
concentracion del contaminante presente en el medio, por lo que este hongo puede

llegar a degradar estos compuestos a muy bajas concentraciones (Bumpus, 1989).

El crecimiento de los hongos por extension de las hifas, permite la colonizacién del
suelo, ampliando su radio de accion en mayor grado que las bacterias (Reddy C. , 1995,

pags. 320-328).

Aunque el suelo no es su habitat natural, pueden crecer utilizando sustratos de bajo
costo, como residuos agricolas, que pueden ser afiadidos en el lugar contaminado

facilitando la degradacion (Martents, Wolter, M, & Bahadir, 1999, pags. 1893-1899).
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Tabla 5. Taxonomia de Pleurotus ostreatus

Reino Fungi
Filo Basidiomycota
Clase Homobasidiomycetes
Orden Agaricales
Familia Pleurotaceae
Género Pleurotus
Especie Ostreatus

Fuente: (Bedri, 2006)

a. Caracteristicas microscépicas: Las esporas son blancas cremosas, cilindricas de

8-11 x 3-4 um, lisas y hialinas (Garcia, 1986).

b. Caracteristicas macroscopicas: El cuerpo de P. ostreatus se constituye de
sombrero  (pileo), pie recudido  (estipete) 'y laminas  (himenio)
(HYDROENVIRONMENT, 2010). El sombrero tiene forma similar a una sombrilla,
presenta una forma redondeada, su desarrollo se da en forma de una ostra, con la
superficie lisa abombada y convexa. Su tamafio oscila entre 5y 15 cm de diametro. El
color es muy variable, blanco, crema, grisaceo, pardo, etc. La carne blanca presenta
olor fuerte, suave al principio y después correoso (Gaitan, Salmones, & Mata, 2006).
Las laminas estan dispuestas radialmente como las varillas de una sombrilla que van
desde el tallo que lo sostiene, hasta el borde. Ahi se producen las esporas destinadas a
la reproduccion de la especie, son anchas, espaciadas entre si, de color crema. El pie
es corto, oblicuo, ligeramente duro (Lépez E. , 2002). Y presenta esporulacion palida,

de color gris rosaceo (Garcia, 1986).

c. Ciclo reproductivo del hongo: El ciclo reproductivo de P. ostreatus es de 7 a 8

semanas (Ver Anexo 1).

d. Mecanismos de biodegradacion: P. ostreatus ha demostrado el gran potencial que

posee para la biodegradacion de un amplio espectro de xenobidticos como los
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insecticidas. Estos hongos exhiben tres principales sistemas enzimaticos empleados
para la degradacion de contaminantes. Siendo el mecanismo ligninolitico el mas
ampliamente estudiado y usado en biorremediacion, pues se ha demostrado que este
sistema de degradacion de la lignina, interviene en la oxidacion de un ndmero

importante de xenobioticos (Quintero J. , 2011).

Se conocen tres principales mecanismos enzimaticos que son empleados por P.
ostreatus para degradar contaminantes ambientales, dos de tipo oxidativo y uno
reductivo: a) sistema de degradacion de la lignina, que realiza ataques oxidativos a
moléculas organicas por medio de radicales libres generados por las enzimas
ligninoliticas peroxidasas; b) fase | del metabolismo, mecanismo oxidativo en que
intervienen las enzimas citocromo P-450 monooxigenasas y c) fase 11 del metabolismo
donde un conjunto de enzimas cataliza reacciones de conjugacién reduciendo los
contaminantes. Estos mecanismos degradan los contaminantes sin ser utilizados como
substratos para su crecimiento, la degradacion se hace por cometabolismo (Quintero

J., 2011).

En el caso de los P. ostreatus, las enzimas ligninoliticas llevan a cabo oxidaciones
monoelectrénicas de compuestos contaminantes para dar lugar a radicales que
evolucionan formando quinonas (Haemmerli, Leisola, & Sanglard, 1986, pags. 6900-
6903). P. ostreatus al pertenecer al grupo de hongos de la pudricion blanca, es capaz
de biodegradar el polimero natural mas complejo que existe, la lignina (Kirk & Farrell,
1987, pags. 465-505). El metabolismo ligninolitico denominado “Sistema de
degradacion de lignina” es inducido por deficiencia de nutrientes, principalmente por

carbono y nitrogeno (Moreira, Feijo, & Lema, 2000, pags. 657-661).
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El sistema de degradacion de la lignina consiste en un sistema catabdlico de
degradacion de xenobidticos, la accion de este sistema es estrictamente celular y en él
intervienen un grupo de hemoproteinas extracelulares denominadas enzimas
peroxidasas también conocidas como lignino peroxidasas (LiPs) y manganeso
peroxidases (MnP), enzimas productoras de H2O: (aryl alcohol oxidasa, glioxal
oxidasa), alcohol veratrilico, oxidasas (lacasas), acidos organicos como malonico u

oxalico (QuinteroJ., 2011).

Las MnP ejercen su accion oxidativa indirectamente a través de la formacion de
radicales Mn*® a partir del Mn*2, EI Mn*® se estabiliza cuando forma quelatos con
acidos carboxilicos cuya funcidn es actuar como mediadores de baja masa molecular
eliminando electrones e hidrdgenos inespecificamente a moléculas orgénicas
(Hofrichter, 2002, pags. 454-466). Las LiPs pueden ejercer por si mismas la formacién
de radicales libres o accién oxidativa a partir de algunos compuestos organicos de
manera analoga a como ocurre con las MnP (Cameron, Timofeevski , & Aust, 2000,
pags. 751-758). Estos radicales libres, son sustancias altamente oxidantes con la
capacidad penetrar en matrices en las que las enzimas (MnP y LiP) no lo pueden hacer
y asi se aumenta la biodisponibilidad de xenobid6ticos implicados en este tipo de

metabolismo (Quintero J., 2011).

Ciclos cataliticos de las enzimas peroxidasas (LiP y MnP)

Ciclo de las MnP, Ciclo de las LiP,

MNP + H O, = MnP(I) + HO LIF + H,O, = LiF{I} + K,0
MnP(I) + Mn** =% MnP{II} + Mn*? LRI} + AV = LUP(IL} + AV*
MAP(II} + Mn*2 = MnP + Mn*? UP{H) + AV = LP{IL + AV~

MnP{II} + H,0, = MnP(III) inactive  UIP(III) + H,0, = LIP(III) inactivo

Figura 9. Los ciclos cataliticos de las enzimas peroxidasas (LiP y MnP) en su reaccién con H,0,
para formar los radicales libres Mn*3 y AV*,
Fuente: (Quintero J. , 2011)
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Varios de los metabolitos producidos por la degradacion fungica de contaminantes
organicos que incluyen epoxidos, fenoles, quinonas y dihidrodioles, son producidos
por reacciones similares a las conocidas farmacologicamente como fase | del
metabolismo (Sutherland, 1992, pags. 53-61). En esta fase los procesos de
biotransformacion involucran las enzimas epoxido hidrolasa y citocromo P-450
monooxigenasas. En la fase Il del metabolismo, los contaminantes organicos son
conjugados con acido glucoroénido, glutation, sulfato, u otras moléculas (Cerniglia,

Freeman , & Mitchum, 1982, pags. 1070-1075) (Quintero J. , 2011).

En la fase | del metabolismo, las enzimas mas importantes de la fase | son las
citocromo P-450 monooxigenasas las cuales son una super familia de biocatalizadores
que introducen un aomo de oxigeno en un amplio rango de moléculas (entre ellas

moléculas contaminantes) para producir un epoxido (Quintero J. , 2011).

En la Figura 3 se presenta su ciclo catalitico, para el transporte de electrones interviene
la enzima citocromo P-450 reductasa y su cofactor NADPH. Algunos epdxidos son
inestables y puede sufrir reacciones de reordenamiento a fenoles o pasar por un
proceso de hidratacion enzimaética via otra enzima de la fase |, la epdxido hidrolasa

generando transdihidrodioles (Jerina, 1983, pags. 1-4).

Ciclo catalitico

Susb-ato (S)

\H'- 1 n
Fe Fe—=(S5) Fe—=(3)
-
FOCHH e
SO -— Dy -~
RO o,
— FALWF MM (redctasa) 1 n
1 Fe—am{5)
L1}
Fe—fs) AP
Hzo\ T (= [
HY
o Ny o o,
FE——rS) Fe't—m) —————————— FE (51

Figura 17. Ciclo catalitico de las enzimas citocromo P-450 monooxigenasas.
Fuente: (Jerina, 1983)
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P-450s son un nombre en conjunto que se les ha denominado a todas las hemoproteinas
que forman un complejo Fe (11)-CO (Urlacher & Eiben, 1992, pags. 2131-2137). A
diferencia de las peroxidasas, que son oxidoreductasas con el perdxido de hidrogeno
actuando como aceptor de electrones, las citocromos P-450s, rompen el enlace
covalente de la molécula de oxigeno (O2) y un atomo es incorporado a la molécula de
sustrato mientras que el otro es reducido a agua (Wood, 1992, pags. 349-352). Las

reacciones globales de los dos sistemas enzimaticos son:

Reacciones globales de los sistemas enzimaticos

FPeroxikdasas:
H,O, + 2R + 2H™ — - ZH O + 2R

CritoC roamie P—350 imon oo icre nasas:
R+ O, + Z2H" + 2 e —T— ROH + HJO

Figura 25. Reacciones globales de los sistemas enzimaticos Peroxidasas y Citocromo P-450
monooxigenasas.
Fuente: (Wood, 1992)

Se ha identificado la presencia de enzimas de la fase | P-450s, P-450s y epdxido
hidrolasa en P. ostreatus (Bezalel, 1997, pags. 2495-2501). Cuando los tratamientos
de biorremediacion se llevan a cabo con los hongos de la pudricién blanca en
condiciones no ligninoliticas, muchos investigadores han involucrado a las P-450s en

la degradacion de diferentes compuestos xenobidticos (Quintero J. , 2011).

La fase I del metabolismo puede actuar como intermediaria para que se lleven a cabo
las reacciones de la fase Il de carécter reductivo, las cuales son conocidas como vias
de conjugacion. Estas vias son mediadas por la glutationtransferasa, sulfotransferasa y
glucosyltransferasa, entre otras; enzimas que adicionan sulfato, glutation, o residuos
de azlcar a los xenobi6ticos, haciéndolos méas solubles en agua (Casillas, Crow, &
Heinze, 1996, pags. 205-215). Luego estos conjugados son reducidos por las enzimas
reductasas generando compuestos mas degradados que los xenobioticos (Reddy G. ,

2001, pags. 271-277).
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Al igual que con las enzimas de la fase I, se han identificado, aislado y purificado las
enzimas pertenecientes a la fase Il glutation, sulfato y glucoronosyl transferasas de P.
ostreatus (Bezalel, 1997). Estos mecanismos muestran que P. ostreatus presenta
diversidad genética para la degradacion de contaminantes ambientales; sin embargo,
desde el punto de vista practico, el mecanismo ligninolitico es el mas eficiente por ser
extracelular y altamente inespecifico. La presencia de mecanismos intracelulares de
degradacion de contaminantes via oxidativa y reductiva les permiten tolerar altas
concentraciones y hacerlos mas aptos para procesos de biorremediacion en donde los
procesos oxidativos extracelulares con las enzimas ligninoliticas son el mecanismo

usado para alcanzar la descontaminacion (Quintero J. , 2011).
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2. Metodologia

La presente investigacion se desarroll6 mediante dos fases que consistieron en fase de
campo y de laboratorio. La primera fase se llevé a cabo en dos lugares, en el sector “El
Capuli” en la provincia del Carchi para la obtencion de las muestras de suelo y del
hongo T. harzianum; se obtuvieron ejemplares de P. ostreatus en “Calacali” en la
provincia de Pichincha. La fase experimental se realizd en laboratorios de tres
instituciones ubicadas en la provincia de Pichincha, en Quito en la Comision de
Energia Atémica, Universidad Politécnica Salesiana sede Giron en el Laboratorio de

Ciencias de la Vida y en la sede Cayambe en el Laboratorio de Anélisis de Suelos.

2.1. Fase de campo

2.1.1. Georreferenciacion de los sitios de muestreo

En el sector “El Capuli” ubicado en el canton San Gabriel de la provincia Carchi se
determind la ubicacion de 14 puntos para la obtencién de muestras de suelo, los datos
de altura (m.s.n.m.) y coordenadas (UTM), se obtuvieron mediante el sistema de GPS
(Anexo 4). La semilla del hongo P. ostreatus se consiguié en la granja “Fungus
garden” ubicada en la parroquia de Calacali en el noroccidente de Quito en la provincia

de Pichincha.

Lugar de recoleccién de muestras de suelo

Figura 33. Determinacion del lugar de muestreo.
Fuente: Google Earth, 2017.
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2.1.2. Muestreo de suelo

2.1.2.1. Muestreo de suelo para analisis fisicos quimicos.

Las muestras de suelo agricola se recolectaron mediante el método de tresbolillo, se
realizd una excavacion (10-15 cm de profundidad), se tomaron muestras en varios
puntos de aproximadamente 5 kg, fueron colocadas en saquillos de polietileno y se
mezclé uniformemente, se seleccionaron tres muestras compuestas de 1 kg y se
colocaron en fundas ziploc etiquetadas con datos (lugar, fecha, tipo de muestra,
responsable y nimero de muestra) (Anexo 10). Y fueron trasladadas en coolers con
refrigerantes hasta el laboratorio de Analisis de Suelo de la Universidad Politécnica

Salesiana sede Cayambe.

2.1.2.2. Muestreo de suelo para obtencion de T. harzianum

De las muestras obtenidas mediante el método de tresbolillo, y luego de haber
homogeneizado el suelo, se tomo con una pala estéril aproximadamente 500 g de suelo
e inmediatamente se introdujo en una funda ziploc, y se trasladé hasta el laboratorio

de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana en Quito.

2.1.3. PIRI

El programa PIRI (Pesticide Impact Index Rating) version libre 2015, es una
herramienta informatica para estimar la peligrosidad del uso de plaguicidas sobre la
salud del ecosistema y calidad de aguas superficiales o subterraneas (Oliver, D &
Kookana, 2005). PIRI clasifica la toxicidad y movilidad de los plaguicidas en una
escala cualitativa como: muy bajo, bajo, alto, muy alto y extremadamente alto
(Franchi, Campelo, Enrich, & Mandl, 2005). Considera datos como cobertura, textura,

periodo del ciclo del cultivo, materia organica, temperatura, precipitacion, estimacion
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de erosion, datos fisicoquimicos y de comportamiento ambiental del plaguicida (Ver
Anexo 6). De esta forma permite que el analisis sea mas preciso y objetivo, puesto que
se trata con las caracteristicas propias de cada lugar (Aguilar, Chin, & Ruiz, 2014,

pags. 24-30).

Para obtener dicha informacion se descargé el programa y se continu6 con los pasos
determinados con el fin de obtener datos del terreno para determinar la toxicidad y
movilidad del insecticida piretroide para lo cual, se seleccioné el uso de la tierra, la
evaluacion y el tipo de recurso agua. Se actualizo la informacién del suelo y se guardo
los datos de uso, se actualizé la informacion de aplicaciones mediante la seleccion del
insecticida piretroide usado en el suelo muestreado. Se modifico las tasas de
aplicacion. Al finalizar se guardo la informacion necesaria (descrita en el Anexo 6) y

se cerrd el programa.

2.1.4. Obtencion de setas de Pleurotus ostreatus

21.4.1. Traslado de las muestras

Se obtuvo 6 fundas con el micelio completamente propagado en un sustrato con aserrin
y yeso. Las muestras fueron trasladadas en coolers hasta la camara climatizada y se

continud con el proceso con el desarrollo del micelio hasta obtener setas.

2.1.4.2. Desarrollo de setas de P. ostreatus en camara climatizada

Las fundas con el micelio fueron colocadas en el interior del terrario climatizado con
la lampara fluorescente, en una bandeja con agua se coloco el evaporizador de agua y
el calefactor de peceras. Se encendieron los equipos durante 3 horas diarias, y el riego
con agua potable se hizo manual cada funda con micelio recibié 250 mL todos los dias

hasta la primera cosecha. Luego de obtener los primordios, fue necesario asemejar el
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habitat natural donde crece el hongo y se cambio las condiciones del cultivo
aumentando la humedad relativa y las condiciones de luminosidad para inducir la
formacion de las setas. En la etapa de maduracion se mantuvo la temperatura entre 17
a 21 °C con un rango de humedad relativa de 50-80%. La luz se suministrd, durante
un periodo de 3 horas diarias. Tanto en la etapa de incubacién como en la etapa de
fructificacion, la temperatura se mantuvo con la ayuda de un calefactor de peceras y la

humedad relativa mediante un humificador (Anexo 11.B).

Se realiz0 la primera cosecha de las setas a los 20 dias, puesto que se dividid en tres
periodos, el primero en el cual se recogié aproximadamente el 50% de la produccion,
el segundo en donde se recogié entre el 25% y 30% y el tercer periodo menos del 20%
de la produccion. La recoleccidn de los cuerpos fructiferos se realizé de forma manual
mediante un movimiento suave de torsion en la base del estipe. Luego de ser
cosechados fueron colocados inmediatamente en fundas ziploc con cierre hermético.
Cada funda ziploc fue etiquetada con codigo perteneciente a: F1: 08/08/2016, F2:

08/08/2016, F3: 08/08/2016.

2.2. Fase de laboratorio

2.2.1. Descripcion del lugar

Los andlisis fisicos quimicos de suelos se realizaron en el Laboratorio de Suelos de la
Universidad Politécnica Salesiana, sede Cayambe. Los andlisis de cualitativos y
cuantitativos de insecticidas en las muestras de suelo se realizaron en la Comision de
Energia Atomica, canton Quito, provincia Pichincha. Las técnicas de aislamiento,
purificacion, identificacion y reproduccion masiva de los hongos T. harzianum y P.
ostreatus se realizaron en los laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad

Politécnica Salesiana, sede Girén, cantén Quito.
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2.2.2. Medio de cultivo empleado

Se preparé el medio de cultivo de PDA disolviendo 39 g en 1000 mL de agua destilada
en un frasco boeco, se calentd y agitd hasta ebullicion y se dejé hervir durante 1
minuto. Se esterilizd a 121 °C en autoclave. Se enfrio el medio hasta temperatura
ambiente y se adiciono gentamicina (0,05 mg/mL), se dispensé 20 mL en cada caja

Petri.

2.2.3. Aislamiento e identificacion de Trichoderma harzianum

Para el método de aislamiento se emple0 la técnica de dilucidn en placa, que se utilizd
para cuantificar los microorganismos en placa de cultivo realizando diluciones del
suelo. Se realizaron diluciones seriadas en base 10, se tomo 10 g de suelo y se
colocaron en 90 mL de agua estéril con 1 g cloruro de sodio, desde la dilucion 10 —
108, las cuales se agitaron por quince minutos, luego se tomd con una micropipeta 0,1
mL de cada dilucién y se realizé el método de siembra en superficie en el medio de
cultivo PDA. Se sembraron las diluciones por triplicado, posteriormente se llevaron a

incubar 7 dias a 25 °C (Anexo 11.A).

También se realizd la técnica de siembra directa de suelo, este método consistié en
introducir 5 g de suelo fresco en la superficie de medio de cultivo PDA, por triplicado.
Se observo el haz y el envés de las placas, se llevaron a la incubadora durante 7 dias a

25 °C con el fin de observar crecimiento fngico.
2.2.3.1.  ldentificacidbn macroscépica

Mediante observacién se tom6 en cuenta las caracteristicas macroscopicas de la

colonia como el color del micelio, forma del micelio y crecimiento (rapido
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crecimiento, color verde olivo, superficie algodonosa, presencia de agregados de

conidios secos y exudados hialinos).

2.2.3.2.  ldentificacion microscopica

En cuanto a la observacion de las estructuras microscopicas se emple6 el método de la
cinta adhesiva transparente propuesto por (Caiza, 2013, pag. 52), que consistié en
tomar una tira de cinta de 5 cm, con el lado adhesivo hacia dentro se sostuvo con
pinzas. En presencia de un mechero, el lado adhesivo se presiond firmemente contra
la superficie del crecimiento micelial de interés. ElI micelio se uni6 a la superficie
adhesiva y fue facilmente separada. La tira de cinta con micelio se colocé en un

portaobjetos con una gota de azul de lactofenol.

La identificacion del hongo se realizé6 mediante el reconocimiento de estructuras
microscopicas (colonias de forma ramificada, cerrada, fialides en forma de botellas,
conidioforos hialinos blanquecinos no verticilados, conidias hialinas, hifas alargadas,
unicelulares ovoides que yacen en pequefios racimos terminales y de color verde)
segun claves taxondmicas de (Barnett, 1967), cuyas estructuras fueron observadas con
un microscopio electrénico, se adiciond una gota de aceite de inmersion y observé

mediante un lente de 40X y 100X.

2.2.3.3. Purificacion

Se empleo la técnica de microcultivo que consistié en colocar portaobjetos de vidrio,
dos de base y dos sobre los mismos en forma de cruz, de tal forma que dos pedazos de
agar, procedentes de cultivo de T. harzianum se encuentren separados el uno del otro,
aproximadamente tres centimetros, con la ayuda de un gotero o una piceta se colocé 1
mL de agua estéril en el interior de la caja petri, y se sellé con parafilm. Las cajas se

incubaron a 25 °C durante 2 semanas.
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2.2.3.4. Conservacion

La conservacion de T. harzianum se realizé mediante congelacion en tubos eppendorf
con glicerol y en tubos crioviales con perlas. Para cada una de las técnicas se tomo una
caja petri con cultivo puro del hongo y se le realiz6 un trozado con un bisturi
completamente estéril utilizando mechero y alcohol, el contenido de la caja fue
incorporado a un frasco boeco con contenido de 100 mL de una solucién previamente

esterilizada de glicerol al 10% y agua destilada estéril, respectivamente.

a) Conservacién por congelacion con glicerol

Luego de hacer una homogenizacion para desprender los microorganismos del agar
en vortex, se empieza a adicionar 0.3 mL en cada uno de los tubos eppendorf
previamente esterilizados, luego son llevados a temperatura de -20 °C por un tiempo
de 2 meses (Sanchez C. , 2005). Para alcanzar la temperatura de -20 °C se le realiz6
un escalonamiento (Llevar los eppendorf por una hora a 4 °C, luego pasarlos a -10 °C
por el mismo periodo de tiempo y por dltimo llevarlos a -20 °C), este procedimiento
se realizd para que no haya perdidas de viabilidad en los microorganismos por el

cambio brusco de temperatura (Hernandez & Loaiza, 2014).

Esquema Conservacion por congelacion en Glicerol 10%

Sin. Madre

[ - vl
,,-'»N(/‘

Colonia con Conc ! k :
Conocida R 1 < £}
SRR — ~ L - £
& D — > > / hj\g} y — > 4
— e 0.3mL en cada 1

eppendorf
Sin. Glicerol 10% Votex i

Figura 41. Método para la conservacién y preservacion de actinomicetos aislados del suelo.
Fuente: (Hernandez & Loaiza, 2014).
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b) Conservacion en tubos crioviales

Se emplearon 4 crioviales y en cada uno se colocé 1 mL de la suspension del cultivo
en agua destilada estéril, se cerraron y fueron colocados en el vortex durante 30
segundos para que en cada aro se impregnen los microorganismos y se dejo reposar
durante un minuto. Con la ayuda de una jeringa estéril se extrajo todo el liquido para
que no sea necesario descongelar al tomar cada perla. Se cerraron los crioviales y
fueron etiquetados, se colocaron de forma horizontal y con movimientos leves se
acomodaron las perlas para que se repartan a lo largo del criovial y luego sean mas

accesibles. Finalmente, se congelaron a temperatura de -20 °C.

2.2.3.5.  Inoculacion de Trichoderma harzianum al suelo con

piretroide

Para la inoculacion de T. harzianum en las unidades experimentales se realizaron tres
pasos, los cuales consistieron en: preparacion de la solucién, conteo de esporas

(concentracion) e inoculacion de la solucion.

2.2.35.1. Preparacion de la solucion

Se realizo el raspado superficial del hongo en crecimiento de 8 cajas Petri con la ayuda
de un asa y se colocd en 1500 mL de agua destilada. Se agit6 vigorosamente hasta que

se obtuvo una solucion homogénea.

2.2.3.5.2. Conteo de esporas

Se empled la metodologia propuesta por (Cafiedo & Ames, 2004, pag. 40). Se prepar0
una suspension de conidios en 50 mL de agua destilada estéril. Se tom6 0,5 mL con la
micropipeta y se llend la cAmara Neubauer con la suspensién de conidias y se cubrid

con el cubreobjeto. Se observo al microscopio utilizando el lente 40X y 100X. Se conto
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las conidias presentes en los cuadrados elegidos, se tomé en cuenta los cuadrados de
los cuatro angulos y el centro (figura 7). También se contd los conidios que se ubicaron
tocando la primera de las tres lineas que circundan el cuadrado, las que se encontraron
en la parte superior y la derecha del cuadrado. Se contaron en total 10 cuadrados, cinco
en cada camara, cinco en campo 1y cinco en campo 2 (figura 8). Se determiné el

numero de conidias por mL utilizando la siguiente férmula:

Conidias / mL = # de conidias contadas x 25,000 x factor de dilucion

Formula 2. Conteo de Conidias/mL
Fuente: (Cafiedo & Ames, 2004)

Areas conteo de conidias
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1.00 mm.
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Figura 49. Area dentro de los subcompartimentos rojos para conteo de conidios de Trichoderma
harzianum. E1, E2, E3, E4 y E5.
Fuente: (Cafiedo & Ames, 2004)

Camara de Neubauer

Figura 50. Localizacion de campos 1y 2 en la camara de Neubauer
Fuente: (Cafiedo & Ames, 2004)
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2.2.35.3. Inoculacién

Se aplicaron 150 mL de la solucion de agua destilada y T. harzianum mediante un
aspersor a cada caja con el respectivo tratamiento, con la ayuda de una espéatula se

mezcld hasta homogenizar el suelo, la inoculacion se realizo 2 veces por semana.

2.2.4. Aislamiento e identificacion de Pleurotus ostreatus

Para el aislamiento e identificacion de P. ostreatus se aplicaron varias metodologias
que consistieron en propagacion micelial, caracterizacibn macroscopica Yy

microscopica y conteo de basidioforos.

2.2.4.1. Propagacion micelial de Pleurotus ostreatus

Se empled el método de reproduccion sexual mediante esporas y reproduccion asexual
mediante la clonacién de un trozo de seta. Se seleccionaron setas maduras, sanas y con
buen aspecto. Las técnicas se realizaron en camara de flujo laminar previamente
desinfectada y en presencia de mechero, se empled agua destilada estéril para limpiar

las setas.

a) Reproduccién sexual mediante esporas

Se tomo a la seta por el estipe y se partid por la mitad a lo largo con la ayuda de un
bisturi estéril y se procedid a separar a las ldminas internas con mayor carga de esporas.
Con un asa estéril, se frotaron a las laminas, extrayéndose las esporas y se procedio a
sembrarlas mediante la técnica de estrias en 8 cajas petri con medio de cultivo PDA.
Se apilaron 4 cajas petri en cada columna y se envolvieron en papel aluminio, fueron
puestas en camara de incubacion a temperatura de 25 °C, en oscuridad durante 7 dias

con constante vigilacia para prevenir que el micelio fuera contaminado por bacterias.
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b) Reproduccion asexual (clonacion de un trozo de seta)

Se tomd la seta por el estipe y se partio por la mitad a lo largo y con un bisturi estéril
se cortd un trozo de seta del interior del sombrero en cuadros de 0,5 mm?. Se colocaron
5 pedazos de seta en 8 cajas petri con medio PDA, y fueron selladas con cinta parafilm.
Se apilaron 4 cajas petri en cada columna y se envolvieron en papel aluminio, fueron
puestas en camara de incubacion a temperatura de 25 °C, en oscuridad durante 7 dias
con constante vigilacia para prevenir que el micelio fuera contaminado por mohos o
bacterias. Se subcloné el micelio de los pedazos de seta que estuvieron en amenaza de

contaminacion, fueron separados y transferidos a una caja Petri nueva.

2.2.4.2.  ldentificacion macroscopica

Se observaron las caracteristicas macroscopicas del crecimiento micelial en
condiciones in vitro utilizando un estereomicroscopio para determinar el color,

apariencia, consistencia y forma de crecimiento.

2.2.4.3 ldentificacion microscépica

Para determinar las caracteristicas microscopicas del hongo se tomo con un asa una
pequefia porcion del micelio y se colocd en un portaobjetos, para identificar su
estructura se coloco azul de lactofenol y se observé su morfologia mediante un
microscopio en lentes de 40X y 100X. Se determino el tipo de trama del himenio,
basiodiosporas y determinacion de sistemas hifales. Y por Gltimo se comparé las
caracteristicas taxonomicas, frente a lo establecido por (Herndndez & Loaiza, 2014) y

(Séanchez J. , 2012).
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2.2.4.3. Resiembras

En camara de flujo laminar se tomaron pedazos de 0,5 cm? de las cajas Petri con
masivo crecimiento micelial, los cuales fueron colocados en el centro de nuevas cajas
Petri con medio de cultivo PDA, y fueron incubadas a 25 °C por 7 dias en ausencia de

luz.

2.2.4.4. Preparacion del inoculo de Pleurotus ostreatus para suelo

con piretroide

Consistié en la preparacion de la solucion de agua destilada mas el hongo, el calculo
de la concentracion de los basidioforos y por Gltimo la inoculacion de la solucion al

suelo.

2.24.4.1. Preparacion de la solucion

Con la ayuda de una espatula se realizé un raspado superficial de todo el crecimiento
micelial de 8 cajas Petri, procurando no arrastrar restos de agar y se coloco en 1500
mL de agua destilada. Se agito el recipiente hasta lograr la homogenizacion completa

de la solucién.

224.4.2. Conteo de basidiéforos

Para la cuantificacion de esporas se utilizé la camara de Neubauer, se tomé 10 mL de
la solucion y se la agitdé durante 30 segundos. Inmediatamente se tomd con una
micropipeta 0,1 mL y se deposito en la camara. Se dej6 reposar medio minuto antes
de proceder al conteo. Se coloco la cdmara en el microscopio y se procedié a realizar
el conteo con lente de 40X. La concentracion de esporas se calculé multiplicando la
suma del namero de esporas contadas en los cinco cuadrados secundarios, por el

inverso de la dilucién empleada y por el factor de la camara (Serpa, 2015).
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Para el calculo del nimero de esporas por mililitro se emplea la siguiente formula:

Numero de esporas/mL = Suma de 5 C.S. x factor de dilucién x 50.000

Formula 3. Conteo de esporas/mL.
Fuente: (Serpa, 2015)

Se aplicaron 150 mL de la solucidn de agua destilada y P. ostreatus con un aspersor a
cada caja con el respectivo tratamiento; con una espatula se mezcl6 hasta homogenizar

el suelo. La inoculacidn se realiz6 dos veces por semana.

2.2.4.5. Inoculacién de mix fungico a suelo con piretroide

De las soluciones ya preparadas de agua destilada con T. harzianum y P. ostreatus, se
tomaron 75 mL de cada una respectivamente, hasta obtener 150 mL de una solucion
madre con concentracion conocida de esporas (Anexo 12). Dicha solucién se inoculd
a las cajas con el respectivo tratamiento y con una espatula se mezclé hasta
homogenizar la unidad experimental. Se realizd dos veces por semana durante dos

meses.

2.2.5. Montaje del experimento

2.2.5.1. Preparacion de las unidades experimentales

a) Preparacion de cajas

Las cajas con dimensiones de 27 cm de ancho X 9,5 cm de alto X 16,5 de profundidad,
se forraron internamente con plastico negro resistente. Se codifico a cada una de las

cajas de acuerdo al tratamiento perteneciente.
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b) Preparacion del suelo

Del suelo obtenido en campo se escogieron y se separaron hojas secas, piedras, ramas,

tubérculos, basuras, etc. Luego, se peso 1,5 kg de suelo y se colocé en cada caja.

c) Preparacion de la solucién para la contaminacion del suelo

Con la finalidad de tener una concentracion inicial definida del insecticida piretroide
en las muestras de suelo. Se prepard una solucidén acuosa usando la formulacién
comercial denominada cypermetrina, posteriormente se mezcl6 en el suelo asegurando
una homogeneizacion eficaz. La determinacion de la concentracion del insecticida se
especifica en la determinacion cualitativa y cuantitativa del piretroide (numeral 2.2.7)
obteniendo una concentracion inicial de 50,6 ppm en el suelo, dicho valor se encuentra
dentro del rango de actividad microbiana para procesos de biorremediacion
recomendado por (Chaudhry, Ali, & Wheeler, 1988). Ademas esta concentracion fue
facilmente detectada por el cromatografo de gases del laboratorio de la Comision

Atomica, cuyo equipo detecta valores mayores a 0,06 mg/kg del contaminante.

2.2.5.2.  Tratamientos del experimento

Tabla 6. Tratamientos aplicados a las unidades de experimentacion

No. Tipo de tratamiento Peso suelo/
Tratamiento mL de indculo/
Concentracion de piretroide
TO Suelo + Piretroide 1,50 kg de suelo + 50,60 ppm
T1 Suelo + T. harzianum + | 1,50 kg de suelo + 150 mL + 50,60
Piretroide ppm
T2 Suelo + P. ostreatus + | 1,50 kg de suelo + 150 mL + 50,60
Piretroide ppm
T3 Suelo + T. harzianum + | 1,50 kg de suelo + 150 mL + 50,60
P. ostreatus + Piretroide ppm

Elaborado por: La autora, 2016.
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2.2.5.3. Disefio experimental

Se utilizé DCA con 4 tratamientos descritos en la Tabla 6 y 4 repeticiones para cada
tratamiento, dando un total de 16 unidades experimentales, el analisis estadistico
estuvo en funcion de medias y ANOVA con Tukey al 5% para las variables
(temperatura, pH, humedad y conductividad eléctrica) a ser evaluadas después de cada

uno de los tratamientos.

2.2.5.4. Variables evaluadas en cada ensayo

Las variables evaluadas en el ensayo fueron temperatura, humedad, pH y

conductividad eléctrica (Anexo 13).

2.25.4.1. Temperatura y humedad

La toma de datos de temperatura y humedad se realizaron todos los dias mientras durd
el experimento, se introdujo la sonda de medicion de un termohigrometro en el centro
de cada unidad experimental. Las medidas obtenidas se proyectaron en la pantalla

LCD del equipo.

2.25.4.2. pH y conductividad eléctrica

Las medidas del pH de las muestras de suelo se realizaron dos veces por semana. Se
peso 40 g de suelo y se agregd 100 mL de agua destilada en un recipiente de vidrio, se
agito vigorosamente la suspension aproximadamente 10 minutos y se dej6 que repose.
Se introdujo los electrodos para pH y C.E en dS/m. Se obtuvo los datos del equipo
cuando se estabilizo la lectura (aproximadamente 1 minuto). EI pH-metro fue calibrado

con soluciones estabilizadoras (buffer) de pH conocido (4,0-7,0-10.0).
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Esquema de medicion de pH y Conductividad Eléctrica

Figura 1. Procedimiento paso a paso hasta la obtencién de datos de pH y CE
Elaborado por: La autora, 2016.

2.2.6. Analisis fisicoquimicos

Los analisis fisicoquimicos se realizaron en el Laboratorio de Suelos de la Universidad
Politécnica Salesiana. Se realizaron al inicio y al final del ensayo. La muestra analizada
al inicio consistio en suelo con piretroide sin inoculacién de los hongos, y la muestra
analizada al final del ensayo provino de la homogeneizacion de muestras de los
tratamientos T1 (Suelo + T. harzianum + Piretroide), T2 (Suelo + P. ostreatus +
Piretroide) y T3 (Suelo + T. harzianum + P. ostreatus + Piretroide). Los parametros
que se determinaron fueron: materia organica, nitrégeno total, fésforo, potasio, calcio,
magnesio asimilables y sodio, potasio magnesio y calcio intercambiables. Los
procedimientos que se emplearon, pertenecen al Manual para el Analisis de Suelos

(Ver Anexo 7) propuesto por (Gualavisi, 2009).

Tabla 7. Metodologias empleadas para analisis fisicoquimicos

Parametro Metodologia/Equipo empleado Unidades
P, K, Ca, Mg - Olsen modificado meq/100 g
Asimilables
Ca, Mg, K, Na - Acetato de Sodio - Centrifuga meq/100 g
Intercambiables
S Turbidimétrico - mg/L
Fotocolorimetria
Materia Organica Test de Nitratos Merck %
pH potenciémetro uds
Conductividad eléctrica conductimetro mS/cm

Fuente: (Gualavisi, 2009). Elaborado por: La autora, 2016.
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2.2.7. Determinacion cualitativa y cuantitativa del piretroide

La determinacion del piretroide se realizd al principio y al final del ensayo en el
Laboratorio de la Comisién Atomica de la Subsecretaria de Control y Aplicaciones
Nucleares del Ministerio de Energia y Recursos Renovables. EI método empleado para
analisis de residuos de piretroides en el suelo fue una variacion del método de
QUEChERS para posteriormente efectuar el analisis por cromatografia de gases

acoplado a masas (GC MSMS) (Anexo 8).

Tabla 8. Analisis cromatografico analizado, metodologia y unidades

Descripcion Metodologia Unidades
Analisis de piretroide Variacion del método de Concentracion (ug/g)
(cypermetrina) QUEChERS

Elaborado por: La autora, 2016.

2.2.7.1. Extraccion de las muestras de suelo mediante una variacion

del método de QUEChERS

El analisis del presente estudio se realizé en los laboratorios de la Comision Atémica,
laboratorio acreditado por el Organismo Ecuatoriano de Acreditacion. Para lo cual se
empleo una variacion del método de QUEChERS. La metodologia que se llevo a cabo
fue propuesta por (Asensio, 2011). Se pesaron 10 g de suelo en un tubo de 50 mL y se
afadié el volumen apropiado de la disolucién del IS. Se afiadieron 20 mL de ACN
(acetonitrilo) y se agito vigorosamente duramente 1 minuto. Se afiadio 4 g de MgSOa4
H20, 1 g de NaCl, 0,5 g de citrato disédico sesquihidratado y 1 g de citrato trisodico.
Se agito nuevamente la mezcla aproximadamente 10 segundos, se introdujo en un bafio
de ultrasonidos durante 5 min y se centrifugo a 4400 rpm durante 8 minutos. Se llevo
una etapa de limpieza mediante dSPE afiadiendo el sobrenadante a un tubo de
centrifuga de 15 mL que contenia 1,5 g de MgSO4 H20 y 0,250 g de PSA, se agito

durante unos segundos y se sometio a ultrasonidos durante 1 minuto. Se centrifugo a

41



4400 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante se evapord hasta sequedad a 40 °C en
un rotavapor. El residuo se disolvié en 1 mL de ciclohexano y tras colocar una pequefia
cantidad de Na»SO4 anhidro, se filtré por una membrana de 0,20 um de PET. Con una
micropipeta se tomo un volumen determinado de la fase organica y se diluyo en una
mezcla de acetato de etilo-hexano 1:1 y se inyect6 un microlitro al cromatografo de

gases.

2.2.7.2. Condiciones del cromatografo de gases (CG)

Luego de haber obtenido la muestra procesada fue inyectada en una columna del
cromatdgrafo de gases de Marca HP-5MS, asi mismo se colocaron los patrones
controles previamente preparados. Se utilizd softwares tales como Angilent Mass
Hunter Qualitative Analysis y QQQ-Quantification. Que arrojaron datos cualitativos

y cuantitativos de los piretroides que contenia la muestra (Anexo 9).

Tabla 9. Caracteristicas del piretroide cypermetrina patrén

Solvente Isoctano
Concentracion 1029 pg/mL
VVolumen de aforo 10 mL
Control de peso inicial 23,0595 ug
Cantidad estandar 10, 40 pg
Pureza 99 %

Elaborado por: La autora, 2016.
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3. Resultados

3.1. Aislamiento e identificacién de T. harzianum

3.1.1. Identificaciébn macroscépica

Tabla 10. Identificacion macroscopica de T. harzianum

Caracteristicas Laboratorio Referencia bibliografica

Formacion de o =

N\

anillos

concéntricos

Fuente: La autora, 2016. Fuente: (Espafia, 2015)

Coloracién del

micelio

(3 e

Fuente: La autora, 2016. Fuente: (Espafia, 2015)

Elaborado por: La autora, 2016.

Como se observa en la tabla 11, las iméagenes de la columna de la izquierda pertenecen
a los resultados obtenidos en laboratorio, las cajas Petri presentaron a los 7 dias de
incubacién a 25 °C, masivo crecimiento micelial en forma de anillos concéntricos y
esporulacion densa de color verde oscuro rodeado de micelio blanquecino. Estas
caracteristicas comparadas con la columna de la derecha que hacen referencia a
caracteristicas reportadas por (Espafia, 2015, pag. 36) que describe
macroscopicamente al hongo como: de rapido crecimiento, apariencia aterciopelada y

de color blanquecino, verdes o amarillo verdosas; areas con colonias que se definen
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con anillos concéntricos. Por lo tanto, se comprueba que las caracteristicas de las

imagenes obtenidas en el laboratorio coinciden con las caracteristicas de T. harzianum

citadas por el autor.

3.1.2. ldentificacion microscopica

Tabla 11. Identificacion microscépica de T. harzianum

Estructuras Laboratorio Referencia bibliografica
Conidias -
O
® | e
-~ 2
Fuente: La autora, 2016. Fuente: (Barnett, 1967)
Fialides g
= &"} EN

Fuente: La autora, 2016.

Conidioforos

Fuente: La autora, 2016. Fuente: (Barnett, 1967)

Elaborado por: La autora, 2016.

Como se observa en la tabla 12, las imagenes de la izquierda pertenecen a los
resultados obtenidos en el laboratorio, muestran que las conidias tienen forma
ligeramente redondeadas y agrupadas; las fidlides tienen forma de botella; los

conidi6foros hialinos, ramificados en forma de arboles. Y en la columna de la derecha

44



se observan imagenes de referencia pertenecientes a la guia de (Barnett, 1967) codigo
46 de T. harzianum, que describe a las estructuras como conidias hialinas ovoides;
fidlides en forma de botella agrupadas; conidiéforos hialinos, en posicion vertical, muy
ramificado en racimos. Se compararon las estructuras de las dos columnas y se

determind que la especie estudiada se trataba del hongo de interés.

3.2. Aislamiento e identificacion de P. ostreatus

3.2.1. ldentificacion macroscopica

Tabla 12. Identificacion macroscopica de crecimiento micelial de P. ostreatus

Caracteristicas Laboratorio Referencia bibliogréafica

Coloracion del
micelio

_

Fuente: La autora, 2016. Fuente: (Acosta, Bautista, & Mora,
1994)

Formacion de
anillos
concéntricos

Fuente: La autora, 2016. Fuente: (Acosta, Bautista, & Mora,
1994)

Elaborado por: La autora, 2016.

Como se observa en la tabla 13, la columna de la izquierda pertenece a imagenes
obtenidas en el laboratorio, cuyas caracteristicas macroscopicas son: coloracion del
micelio blanquecina y de apariencia algodonosa, ademas de la formacion de anillos
conceéntricos sobre el medio de cultivo y que crecen ampliamente sobre el medio de

cultivo. La columna de la derecha contiene imégenes de referencia establecidas por
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(Acosta, Bautista, & Mora, 1994) que describen al crecimiento micelial in vitro de la
especie P. ostreatus como: crecimiento micelial blanquecino con tonos amarillos y
aéreos de textura algodonosa, con anillos concéntricos. Por lo tanto, se determina que
las caracteristicas mencionadas por el autor coinciden con las imagenes obtenidas en

el laboratorio y pertenecen a P. ostreatus.

3.2.2. ldentificacion microscopica

Tabla 13. Identificacion microscépica de esporas de P. ostreatus
Estructuras Laboratorio Referencia bibliografica
Basidioporas

Fuente: La autora, 2016. Fuente: (Ferndndez & Henao, 2007)

Fuente: La autora, 2016. Fuente: (Sanchez J. , 2012)
Elaborado por: La autora, 2016.

Basidios

Como se observa en la tabla 14, la columna de la izquierda pertenece a imagenes
obtenidas en el laboratorio, en la trama del himenio las estructuras de basidiosporas se
encuentran enmarafiadas, cuyas hifas son finas y alargadas, ademas hay la formacién
de pequefias esporas, que coinciden con las estructuras reportadas por (Fernandez &
Henao, 2007) que establecen que este hongo presenta hifas hialinas septadas delgadas
o muy finas con formacién de esporas de pequefio tamafio. La imagen de basidios de
la columna de la izquierda tiene caracteristicas elipsoidal e hialina de color

blanquecino, que coincide con las caracteristicas reportadas por (Sanchez J. , 2012) en

46



sus estudios acerca de caracteristicas de P. ostreatus, describen que
microscopicamente se pueden observar estructuras que son hialinas, lisas no amiloides
y esporada blanca. Por lo tanto, se puede establecer que las morfologias de las
estructuras obtenidas en el laboratorio coinciden con lo reportado por los autores

comprobando que el hongo aislado es P. ostreatus.

3.3. Analisis fisicoquimicos del suelo

Tabla 14. Analisis fisicoquimicos del suelo (principio y final del proyecto)

Parametros Unidades — Tratamientos -
Inicio Final

pH Uds 563 B 563 B
C.E. mS/cm 1,42 OK 1,90 OK
M.O. % 223 B 279 B

N-Total % 0,11 B 0,14 B
P Ppm 24,30 OK 227 B
K meq/100g 1,15 OK 205 A
Ca meq/100g 12,85 OK 6,12 OK
Mg meq/100g 3,98 OK 343 OK
Na meq/100g 0,19 OK 0,23 OK
S Ppm 580 B 16,95 OK

Nota: Parametros fisico quimicos analizados al inicio y al final de la investigacién en un suelo FRANCO
ARENOSO. Simbologia A: alto; B: bajo; OK: adecuado; mg/L: miligramos por litro; meqg/100g:

miliequivalentes por cien gramos; %: porcentaje; unidades: uds. Elaborado por: La autora, 2017.

Como se observa en la tabla 15 la muestra analizada al inicio presenta valores de
materia organica de 2,23%; nitrogeno de 0,11%; fosforo de 24,30 ppm; potasio de 1,15
meq/100g; calcio de 12,85 meq/100g; magnesio de 3,98 meqg/100g; sodio de 0,19

meq/100g; azufre de 5,80 ppm.

El valor de materia organica aumentd de 2,23% hasta 2,79%, esto se debe
probablemente a la inoculacion de los hongos y podrian retener en el suelo los
nutrientes obtenidos bajo forma de biomasa y liberacion de dioxido de carbono (CO»).

La concentracion de Nitrégeno no vario significativamente y se mantuvo con un valor
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bajo. Como lo plantea (FAO, 2000) el material menos resistente es descompuesto
primero mientras que el material mas resistente, es descompuesto en varias etapas.
Muchos de los productos de desechos secundarios son &cidos organicos; por ello, los
hongos ayudan a incrementar la acumulacion de materia organica rica en acidos
himicos, resistentes a una degradacion posterior. Estos hongos son ademas
importantes para la descomposicién de las estructuras de los anillos de carbono de

agentes contaminantes como los insecticidas.

La concentracion de fésforo disminuy6 de un nivel adecuado a bajo, tal efecto se
podria responsabilizar a la inoculacion de los hongos, porque T. harzianum y P.
ostreatus son especies que presentan mecanismos que contribuyen a que las formas
inorganicas no disponibles, puedan ser transformadas a formas inorganicas accesibles
para la comunidad microbiana y plantas. (Goldstein, 2003, pags. 202-213) (Prada,
2013, pag. 27) establecen gque algunos de los mecanismos para realizar la liberacion
de formas disponibles de fosforo consisten en reacciones metabolicas las cuales liberan
protones (H™) al medio, la produccion de sustancias quelantes como sideréforos y la
secrecion de acidos inorganicos. EI mecanismo que mas aporta en la solubilizacion de

fosforo inorganico, es la liberacién de acidos organicos.

La disminucion en la concentracion de magnesio posiblemente se debe a la inoculacion
de los hongos, pero produce un aumento en la concentracion de sodio. (Betancur,
2013) establece que dicha disminucion se da por adsorcion microbioldgica de estos
elementos. En previas investigaciones se ha verificado que el aumento de sodio puede

incrementar la tasa de degradacion de insecticidas por hongos en el suelo.
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3.4. Analisis estadistico

3.4.1. Temperatura

Tabla 15. Analisis de varianza de temperatura. Tukey al 5%

Medias (°C) y Rangos
Coeficiente T0 T1 T2 T3
de Significancia | Suelo + Suelo +T. Suelo + P. Suelo +T.
Variacién Piretroide harzianum + ostreatus + harzianum + P.
Piretroide Piretroide ostreatus +
Piretroide
0,49 NS 14,81 A 14,87 A 14,81 A 14,86 A

Elaborado por: La autora, 2017.

Segun la tabla 16, se observa que el coeficiente de variacion es de 0,49% y se
determina que los datos son confiables, puesto que se encuentra dentro de valores
permitidos para este tipo de ensayos experimentales. EIl ANOVA muestra que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre las medias, lo que indica que los

tratamientos son iguales.

Las temperaturas promedio de los tratamientos oscilaron entre 14,81 — 14,87 °C,
valores que podrian estar relacionados a las condiciones ambientales donde se realiz6
el ensayo, cuyas temperaturas ambientales fueron de 10 °C y 18 °C, minima 'y maxima,
respectivamente. Este hecho, pudo causar un efecto de retraso en el proceso de
biodegradacion, ya sea por disminucion de la actividad microbiana o por el retraso de
los procesos fisicoquimicos que median la transformacion, tales como la reduccion de

oxigeno o procesos de hidrdlisis.

T. harzianum es conocido por ser un hongo que se adapta a temperaturas muy bajas, y
en el ensayo la temperatura minima fue de 14,81 °C, valor muy cercano a 15 °C. Segun
(Nampoothiri, Baiju, Sandhya, & Sabu, 2004, péags. 1583-1590) establecen que T.
harzianum se desarrolla en temperaturas que se encuentran entre 15 — 30 °C, lo cual

indica que el hongo creci6 en condiciones 6ptimas.
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En los tratamientos T2 y T3, en los cuales se inoculd P. ostreatus, la temperatura
promedio estuvo muy por debajo de la temperatura del habitat natural donde crece el
hongo, posiblemente su desarrollo normal (germinacion de esporas, habilidades
competitivas y produccion de metabolitos) se retrasd, y este factor pudo ser
determinante en el proceso de biodegradacion del insecticida. (VARRA, 2003)
menciona que, a temperaturas inferiores a la dptima, la velocidad de crecimiento del
hongo disminuye y los periodos de latencia se alargan y el proceso de biodegradacion
se retarda. (Chavez, 2006) menciona que la temperatura es importante para determinar

la cantidad y la tasa de crecimiento del hongo.

Segun la literatura la temperatura Optima para el crecimiento del micelio de P.
ostreatus es de 25 - 30 °C, sin embargo, la temperatura minima donde ain hay
crecimiento del hongo es de 15 °C (Soto, 2004). Este hecho indica que la temperatura

a la que fue expuesto el hongo P. ostreatus no afect6 a su crecimiento micelial.

3.4.2. Humedad

Tabla 16. Andlisis de varianza de humedad. Tukey al 5%

Medias (%) y Rangos
Coeficiente T0 T1 T2 T3
de Significancia Suelo + Suelo + T. Suelo + P. Suelo + T.
Variacié Piretroide harzianum + ostreatus + harzianum + P.
cion . . . .
Piretroide Piretroide ostreatus +
Piretroide
1,23 *x 54,20 B 54,72 B 56,36 A 56,86 A

Elaborado por: La autora, 2017.

Segun la tabla 17, se observa que el coeficiente de variacion es de 1,23% vy se
determina que los datos son confiables, porque se encuentra dentro de los valores
permitidos para este tipo de ensayos experimentales. EI ANOVA muestra alta
significancia estadistica lo que indica que al menos un tratamiento es diferente. La
prueba de comparacién multiple de medias de acuerdo a Tukey al 5% establece que

las medias de T2 y T3 son iguales al ubicarse en el rango A, difiriéndose de las medias
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de TO y T1, los cuales se ubican en el rango B. Las medias de los tratamientos T2 y
T3 con valores de 56,36% Yy 56,86% tienen porcentajes de humedad mas altos que TO

y T1 con valores de media de 54,20% y 54,72%.

En los tratamientos T2 y T3 en los cuales se inocul6 P. ostreatus, el alto porcentaje de
humedad (56,36 - 56,86%) posiblemente afecto al desarrollo (germinacidn de esporas,
habilidades competitivas y produccién de metabolitos) y al crecimiento micelial
puesto que (Soto, 2004) establece que la humedad Optima para P. ostreatus para
procesos de biorremediacion es de 30 hasta al 40% para el desarrollo y crecimiento del
micelio. Segun (Kredics, Antal, Manczinger, & Szekeres, 2003) mencionan que la
humedad puede afectar o beneficiar las actividades del hongo, en especial en la
germinacion de las esporas o el crecimiento del micelio y tiene un efecto critico en la

interaccidn entre hongos y la produccion de enzimas.

El T1 en el cual se inoculd T. harzianum present6 un valor de humedad de 54,72%,
valor que segun (Perez, Torrado, Lopez, & Pastrana , 2003, pags. 343-350) se
encuentra dentro de 30-75%, que es la humedad Optima para este hongo. (Nampoothiri,
Baiju, Sandhya, & Sabu, 2004, pags. 1583-1590) establecen que los hongos requieren
una humedad que sea suficiente para su supervivencia y que esta no interfiera en su

metabolismo.

La variacion de la humedad entre los tratamientos del rango A y el rango B, podria
deberse a que hubo un fallo con la sonda del termohigrometro por lo tanto, afectd en
la medicion. (ELC, 2015) establece que uno de los problemas mas comunes que suelen
tener los sensores de humedad es que las sondas que los compone comiencen a fallar.
El equipo podria arrojar resultados equivocados con respecto a la humedad,

perjudicando el proceso de produccién o analisis de muestras.
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3.4.3. Potencial de hidrogeno (pH)

Tabla 17. Andlisis de varianza de pH. Tukey al 5%

Medias (uds) y Rangos
Coeficiente T0 T1 T2 T3
de Significancia | _Suelo + Suelo +T. Suelo + P. Suelo + T.
Variacion Piretroide harzianum + ostreatus + harzianum + P.
Piretroide Piretroide ostreatus +
Piretroide
1,28 **x 542 B 6,26 A 6,26 A 6,22 A

Elaborado por: La autora, 2017.

Segun la tabla 18, se observa que el coeficiente de variacién es de 1,28%, se establece
que los datos son confiables, puesto que se encuentra dentro de los valores permitidos
para este tipo de ensayos experimentales. EI ANOVA muestra alta significancia
estadistica lo que indica que al menos un tratamiento es diferente. La prueba de
comparacion multiple de medias de acuerdo a Tukey al 5% establece que las medias
de los tratamientos T1, T2 y T3 del rango A se difieren a la media del tratamiento TO

perteneciente al rango B.

Los valores de pH de 6,22 — 6,26 de los tratamientos T1, T2 y T3 indican una ligera
acidez, posiblemente se debe a que los hongos cumplen con reacciones metabdlicas
como la respiracion y pueden generar la liberacion de protones (H*) por su
translocacion a través de las ATPasas, lo que genera una alta concentracion de estos
cationes en las superficies externas de la célula. De igual manera la asimilacién de NH4
* por parte de los microorganismos, debido al uso de sales de amonio produce una alta
concentracion de H*. Estos tipos de procesos metabdlicos causan la acidificacion del
medio circundante lo que produce liberaciéon de fésforo disponible (Paredes, 2010,

pag. 125).

El pH regula la produccién de enzimas extracelulares y T. harzianum tiene la facultad

de crecer en suelo con un amplio rango de pH de 2 a 6, con un valor 6ptimo 4; la
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produccién alta de biomasa se da en un rango de pH entre 4,6 y 6,8 (Kredics, Antal,
Manczinger, & Szekeres, 2003). En los tratamientos T1 y T3 en los cuales se inoculd
T. harzianum, su pH estaba dentro de los valores para crecimiento micelial y
produccién de biomasa. (Soto, 2004) menciona que P. ostreatus crece en un pH de 5
a 6 (bajo 4 existe inhibicién). Los tratamientos T2 y T3 presentaron valores de pH que
se encontraban dentro del rango Optimo para el crecimiento del hongo, lo cual

favoreci6 a su crecimiento y metabolismo.

Los valores de pH 6,22 — 6,26 de los tratamientos de la presente investigacion se
encuentran en el rango recomendado para una buena degradacién aerobica de
contaminantes en el suelo oscila entre 5y 9, con un 6ptimo de 7 (Dragun, J & Barkach,

2000, pags. 18-22).

El TO tiene un pH maés acido que el resto de tratamientos, podria deberse a que este
tratamiento también fue contaminado con el insecticida piretroide, y al no existir la
ayuda de los mecanismos enzimaticos ni metabélicos de T. harzianum ni P. ostreatus,
el contaminante no pudo ser degradado por estos medios alterando asi las
caracteristicas fisicoquimicas como fue el pH. (Crosara, 2010) establece que los
agrotoxicos acidifican el suelo e incluso inhiben desarrollo microbiano presente en

esta matriz, dificultando procesos de biodegradacion y alterando la calidad del recurso.

53



3.4.4. Conductividad eléctrica

Tabla 18. Andlisis de varianza de conductividad eléctrica. Tukey al 5%

Media (dS/m) y Rangos
Coeficiente TO T1 T2 T3
de Significancia | _Suelo + Suelo +T. Suelo + P. Suelo + T.
Variacion Piretroide harzianum + ostreatus + harzianum + P.
Piretroide Piretroide ostreatus +
Piretroide
2,22 NS 1,44 A 143 A 145 A 1,45 A

Elaborado por: La autora, 2017.

Segun la tabla 19, el coeficiente de variacion es de 2,22% y se establece que los datos
son confiables, puesto que se encuentra dentro de los valores permitidos para este tipo
de ensayos experimentales. EI ANOVA muestra que no hay diferencias

estadisticamente significativas entre las medias. Lo que indica que todos los

tratamientos son iguales.

Al principio del ensayo la conductividad eléctrica fue de 1,40 dS/m, pero segun el
analisis de varianza se presentan valores entre valores de 1,43 — 1.45 dS/m, lo que
podria estar evidenciando un proceso de salinizacion. Por tanto, un aumento en la
conductividad eléctrica puede sugerir una interaccion importante entre las particulas
suspendidas o disueltas en la interfase agua sedimento, con la adsorcién de sustancias

organicas como el insecticida (Agudelo, D, Florez, & Lépez, 2013).
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3.5. Andlisis de concentracion del insecticida piretroide en el suelo al inicio y al
final del ensayo

Tabla 19. Degradacion del insecticida piretroide

Repeticion Concentracion | Concentracion | Diferencia | Degradacion LDyLC
P Inicial (ppm) | final (ppm) (ppm) (%)
1 6,29 44,31 87,57
o 2 £0.60 5,43 45,17 89,27
3 ' 5,43 45,17 89,27
4 6,00 44,60 88,14
1 5,14 45,46 89,84
2 4,86 45,74 90,40
T1 50,60
3 5,52 45,08 89,09
4 6,00 44,60 88,14 0,02y 0.06
1 571 44,89 88,72
2 5,55 45,05 89,03
T2 50,60
3 5,14 45,46 89,84
4 4,29 46,31 91,52
1 3,71 46,89 92,67
2 3,43 47,17 93,22
T3 50,60
3 3,43 47,17 93,22
4 3,71 46,89 92,67

Nota: Limite de Deteccion (LD) pg/g; Limite de cuantificacion (LC) pg/g. Elaborado por: La autora,

2017.

Tabla 20. Analisis de varianza de degradacion del insecticida piretroide. Tukey al 5%

Promedios (dS/m) y Rangos
Coeficiente T0 Tl T2 T3
de Significancia Suelo + Suelo + T. Suelo + P. Suelo + T.
Variacion Piretroide harzianum + ostreatus + harzianum + P.
Piretroide Piretroide ostreatus +
Piretroide
1,02 ** 88,56 B 89,37 B 89,78 B 92,95 A

Nota: Valores obtenidos del Anexo 14. Elaborado por: La autora, 2017.

Como se observa en la tabla 21, el coeficiente de variacion es de 0,02% y se establece

que los datos son confiables, puesto que se encuentra dentro de los valores permitidos

para este tipo de ensayos experimentales. EI ANOVA muestra alta significancia

estadistica lo que indica que al menos un tratamiento es diferente. La prueba de

comparacion multiple de medias de acuerdo con Tukey al 5% establece al tratamiento

T3 en el rango A, difiriéndose de los tratamientos TO, T1y T2 del rango B.
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La concentracion inicial del piretroide cypermetrina fue de 50,60 ppm (Tabla 20).
Luego de la inoculacion de los hongos en los tratamientos, la media de degradacion
fue reducido en 92,95% en el T3 (Suelo + T. harzianum + P. ostreatus + Piretroide),
ubicandolo como el mejor tratamiento debido a la mas alto media, seguido por el
tratamiento T2 (Suelo + P. ostreatus + Piretroide) con un media de 89,78%, le sigue
el T1 (Suelo + T. harzianum + Piretroide) con un media similar al T2 de 89,37%, y el
tratamiento que presentd la menos media de degradacion fue el testigo, con un valor

de 88,56%.

El T3 resultd como el mejor tratamiento, debido a la inoculacion del mix fangico
(Trichoderma harzianum + Pleurotus ostreatus) y se demostré su capacidad para
degradar el insecticida hasta un 92,95%, una disminucion cercana al 100%.
Posiblemente porgue la interaccidn entre los dos hongos potencio la degradacion de la
cypermetrina, esto podria deberse a que P. ostreatus produjo enzimas como la lacasa
para resistir a T. harzianum, o a que la cantidad de micelio era menor por la presencia
de este contaminante. Segin a lo establecido por (Conrado, Flores, del Refugio,
Galindo, & Serrano, 2004) las lacasas, p-difenil:dioxigeno oxidoreductasas (EC
1.10.3.2), son capaces de realizar la oxidacion de compuestos xenobidticos a partir de
oxigeno y P. ostreatus al ser un hongo lignolitico es el principal productor estas
enzimas. (Murrieta, Mata, & Iglesias, 2002) han reportado que la interaccién
Pleurotus-Trichoderma causa un incremento significativo en la actividad especifica
de lacasa, debido a que la produccién de lacasa es inducida por metabolitos

extracelulares del hongo T. harzianum.

La degradacion no se debié Unicamente al metabolismo de los hongos, puesto que en
el TO no se inocularon hongos, y presentd una importante disminucion de la

concentracion del insecticida (Anexo 5), probablemente porque el suelo ya tenia una
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carga microbiana propia, por lo cual una importante actividad bacteriana pudo haber
influenciado. (Betancur, 2013) establece que la degradacion de insecticidas también
podria deberse a factores fisicoquimicos (volatilizacion, hidrdlisis, adsorcion y

absorcion del piretroide) o por agentes bioldgicos (microbiota nativa).

La temperatura cumplié un rol importante en este proceso de degradacion, T.
harzianum se desarrollé dentro del rango 6ptimo que estuvo entre 14,81 — 14,87 °C, y
a pesar que la temperatura fue baja para el desarrollo éptimo de P. ostreatus segun lo
reportado por (Soto, 2004), éste es un hongo versatil que probablemente se adapté al
medio y también biodegradd. También se le atribuye a la temperatura y su interaccion
con los hongos, un aumento en la solubilidad del insecticida. De esta forma, se
maximiza la biodisponibilidad del piretroide, resultando en un crecimiento en la tasa
de biodegradacion. Por lo tanto, el aumento de temperatura podria potenciar la
biodegradacion del pesticida aumentando procesos enzimaticos y metabdlicos por
parte de las cepas flngicas e incluso de microorganismos nativos, proceso que se
evidencié en el suelo perteneciente al TO, el cual también presentd una alta

degradacion del contaminante, pero no tan importante como el T3 (mix fangico).

La naturaleza quimica del piretroide cypermetrina posiblemente influyé para su
degradacion, puesto que es una mezcla de 4 diastereoisémeros cada uno de los cuales
aparece como un par de enantiomeros. La hidrolisis de la funcion éster es la principal
via de degradacion; una via menor la constituye la hidroxilacion del grupo fenoxi,
seguida de la hidrolisis de la funcion éster. El producto final de la degradacion es CO»

(Terralia, 2016).

La concentracion obtenida del piretroide cypermetrina al final del ensayo fue alta (3,41

-3,73 ppm), puesto que (Ministerio del Ambiente, 2009) establece que, en la (Norma
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de Calidad Ambiental del Recurso Suelo y Criterios de Remediaciéon para Suelos
Contaminados, pag. 12), el criterio de remediacion (valor maximo permisible) de
calidad del suelo es 0,05 ppm. A pesar que la concentracion del piretroide no se
encontraba dentro de los criterios establecidos por la norma, la biorremediacion
demostré ser una técnica aplicable a procesos de degradacion de contaminantes,
demostrando asi el potencial biodegradador de los hongos puesto que hubo una

reduccion de hasta el 92,95% del insecticida.

3.6. PIRI

Tabla 21. Datos de toxicidad y movilidad del piretroide obtenidos de PIRI
Caélculo de movilidad en cuerpos Alto
de agua en cultivo de papa

Muy bajo Bajo Medio Alto Muy altoExc.alto

Célculo de toxicidad en cultivo de Bajo
papa

Muy bajo Bajo Medio  Alto Muy altoExc alto

- cypermetrina

Elaborado por: La autora, 2017.

En la tabla 22, se observan las escalas cualitativas de movilidad y toxicidad del
piretroide cypermetrina, cuyas caracteristicas se obtuvieron luego de ingresar los datos
del Anexo 6 en el programa PIRI. EIl programa predijo el impacto del contaminante
cypermetrina de acuerdo a la zona de estudio denominada “El Capuli” en la provincia
del Carchi. Los resultados muestran que la cypermetrina tendria un comportamiento
de alta movilidad en cuerpos de agua y una baja toxicidad en la biodiversidad, bajo las
condiciones agroclimaticas del cultivo de papa en dicha zona de estudio. Al presentar

un comportamiento de movilidad alta en cuerpos de agua, la cypermetrina al liberarse
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a cuerpos de agua se produce un rapido reparto hacia los sedimentos y los solidos

suspendidos (Programa Internacional de Seguridad de las Sustancias Quimicas, 1993).

El comportamiento de la toxicidad del piretroide cypermetrina es bajo en este tipo de
cultivo y en la zona de estudio, posiblemente porque su vida media en el suelo se
encuentra en el rango de dos a cuatro semanas. Es baja la toxicidad del compuesto para
las aves (Programa Internacional de Seguridad de las Sustancias Quimicas, 1993). Sin
embargo, las abejas pueden ser muy sensibles en las pruebas de laboratorio, en
condiciones de campo, el efecto es minimo, ya que la cypermetrina parece tener un
efecto repelente en ellas. Con las proporciones de aplicacion recomendadas es poco
probable que la cypermetrina o sus productos de degradacion alcancen niveles

ambientales significativos (Plestina, 1984).

Las caracteristicas establecidas por el programa PIRI, del insecticida cypermetrina, se
ajustan a lo establecido en esta investigacion, por lo tanto, presenta caracteristicas para
ser incorporado en un programa de Buenas Practicas Agricolas para el cultivo de papa.
Y su alta movilidad podria ser atenuada o reducida si el uso del insecticida se diera

bajo condiciones controladas de aplicacion.
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Conclusiones

El acondicionamiento al habitat natural del hongo P. ostreatus donde crece y se
desarrolla, mediante el control de las condiciones del cultivo como humedad
relativa y luminosidad, favorecio para que se pueda realizar a la primera cosecha a
los 20 dias en el cual se recogi6 aproximadamente el 50% de la produccion.

La variacion del método de QUECHhERS permiti6 la caracterizacion vy
cuantificacion del insecticida piretroide en las muestras de suelo, demostrando que
es una técnica confiable para la identificacion de estos insecticidas en este tipo de
matrices, lo que la convierte como una herramienta importante y reproducible para
futuras investigaciones.

La aplicacion del T3 (mix fungico de Trichoderma harzianum y Pleurotus
ostreatus) al suelo contaminado con piretroide fue el mejor, puesto que se logro el
mayor porcentaje de biodegradacion entre los tratamientos con un valor de 92,95%
lo que se debe a que la interaccion entre los dos hongos activé un potente sistema
enzimatico de lacasas que fue aprovechado para la biodegradacion del

contaminante, por esta razon se aceptd la hipétesis alternativa.
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Recomendaciones

Adicionar nitrogeno y fosforo al suelo contaminado en futuros ensayos con la
finalidad de estimular la biodegradacion de estos compuestos e incrementar la
abundancia de las especies microbianas.

Probar concentraciones mayores del indculo, a la propuesta en este ensayo, para
comprobar que la concentracion UFC/mL favorezca a la biodegradacion de
contaminantes.

Mezclar al suelo contaminado con sustratos como paja, cascarilla de arroz, aserrin,
puesto que P. ostreatus al ser un hongo de la podredumbre blanca requiere de un
sustrato rico en lignina, 6ptimo para su desarrollo.

Emplear el programa PIRI para predecir el comportamiento en el ambiente de
plaguicidas, insecticidas y otros agrotoxicos, puesto que el programa provee de
informacién como toxicidad y movilidad dependiendo de las caracteristicas

agroclimaticas y uso del suelo del sector en estudio.
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AnNexos

Anexo 1. Ciclo reproductivo de P. ostreatus

Inicia cuando el hongo maduro suelta sus esporas, las cuales son las células que van a
dar origen al micelio, éste a su vez va a dar origen a la seta. El ciclo concluye cuando

el hongo seta maduro termina de soltar las esporas e inicia a degradarse.
Fuente: (HYDROENVIRONMENT, 2010).
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Anexo 2. Clasificacion de los insecticidas segun su toxicidad aguda expresada en

DL50
Por via oral Por via dérmica
Clase Sélidos | Liquidos Soélidos Liquidos
Clase IA. Sumamente toxico 5 0 menos | 20 0 menos | 10 o menos | 40 0 menos
Clase I1B. Muy téxico 5-50 20-200 10 - 100 40 - 400
Clase I1. Moderadamente toxico | 50 - 500 | 200 - 2000 | 100 - 1000 | 400 - 4000
Mas de Mas de Mas de Mas de
Clase I11. Ligeramente tdxico 500 2000 1000 4000

Adaptado de (Puerto, 2014). Elaborado por: La autora, 2016.
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Anexo 3. Clasificaciéon de los métodos de biorremediacion

Métodos
biorremediacion

Definicion

Micorremediacién

La micorremediacion es una forma de biorremediacion, se
emplean hongos para descontaminar un area, en concreto a
través del uso de micelios.

Fitorremediacion

La fitorremediacion se refiere al tratamiento de problemas
medioambientales mediante el uso de plantas, un proceso mas
sencillo y mucho menos costoso que modalidades
tradicionales, como excavar el material contaminante y
depositarlo en un lugar controlado.

Bioventilacion

La bioventilacion se sirve de microorganismos para
descomponer sustancias tdxicas que han sido absorbidas por
el agua.

Bioaumentacion

Se refiere a inocular cepas microbianas que han sido
modificadas en el laboratorio para tratar con mayor rapidez y
eficacia suelos y agua contaminada.

Rizofiltracion

Emplea plantas cultivadas hidroponicamente (sin tierra, sélo
con un suero enriquecido que incorpora todos los nutrientes
necesarios para la planta), para absorber con sus raices la
toxicidad concentrada en el agua.

Adaptado de (Boullosa, 2011). Elaborado por: La autora, 2016.
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Anexo 4. Datos de altura (m.s.n.m) y coordenadas (UTM) de las muestras de
cultivo de papa

Puntos de Muestreo | Altura (m.s.n.m) | Coordenadas (UTM)
P1 2779 O18N 4818
0063420
P2 2779 018 4820
0063421
P3 2779 018 N 4823
0063324
P4 2779 018 N 4836
0063421
P5 2779 018 N 4833
0063410
P6 2779 018 N 4820
0063412
P7 2779 018 N 4820
0063412
P8 2779 018 N 4814
0063433
P9 2779 018 N 4825
0063469
P10 2779 018 N 4823
0063463
P11 2779 018 N 4811
0063469
P12 2779 018 N 4792
0063470
P13 2779 018 N 4782
0063432
P14 2779 018 N 4786
0063347

Elaborado por: La autora, 2016.
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Anexo 5. Gréafica promedio del porcentaje de degradacion por cada tratamiento

Promedio Degradacion %
94,00
93,00
5 92,00
< 91,00
% 90,00 89,37
8 89,00 88,56
0 88,00
87,00

86,00
To T1 T2 T3

TRATAMIENTOS

92,95

89,78

Elaborado por: La autora, 2017.
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Anexo 6. Informacién PIRI

6.A. Datos del terreno empleados para la determinacion de la toxicidad y
movilidad del insecticida piretroide en el programa PIRI

Uso del suelo papa
Tipo de suelo Franco arenoso
Mes de inicio para el periodo de interés (incluido) Abril
Mes de finalizacion para el periodo de interés (incluido) Mayo
Cobertura Descubierta
Media de la perdida estimada de suelo (Tn /Ha) durante el periodo

de interés Erosién
Condiciones de humedad del suelo durante el periodo de interés Humedo
Contenido de materia organica (%) 2,5
Precipitacion total durante el periodo de interés (mm) 600
Irrigacion total durante el periodo de interés (mm) 400

pH del suelo 5,80
Media de la temperatura minima del aire durante el periodo de

interés (grados °C) 9

Media de la temperatura maxima del aire durante el periodo de

interés (grados °C) 20
Diametro del cuerpo de agua mas cercano (metros) 3
Distancia desde el borde del cultivo al cuerpo del agua (metros) 10
Pendiente del terreno al cuerpo del agua 18
Ancho de la zona buffer o amortiguadora (metros) 2
NUmero minimo de dias a partir de la aplicacion del pesticida y la

primera lluvia /irrigacion 1

Fuente: La autora, 2016.

6.B. Informacion sobre el uso del suelo: papa. Programa PIRI

PIRI-Espafiol1.5 Informacion sobre uso del suelo: papa

Toxicidad a ezpecies blance [LDS0, Rat (mg/kg)
Cobertura |zuelo desnudo
Indicativo de la severidad de perdida de suele [togue de sedimentos en el agua
Condiciones de humedad del suelo durante el periodo de interés [himedo
|C|Jnteni|:|n de materia organica (%) 25
|Precip'rtaci6n total durante el periede de interés (mmj) 600
|Im'gaci6n total durante el periedo de interés (mm) 400
| H del suelo 58
|Rangn de recargo durante el periode de interes (mm) (¥ estimado (" actual
|Media de |a temperatura minima del aire durante el pericdo de interés (grados C) 9
|Media de la temperatura maxima del aire durante el periodo de interés (grados C) 20
|F‘rnﬁ.|ndidad de la tabla de agua (metros) 3
|Di:‘ametm del cuerpo de agua mas cercano (metros) 10
|Distancia desde el borde del cultivo al cuerpo de agua (metros) 18
|F‘en:|iente del terrenc al cuerpo de agua (v grados % (18
|Anchn de la zona bifer o amortiguadora (metros) 2
|N|'1mern minimo de dias a partir de la aplicacion del pesticida y la primera lluviafirigacion 1
Haga clic para guardar la infurmalciu'n de los archivos Uso delsuelo (inf) &
Aplicacion {.dat) archivos. papa
Cambie ¢l nombre dentro de un archive diferente en uso del suelo.

Fuente: PIRI, 2017
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Anexo 7. Procedimientos y resultados de los andlisis fisicoquimicos

7.A. Procedimientos para los andlisis fisicoquimicos del suelo

Analisis

Metodologias

Determinacién del

pH del suelo

Principio: Es el logaritmo de la actividad de hidrdgeno y
iones de un suelo. El grado de acidez o alcalinidad de un
suelo determinado por un vidrio quinidrona y otro
electrodo adecuado o indicador de un contenido especifico
de humedad o proporcion de suelo y agua, expresado en
funcion de la escala pH, de 0 a 14.

Equipo: Potenciometro equipado de un electrodo
universal, balanza de precision (1 mg), vasos de 100 ml de
vidrio o de plastico, varillas de vidrio de 10 cm de largo y
de 5 mm de ancho.

Reactivos: Agua destilada fresca y hervida, solucion de
cloruro de potasio (KCI) N en agua. Pesar 74.6 g de KCl y
pasar a un balon aforado de 1 litro y aforar con agua
destilada. Soluciones tampones fresca de pH 4, 7y 9.
Procedimiento: Partir de un suelo tamizado a 2 mm

perfectamente homogenizado.

Determinacion de la
conductividad
eléctrica del suelo

Principio: La conductancia es el reciproco de la
resistencia, es decir la mayor facilidad que puede existir al
paso de la corriente eléctrica.

El conductimetro consiste en dos celdas de platino, las
cuales se conectan entre si por el agua que pasa entre ellas,
de alli que mientras mas concentradas estan las sales en esa
solucion mayor es el paso de corriente.

Equipos: Conductimetro eléctrico de lectura directa, con
correccion de temperatura, balanza de precision (1 ml),
agitador oscilante, vasos de precipitacion de 1000 mL,
embudos buchner con quitasatos y bomba de vacio.

Reactivos: Agua destilada.
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Extraccion: Partir de una muestra de suelo tamizado a 2
mm, perfectamente homogenizado. Pesar 100 g de suelo,
directamente en un vaso de 1000 mL, marcando el nimero
de la muestra.

Agregar 500 mL de agua destilada. Tapar e instalar sobre
el agitador oscilante por 15 minutos. Dejar en reposo por 2
horas, agitando con una varilla de vidrio cada 30 minutos.
Verter la muestra sobre un embudo Buchner equipado de
su filtro y poner en marcha la bomba al vacio, hasta
recuperar el méximo de solucion.

Pasar esta solucion a un recipiente cerrado.
Procedimiento: Enjuagar bien la celda de conductividad
con agua destilada. Leer la temperatura de la solucion a
medirse. Ajustar la temperatura del aparato a la de la
solucion. Enjuagar y llenar la celda con esta solucion,

efectuar la lectura.

Determinacién

materia organica

Principio: La oxidacion, en frio, del carbon por un exceso
de dicromato de potasio en medio sulfarico. Después
dosificacion del dicromato no consumido con la sal de
morh.

Materiales: Balanza analitica. Erlenmeyers de 500 mL,
buretas de precision de 25 mL, Pipetas de diferentes
volimenes, probetas, vasos, cronometro.

Reactivos:  Acido  sulfdrico  concentrado.  Acido
ortofosforico concentrado.

Solucion de dicromato de potasio 1N: Pesar muy
precisamente, por medio de una balanza, 49.04 g de
dicromato de potasio conservado en un desecador, verter
en un balon aforado de 1000 mL, completar y aforar con
agua destilada.

Difenilamina (indicador colorado): Disolver 0.5 g de

difenilamina en 100 mL de acido sulfurico concentrado, y
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verter en 20 mL de agua destilada. Conservar en frasco
obscuro.

Solucién sal de morh: 0.5N Pesar 139.01 g de sulfato de
hierro 11 heptahidratado y agregar alrededor de 500 mL de
agua destilada. Afiadir 15 mL de acido sulfirico
concentrado, mezclar y completar con agua destilada hasta
1000 ml. Para determinar la normalidad de la sal de Morh;
medir 5 mL de dicromato de potasio 1N, afiadir 100 mL de
agua destilada, 5 mL de &cido fosférico y 5 gotas de
difenilamina. Titular con sal de Morh y calcular el factor
de correccion de la normalidad.

Procedimiento: La muestra de suelo debe estar molida y
libre de raicillas y restos de materia organica grandes para
el efecto la muestra debera ser tamizada sobre papel
encerado (tamiz de 0.25 mm). Pesar 0.1 g de suelo cuando
existe mucha materia organica y 0.5 g cuando el suelo tiene
poca materia organica. Agregar 5 ml de dicromato de
potasio 1 normal por muestra y afiadir 10 mL de &cido
sulfurico concentrado al 97% por muestra. Agitar muy
suavemente durante un minuto a fin de homogenizar,
evitando que la muestra se adhiera a las paredes.

Dejar en reposo durante 30 minutos. Luego de ese tiempo
agregar en el siguiente orden, 100 mL de agua destilada, 5
mL de é&cido fosférico al 85% y 10 o 15 gotas de
difenilamina.

Titular el exceso de dicromato por medio de la solucion sal
de morh de concentracién 0.5 N. El viraje de color se hace
azul hasta verde, anotar el volumen consumido. Siempre se
analizara un blanco siguiendo el mismo procedimiento con

la muestra.

Nitrégeno Total

Para obtener el nitrgeno total en porcentaje, multiplicar el

porcentaje de materia organica por 0.05, conociendo que el
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nitrégeno total es el 5% de la materia organica como
promedio.

Determinacion de Nitratos

Principio: EIl acido fenol disulfonico produce con los
nitratos un complejo amarillo muy estable que puede
determinarse por métodos colorimétricos.

Equipos: Agitador rotativo, fotdmetro Genesys 20,
matraces de 125 mL y 50 MI, pipetas de diferentes
volumenes, refrigerador.

Reactivos: Oxido de calcio en polvo, éacido fenol
disulfonico, pesar 25 g de fenol en 150 mL de é&cido
sulfurico concentrado, afiadir 75 ml de acido pirosulfurico
fumeante bajo campana extractora. Mezclar la solucién y
calentar a bafio maria a 100°C por lo menos dos horas
(guardar en frasco oscuro y en refrigeracién). Solucion de
hidroxido de amonio (2:1) Diluir 2 volimenes de hidréxido
de amonio concentrado en un volumen de agua destilada
concentrada.

Procedimiento: Pesar 5 g de suelo en un erlenmeyer de
125 mL. Afadir 0.1 g de CaO (para clarificar la muestra) y
25 mL de agua destilada. Agitar por 10 minutos a 400 rpm
(revoluciones por minuto).

Permitir que se decante 5 minutos y filtrar. Del filtrado
tomar 5 ml en un erlenmeyer pequefio de 50 mL y evaporar
toda la noche a sequedad a 80 °C.

Enfriar y poner 1 mL de &cido fenol sulfonico, agitar
vigorosamente y dejar reposar 15 minutos.

Afadir 24 mL de agua destilada y 5 mL de hidréxido de
amonio (2:1) y agitar (presenta una coloracion amarilla).
Leer en el colorimetro después de 15 minutos a una

longitud de onda de 460 nm

81




Determinacién de

fésforo asimilable

Principio: Extraccion del fosforo por una solucion alcalina
(bicarbonato de sodio 0.5N, pH 8.5). Dosificacion después
por colorimetria a 660 nm con el reactivo sulfo-molibdico.
Equipos: Balanza analitica, embudos de papel filtro,
fotometro Genesys 20, pipetas de diferentes volimenes,
erlenmeyer de 50 ml.

Reactivos: Solucion de bicarbonato de sodio (CO3HNa)
0.5N de un pH 8.5. Para dos litros de solucion: Pesar
separadamente 84 g de bicarbonato de sodio PA'y 7.44 g
de EDTA sobre una balanza de precision, posteriormente
pasarlos a un balon aforado de 2 litros, aforar el balén con
agua destilada, ajustar el pH a 8.5 con una solucién de sosa
concentrada. Solucion sulfo-molibdica Pesar en la balanza
de precisién 25 g de molibdato de amonio PA, pasar a un
balon aforado de un litro y completar con una solucion de
acido sulfuaricolON, conservarlo en un frasco obscuro y
mantenerlo en la obscuridad.

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 solucion extractante
(CO3HN,).

Pasar la muestra a un agitador oscilante por 10 minutos.
Durante este tiempo, instalar el papel filtro sobre los vasos
de precipitacion 100 mL. Filtrar la muestra tratando de
hacer pasar el maximo de suelo sobre el filtro. 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 solucion
molibdato de amonio-acido ascorbico.

Dejar desarrollar la coloracion en el lapso de 20 a 30

minutos. Realizar la lectura en el fotdbmetro a 660 nm.

Determinacién de

Potasio

Principio: La determinacion de este método estd bien

estudiada, existiendo métodos adecuados para su analisis.
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La determinacion de potasio se realizard utilizando el
método de fotometria de llama, cuyas lecturas se efectiian
en meq K/l solucion.

Equipos: Balones de 1000 mL y 100 mL. Fotémetro de
Ilama. Pipetas de diferentes volimenes. Vasos de
precipitados de 150 mL. Vasos de precipitados plasticos de
50 mL.

Reactivos: Solucion de bicarbonato de sodio (CO3HNz)
0.5N de un pH 8.5. Para dos litros de solucion: Pesar
separadamente 84 g de bicarbonato de sodio PA'y 7.44 g
de EDTA sobre una balanza de precision, posteriormente
pasarlos a un balon aforado de 2 litros, aforar el balén con
agua destilada, ajustar el pH a 8.5 con una solucién 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 solucion extractante
(CO3HN,).

Pasar la muestra a un agitador oscilante por 10 minutos.
Durante este tiempo, instalar el papel filtro sobre los vasos

de precipitacién 100 mL.

Determinacioén de
Calcio y Magnesio

juntos

Principio: El Calcio es el quinto elemento en abundancia,
y tercero entre los metales indispensables para la nutricion
de las plantas, existe en la naturaleza como yeso, dolomita,
carbonato de calcio, etc.

El Magnesio es el unico constituyente mineral de la
molécula de la clorofila y su ausencia impedira el proceso
se la fotosintesis.

Materiales:

Baldon de 1000 mL, buretas graduadas, 25 mL Erlenmeyer,
250 mL, gotero o pipetas de diferentes volimenes. o
microcuchara

Reactivos:
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Acetato de amonio 1N (C202NH7) 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 solucion
empleando NaOH, si es inferior a 7 o acido acético glacial
si es superior a 7.

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 solucion.

Solucién 0,01N de EDTA: Versenato (sal di sodica del
acido etilen di amino tetracético) Pesar 2 gr de acido 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 gr de
Hidroxido de Sodio en agua destilada, la solucion
refrigerarla y posteriormente aforar a 1000 mL. Indicador
para Calcio: Pesar 1 gr 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
gr de sulfato de potasio anhidro y agregar 1 gr de Murexida.
La mezcla homogenizar y refinar en un mortero. Guardar
en un frasco oscuro.

Procedimiento: Pesar 2,5 gr 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 Amoniol N.
Colocar el matraz con la solucion en un agitador rotativo a
350 revoluciones por minuto por 10 minutos. Posterior a la
agitacion dejar reposar la solucion por 15 minutos, a

continuacion, proceder a filtrar la muestra.
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Calcio y Magnesio juntos: De la solucion resultante del
filtrado proceder a tomar una alicuota de 10 mL de extracto
y colocarlo en un matraz de 250 mL, seguidamente agregar
10 mL de agua destilada, 10 mL de buffer para calcio
magnesio y unas gotas de indicador para calcio y magnesio
el liquido presenta un color rojo vinoso.

Finalmente, titular con EDTA hasta que la solucion
valorada presente un color azul.

Calcio: De manera similar a la valoracién de calcio y
magnesio se procede a colocar 10 mL de extracto y 10 mL
de agua destilada, agregar 10 mL de hidroxido de sodio
normal y con una micro cuchara agregar una minima
cantidad de indicador para calcio. A continuacion, valorar
con EDTA hasta que presenta una tonalidad azul.

Nota: Adaptado de Manual para el andlisis de suelos (Gualavisi, 2009). Elaborado por: La autora,

2016.
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7.B. Resultados de andlisis fisicoquimicos del suelo

SALESIANA (0

SALESIANCY

LABORATORIO DE SUELOS Y AGUA

Cliente;  Laura Elizabeth Huachi Espin

Direccldn:  Nicolds Vasconez N $723 y Borrero - Quito Tell/Cel: 3962900
Contacto:  Ing, Agr Junss Beltrin E-mail:  |huochi®ups.edu.ec
Cantidad de muestras: | Tipo de Cultivo:  Sin identificacion
Fezha de Ingreso: 07/0272017 Fecha Emisién: 14022017
NOde Informe: 17062 Total de pag. |

Identificacion de Usuario; Cédigo de Laboratorio; SA17-98
1A ito Cara]

INFORME DE RESULTADOS

pH | CE | MO. | Nwap | P K | G | Mg | Ma 3
s | mSem ~ . ML | mep 100y | meyio0g | megtolp | megiong | myl
563 ) 190 ok 2™ ojomw s | 227 s 208 Al en oKl 30 o] 023 ox| 1695 ok
B Fe Mn Cu Zn RELACIONES e Barer
mpl. et L L myl Felin | Catg | Mg | CasMphk | meg/long
079 0|38 A 09 Al 1M A 000 w) 625 Al 1™ ] 184 » 1026 o] 1182 o
Origen del crirevio de valoracion TEXTURA(N)
Extacidn Experimental Pichilingue- INLAP, 2012 e | Lwo aa-ﬁ“
Método de ensayo ) " 7
P K, Ca Mg Fe. M, Cu, Zn - Asimilables: Olven Modificado, FRANCO ARENOSO

Ca, M. K, Na - Intercambiables: Acetato de Sodio-C: entrifuga
Conductividad Eléctrica- pif 1:1.25 HO,

Pasta Satwrada: Conductividad Fléctrica. S, B,

Materia Orgidnica:0.1-0.5 K2Cr207 0.8 N: NOI-N: Test de Nitratos Merck W 7

AR
Simbologla “
A alto; B: bajo; OK: adecuado

gl mitigramos pov litro: meg/100g miliequivaientes por cien gramos
uxd: unidades: %: porcentaje

\pardmetro no wlovado

Nota Actaratoria: Los remltodos corresponden wricamente @ ki muestriar entrepakas por of clima

4NN . m

Ing Al : Qwim D Alom Packs Simbaha
Téenied de Swtov A gua Respemsable de Laboratorio
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Anexo 8. Procedimiento de cuantificacion de piretroides

L

a. Suelo tamizado

e. Se afiadi6 0,5 g de citrato disodico

sesquihidratado y 1 g de citrato trisédico

f. Se introdujo en un bafio de ultrasonidos

durante 5 min
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i. Se llevo una etapa de limpieza mediante dSPE | j. Se coloco en el sobrenadante a un tubo de
centrifuga de 15 mL que contenia 1,5 g de
MgS0. H;0 y 0,250 g de PSA,

k. Se mezclo en un vortex durante dos minutos I. El residuo se disolvié en 1 mL de ciclohexano
y tras colocar una pequefia cantidad de Na;SO4

anhidro
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—ae ——

m. Sobrenadante que fue inyectado en el

cromatdgrafo

n. Cromatografo de gases acoplado a masas de

marca Agilent Technologies 7890B GC System

Elaborado por: La autora, 2017.
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Anexo 9. Resultados analisis de cuantificacion de piretroides

9.A. Cromatogramas de las 16 muestras procesadas por Cromatografia de

Gases Acoplada a Masas

a. Cromatograma de R1 (TO) b. Cromatograma de R2 (TO0)

c. Cromatograma de R3 (T0) d. Cromatograma de R4 (T0)
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e. Cromatograma de R1 (T1) f. Cromatograma de R2 (T1)

g. Cromatograma de R3 (T1) h. Cromatograma de R4 (T1)

i. Cromatograma de R1 (T2) J. Cromatograma de R2 (T2)
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k. Cromatograma de R3 (T2) . Cromatograma de R4 (T2)

m. Cromatograma de R1 (T3) n. Cromatograma de R2 (T3)

0. Cromatograma de R3 (T3) p. Cromatograma de R4 (T3)

Elaborado por: La autora, 2017.

92




9.B. Resultados de concentracion de cypermetrina en la muestra de suelo al

inicio del ensayo (ug/g)

1.

°Wmmam.umam;u).

Notas:

LABORATORIO DEL UI;#SY!‘RIO DE
ELECTRICIDAD Y ENERGIA RENOVABLE | | MEER
() e
ANALISIS QUIMICO CONVENCIONAL
REPORTE DE ANALISIS
Factura N® 4332

Solicitante: Universidad Politécnica Salesiana

Direccién solicitante: Isabela Catdlica y Veintimila

Muestras de: Suelos

Muestreado por: Universidad Politécnica Salesiana

Numero de muestras: tres

Fecha de ingreso al laboratorio 11 « Noviembre - 2016

Fecha de procesamiento de muestra: 15 - Noviembre - 2016

Fecha de andlisis instrumental 25 « Noviembre - 2016

Fecha de emision de reporte: 24 - Enero - 2017

RESULTADOS DE ANALISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN SUELO

Plaguicidas Limite de Limite de
Encontrados Suelo A* Suslo b* Suelo C* Deteccién (LD) | Cuantificacion (LC)

/Codigo de 47 548 549 v/ ug/e
_muestras

Cartoturan <D < 613 0.02 0.06

Chiorprtos <D 1245 v 00l e
Cypermetrna 50.6 <D <D 002 006

Los resultados de este informe son exclusivos para las muestras analizadas que corresponden a la
UNIVERSIDAD POLITECNCA SALESIANA (UPS), entregada en el laboratorio el 11 de Noviembre de

2016.

El método de andlisis utilizado es una variacion del método de QUECheRS, extraccion con acetonitrilo y

andlisis por GC/MSMS,

Documento confidencial para el uso de la UPS. No puede reproducirse total ni parclaimente sin

autorizacién del laboratorio.

£l laboratorio no se responsabiliza de la interpretacion dada a estos resultados.
Los datos asoclados con este estudio (cromatogramas, curvas de calibracion, etc.) se mantendrén en
custodia por un plazo de seis meses después de emitido el reporte. Posterior a este periodo se

descartardn,

| ARPO-AC-150 R- 2401 /17 |
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9.C. Resultados de concentracion de cypermetrina en muestras de suelo al final

del ensayo (pg/g)
RESULTADOS
| Muestra | Concenracén ng/u] | Peso ) | Volumen {) | Concentracon
587 0,22 10,15 14500 6,29
588 0,19 10,39 14840 543
589 0,19 10,38 14820 543
590 0,21 9,96 14230 6,00
591 0,18 10,73 15330 514
592 0,17 10,35 14790 4,86
593 0,17 10,24 16630 5,52
594 0,21 9,78 13970 6,00
595 0,20 9,66 13800 571
596 0,16 98 17000 5,55
597 0,18 9,95 14210 5,14
598 0,15 9,82 14029 429
599 0,13 11,72 16740 n
600 0,12 12,16 17370 3143
601 0,12 12,16 17370 34
602 0,13 11,01 15730 n
- W Ui |
p Henn me‘_
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Anexo 10. Fase de campo (recoleccion de muestras de suelo).

Recoleccion de muestras de suelo

Elaborado por: La autora, 2016.
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Anexo 11. Fase de laboratorio (identificacion, aislamiento y masificacion de
cepas)

11.A. Obtencion de T. harzianum, identificacién, aislamineto, conservacion y
masificacion

¢. Conservacion del hongo en perlas d. Conservacion del hongo en glicerina

f. Identificacion de cajas Petri

e. T. harzianum después de 7 dias de siembra

Elaborado por: La autora, 2016.
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11.B. Obtencion de P. ostreatus, identificacion, aislamineto, conservacién y
masificacion

a. Sustrato inoculado con semilla b. Primordios de P. ostreatus

c. Formacidn de setas d. Setas juveniles

e. Masiva fructificacién f.  Aumento de humedad relativa mediante

evaporizador
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g. Maduracién de setas

i. Evaluacion de crecimiento de setas

h.

Setas maduras listas para cosecha

Luz proveniente de foco fluorescente (3
horas diarias)

k. Cosecha de los hongos

Cuerpos fructiferos cosechados
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m.

Identificacién de muestras cosechadas

n.

Corte y extraccion de laminillas en cdmara de

flujo laminar

0.

Crecimiento micelial a partir de un pedazo de

seta

p.

Masivo crecimiento micelial a los 8 dias de
siembra

Elaborado por: La autora, 2016.
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Anexo 12. Concentracion de indculos

T. harzianum | P. ostreatus | Mix flngico
28/11/2016 3,07 4,21 4,15
02/12/2016 3,81 3,99 3,13
05/12/2016 3,92 3,92 3,57
09/12/2016 4,02 2,23 3,13
12/16/2016 3,67 4,08 3,90
19/12/2016 3,19 4,12 3,66
23/12/2016 2,22 4,45 3,88
26/12/2016 3,31 3,89 3,60
30/12/2016 3,08 521 3,34
02/01/2017 4,09 4,67 4,38
07/01/2017 4,05 3,09 3,57
09/01/2017 4,52 4,23 4,38
14/01/2017 3,78 4,12 3,95
16/01/2017 2,89 4,32 3,61
21/01/2017 4,55 3,01 3,78
23/01/2017 3,91 4,32 4,12
27/01/2017 2,44 3,87 3,16

Nota: Todas las concentraciones fueron ajustadas hasta 104
Elaborado por: La autora, 2017.
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Anexo 13. Datos de variables (Temperatura, Humedad, Conductividad eléctrica y pH)
13.A. Datos de Temperatura (°C)

Tratamientos TO T1 T2 T3
Repeticiones 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
28/11/2016 | 14,70 | 14,60 | 14,70 | 14,60 | 14,60 | 14,50 | 14,60 | 14,70 | 14,50 | 14,50 | 14,60 | 14,50 | 14,60 | 14,70 | 14,50 | 14,50
29/11/2016 | 15,20 | 15,20 | 15,20 | 15,20 | 15,30 | 15,20 | 15,10 | 15,10 | 15,30 | 15,20 | 15,20 | 15,10 | 15,20 | 15,20 | 15,40 | 15,10
30/11/2016 | 15,50 | 15,80 | 15,50 | 15,40 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,60 | 15,50 | 15,40 | 15,60 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,50
01/12/2016 | 16,10 | 16,30 | 16,20 | 16,20 | 16,10 | 16,20 | 16,30 | 16,20 | 16,10 | 15,90 | 15,90 | 16,20 | 16,10 | 16,10 | 16,00 | 15,90
02/12/2016 | 14,30 | 14,20 | 14,30 | 14,30 | 14,30 | 14,30 | 14,20 | 14,50 | 14,30 | 14,50 | 14,50 | 14,60 | 14,20 | 14,20 | 14,30 | 14,20
03/12/2016 | 15,50 | 15,40 | 15,30 | 15,60 | 15,60 | 15,70 | 15,70 | 15,60 | 15,60 | 15,60 | 15,60 | 15,40 | 15,60 | 1550 | 15,70 | 15,60
04/12/2016 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,90 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,90
05/12/2016 | 15,00 | 15,10 | 15,20 | 15,00 | 15,10 | 15,10 | 15,00 | 15,20 | 15,30 | 15,30 | 15,30 | 15,00 | 15,20 | 15,30 | 15,20 | 15,20
06/12/2016 | 15,40 | 15,20 | 15,30 | 15,20 | 15,20 | 15,20 | 15,30 | 15,30 | 15,30 | 15,30 | 15,20 | 15,40 | 15,20 | 15,10 | 15,00 | 15,40
07/12/2016 | 16,10 | 16,20 | 16,10 | 16,20 | 16,20 | 16,30 | 16,10 | 16,20 | 16,00 | 16,30 | 16,20 | 16,00 | 16,10 | 16,20 | 16,10 | 16,20
08/12/2016 | 13,50 | 13,50 | 13,50 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 13,30 | 13,40 | 13,50 | 13,20 | 13,40 | 13,60 | 13,50 | 13,30
09/12/2016 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,60 | 15,50 | 15,40 | 15,40 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,60
10/12/2017 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 13,30 | 13,40 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 13,30
11/12/2016 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90
12/12/2016 | 15,40 | 15,60 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,60 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,50 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,60 | 15,50 | 15,40
13/12/2016 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,90
14/12/2016 | 13,40 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,50 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 13,40 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60
15/12/2016 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,40 | 1550 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,40 | 15,60 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,50
16/12/2016 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,70
17/12/2016 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,90 | 14,90 | 14,90 | 14,90
18/12/2016 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,90
19/12/2016 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,40 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,90 | 14,90 | 14,90
20/12/2016 | 15,50 | 15,50 | 15,80 | 15,50 | 15,40 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,60 | 15,50 | 15,40 | 15,80
21/12/2016 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90
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22/12/2016 | 13,50 | 13,50 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 13,30 | 13,40 | 13,40 | 13,30 | 13,80

23/12/2016 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,90

24/12/2016 | 13,60 | 13,50 | 13,50 | 13,50 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 13,30 | 13,40 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70

25/12/2016 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,90 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,90

26/12/2016 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,90

27/12/2016 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90

28/12/2016 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,60 | 15,50 | 15,40 | 15,80 | 15,50 | 15,40 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,60 | 15,40 | 15,60

29/12/2016 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 13,30 | 13,50 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 13,30 | 13,40 | 13,30 | 13,20

30/12/2016 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,90 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90

31/12/2016 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,60 | 15,50 | 15,40 | 15,40 | 15,60 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,50

01/01/2017 | 13,50 | 13,50 | 13,50 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 13,30 | 13,40 | 14,80 | 14,70 | 14,70

02/01/2017 | 14,70 | 14,70 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90

03/01/2017 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 15,10 | 15,30 | 15,50

04/01/2017 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 13,30 | 13,40 | 13,50 | 13,50 | 13,50 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 13,30 | 13,40 | 13,60

05/01/2017 | 15,80 | 15,50 | 15,80 | 15,50 | 15,40 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,60 | 15,60 | 15,50 | 15,40 | 15,40 | 15,60 | 15,60

06/01/2017 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,70

07/01/2017 | 13,50 | 13,50 | 13,50 | 13,50 | 13,50 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,50 | 13,50 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 13,30

08/01/2017 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,90 | 14,50

09/01/2017 | 13,50 | 13,50 | 13,50 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 13,30 | 13,40 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,60 | 15,60 | 15,60

10/01/2017 | 13,50 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,50 | 13,60 | 16,30 | 13,50 | 13,60 | 13,60 | 13,30 | 13,40 | 14,70 | 14,80 | 14,70

11/01/2017 | 15,40 | 15,60 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,60 | 15,50 | 15,40 | 15,80 | 15,50 | 15,40 | 15,40 | 15,50

12/01/2017 | 14,90 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90

13/01/2017 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90

14/01/2017 | 14,70 | 14,80 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90

15/01/2017 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,60 | 15,50 | 15,40 | 15,40 | 15,50 | 15,60 | 15,40 | 15,60 | 15,50 | 15,40 | 15,40 | 15,60

16/01/2017 | 14,70 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70 | 14,70 | 14,90 | 14,90 | 14,70 | 14,80 | 14,80 | 14,70

17/01/2017 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,90 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,80 | 14,70 | 14,80 | 14,70

Elaborado por: La autora, 2017.

102




13.B. Datos de humedad (%)

Tratamientos TO T1 T2 T3
Repeticiones | 1 | 2 | 3 (4| 1|2 |3 |4 |12 |3 4|1 |2]|3]|4
28/11/2016 | 55|54 |66 | 63 |62 |60 |59 |55 |53 |58 6052|6059 59|59
29/11/2016 |57 |60 |51 | 63 |57 |53 |58 |60 |62|61|53|53|62|61|53]60
30/11/2016 | 47 | A7 | 47 | A7 | 47 | 47 | A7 | 47 | 47 | 47 | 47 | 61 | 60 | 59 | 55 | 55
01/12/2016 | 49 | 53 | 55|49 |62 |55 |62 |63 |62 |60 |59 555358 60|52
02/12/2016 | 40 | 62 | 52 | 52 | 53 | 53 | 49 | 53 | 57 | 53 | 58 | 60 | 62 | 61 | 53 | 53
03/12/2016 |53 |56 |49 |56 | 65|49 | 62 |61 |60 |62 |61 |53|59 |59 59|59
04/12/2016 | 61 |66 |61 |49 |61 |61 |61 |61 |61 |61|61|61|60|60|62|61
05/12/2016 | 55|62 |58 |55 |57 | 58 | 63 | 52 | 52 | 59 | 51 | 58 | 47 | 47 | 61 | 59
06/12/2016 |52 | 61|68 |59 |55 |51 |48 |61 |53 |61 |49 |51 |59 |55 53|58
07/12/2016 | 49 | 47 | 48 | 48 | 55 | 52 | 53 | 53 | 49 | 53 | 57 | 53 | 58 | 60 | 62 | 49
08/12/2016 | 48 | 67 | 48 | 48 | 48 | 59 | 59 | 59 | 59 | 59 | 59 | 49 | 48 | 48 | 48 | 48
09/12/2016 |51 |51 |51 |47 |51 |52 (62|62 |62 |62|62|61|51|51|51]|51
10/12/2017 |52 |59 | 51 |66 |63 |53 |55|49 |62 |55|62|63|62|60]|52]|52
11/12/2016 |53 | 61 | 49 | 47 | 48 | 62 |52 |52 |53 |53 |49 |53 |57 |53 |53]|053
12/12/2016 |52 | 59 | 63 | 63 |59 | 56|49 |56 | 65|49 |62 |61 |60 |62|52]|52
13/12/2016 | 60 | 58 | 55 | 57 | 58 | 63 |52 |52 |59 |51 |58 |57 |53 |58 60|60
14/12/2016 | 65 | 68 | 59 | 55|51 |48 |61 |53 |61 |49 |51 |55 |55 |55|61|61
15/12/2016 |54 | 49 | 54 | 49 |54 |58 | 55|62 |63 |62 |60 |49 |53 |57 53|58
16/12/2016 | 62 | 53 | 53 |59 |51 |66 |63 |52 |52 |59 |51 |66 |63|52|62]|62
17/12/2016 | 52 | 54 | 52 | 61|49 | 47 | 48 |48 | 55|58 |59 |61 |48 |61 |61 |60
18/12/2016 |59 |59 |59 |59 |59 |59 |59 |62|61|60|62|61|53|59] 63|59
19/12/2016 | 62 | 62 | 62 | 62 | 62 | 52 | 52 | 52 | 52 | 62 | 62 | 62 | 62 | 62 | 62 | 62
20/12/2016 | 60 | 48 | 58 |58 | 49 | 59 | 59 | 62 | 62 | 62 | 62 | 59 | 66 | 63 | 59 | 60
21/12/2016 | 48 | 49 | 47 | 67 |59 | 62 | 62 | 49 | 47 | 67 | 60 | 58 | 48 | 48 | 47 | 48
22/12/2016 |58 | 65|49 |59 |58 |60 | 48 | 58 | 58 | 49 | 47 | 62 | 63 | 59 | 56 | 59
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23/12/2016 | 58 | 53 | 59 | 62 | 55 | 48 | 65|49 |59 | 59 | 62 | 62 | 57 | 58 | 60 | 67
24/12/2016 | 60 | 58 | 58 | 60 | 48 | 58 | 58 | 49 | 47 | 62 | 68 | 59 | 55 | 51 | 61 | 60
25/12/2016 | 55 | 57 | 55 |48 | 65|49 |59 |59 |62 |62 |62 |62 |59 |60 |59 |48
26/12/2016 | 53 | 45|49 | 53 |53 |59 |48 |61 |58 |66 55|57 |58]|53]|58 |60
27/12/2016 | 58 | 65|49 | 58 |60 | 48 | 58 | 59 | 62 | 61 | 60 | 62 | 61 | 57 | 62 | 61
28/12/2016 | 57 | 57 | 44 | 49 | 51 | 43 | 43 | 45| 55 | 57 | 57 | 57 | 57 | 57 | 57 | 57
29/12/2016 | 54 | 56 | 49 | 58 | 58 | 63 | 60 | 62 | 52 | 59 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56
30/12/2016 | 58 | 60 | 58 | 51 | 47 | 52 | 49 | 43 | 45 | 55 | 60 | 59 | 55 | 61 | 58 | 59
31/12/2016 | 44 | 58 | 42 | 41 | 58 | 55 | 58 | 63 | 60 | 48 | 48 | 58 | 57 | 61 | 58 | 60
01/01/2017 | 49 | 51 | 48 |51 |63 | 60 | 62 | 52 | 59 | 58 | 49 | 49 | 58 | 55 | 56 | 59
02/01/2017 | 58 | 58 | 49 | 58 | 58 | 63 | 60 | 62 | 52 | 53 | 53 | 49 | 48 | 58 | 57 | 60
03/01/2017 | 58 | 58 | 49 | 58 | 58 | 63 | 60 | 62 | 52 | 59 | 58 | 55 | 49 | 49 | 58 | 58
04/01/2017 | 51 | 47 | 58 | 51 | 47 | 52 | 49 | 43 | 45 | 55 | 57 | 53 | 66 | 55 | 57 | 58
05/01/2017 | 59 | 57 | 58 | 58 | 63 | 60 | 62 | 52 | 59 | 58 | 55 | 49 | 60 | 59 | 55 | 64
06/01/2017 | 57 | 57 | 51 | 47 |52 | 49 | 43 | 45 | 55 | 57 | 53 | 49 | 48 | 58 | 57 | 57
07/01/2017 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 65 | 62 | 56 | 56 | 56
08/01/2017 | 56 | 61 | 55 | 61 | 48 | 61 |43 |49 |49 |55 |61 |61 |63 |59 | 63|66
09/01/2017 | 53 | 54 | 54 | 54 | 51 | 43 | 43 | 45 |55 |57 | 53 |49 |48 |58 | 54 | 54
10/01/2017 |56 | 47 | 42 | 48 | 49 | 49 | 49 | 55 | 49 | 49 | 49 | 49 | 49 | 49 | 60 | 60
11/01/2017 |61 | 49 | 42 | 41 | 58 |55 |58 | 63 | 60 | 48 | 61 | 58 | 66 | 55 | 54 | 54
12/01/2017 |50 | 53 | 48 |51 | 63 | 60 [ 62 | 52 | 59 | 58 | 55 | 49 | 60 | 59 | 62 | 60
13/01/2017 | 48 | 59 | 50 | 49 | 47 |51 | 47 | 52 | 52 | 52 | 59 | 58 | 55 | 56 | 59 | 57
14/01/2017 | 47 | 45 | 51 | 49 | 42 | 41 |58 | 55 |58 | 63 | 60 | 48 | 61 | 58 | 62 | 62
15/01/2017 |42 | 52 | 51 | 53 | 48 |51 [ 63 | 60 | 62 | 52 | 59 | 58 | 55 | 49 | 50 | 53
16/01/2017 | 48 | 49 | 51 | 59 | 50 | 49 | 47 | 51 | 47 | 52 | 52 | 52 | 59 | 58 | 52 | 52
17/01/2017 | 51 | 45|46 | 59 | 42 | 50 | 51 |49 |50 |53 |49 |52 |49 |48 |50 | 50

Elaborado por: La autora, 2017.
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13.C. Datos de pH (uds)

Tratamientos

T0

T1

T2

T3

Repeticiones

1

2 3

28/11/2016

5,98

5,35 | 5,40

5,33

5,46

5,75 | 5,36

5,24

5,41

5,63 | 533

5,69

5,45

539 | 525

5,49

02/12/2016

5,27

5,27 | 5,49

5,49

6,29

6,24 | 6,57

5,98

6,12

6,23 | 6,27

6,12

6,27

6,18 | 531

5,52

05/12/2016

6,20

4,39 | 5,70

5,35

6,12

6,27 | 6,78

6,23

6,27

6,29 | 6,27

6,25

6,23

6,27 | 6,12

6,23

09/12/2016

5,89

5,24 | 5,67

5,39

6,14

6,29 | 6,49

6,12

6,33

6,33 | 6,34

6,51

6,52

6,33 | 6,27

6,27

12/16/2016

5,22

522 | 5,85

5,33

6,12

6,48 | 6,12

6,27

6,39

6,27 | 6,27

6,23

6,02

6,12 | 6,33

6,39

19/12/2016

5,23

5,23 | 5,65

5,32

6,27

6,47 | 6,27

6,33

6,31

6,33 | 6,33

6,27

6,10

6,27 | 6,39

6,51

23/12/2016

4,99

4,99 | 5,34

5,90

6,33

6,34 | 6,51

6,12

6,18

6,12 | 6,39

6,39

5,98

6,78 | 6,23

6,12

26/12/2016

5,78

5,78 | 5,56

5,78

6,39

6,51 | 6,47

6,27

6,18

6,27 | 6,31

6,51

6,21

6,12 | 6,18

6,27

30/12/2016

5,32

5,32 | 5,39

5,67

6,31

6,47 | 6,21

6,39

6,27

6,23 | 6,27

6,12

6,47

6,47 | 5,58

6,33

02/01/2017

5,32

5,32 | 527

5,34

6,18

6,21 | 6,38

6,51

6,33

6,34 | 6,39

6,14

6,29

6,92 | 6,12

6,39

07/01/2017

5,39

5,39 | 4,39

5,69

6,18

6,38 | 6,33

6,47

6,39

6,14 | 6,29

6,12

6,48

6,12 | 6,18

6,21

09/01/2017

5,56

5,56 | 5,24

5,34

6,22

6,33 | 6,39

6,21

6,29

6,49 | 6,33

6,34

6,20

6,33 | 5,84

6,51

14/01/2017

5,80

5,34 | 5,22

5,27

6,31

6,22 | 6,33

6,39

6,33

6,51 | 6,47

6,27

6,18

6,27 | 5,79

6,49

16/01/2017

5,39

5,78 | 5,32

4,39

6,37

6,16 | 6,33

6,47

6,39

6,14 | 6,29

6,49

6,33

6,12 | 6,40

6,12

21/01/2017

5,81

5,34 | 5,39

5,40

6,29

6,17 | 6,39

6,21

6,33

6,12 | 6,39

6,51

6,47

6,27 | 6,29

6,87

23/01/2017

5,63

5,32 | 5,78

5,22

6,25

6,22 | 6,31

6,38

6,51

6,47 | 6,27

6,18

6,27

6,12 | 6,33

6,34

27/01/2017

5,39

532|534

5,69

6,34

6,35 | 6,22

6,33

6,39

6,78 | 6,23

6,23

6,27

6,88 | 6,41

6,79

Elaborado por: La autora, 2017.
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13. D. Datos de conductividad eléctrica dS/m

Tratamientos TO T1 T2 T3

Repeticiones | 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

28/11/2016 | 1,34 | 139|148 | 136|128 | 136|142 140|142 |145|139 137|148 |148 1,67 1,39

02/12/2016 | 1,29 | 167 | 140139148 | 14 [133|148 148|167 |139]155|139]139]|139]|167

05/12/2016 | 1,37 | 148 | 141|167 | 148|148 155|134 |167]139]139|148|140]138]|139]1.39

09/12/2016 | 1,29 | 141139133 146139137139 |133|167 139|140 |148 | 141|167 |140

12/16/2016 | 1,28 | 1,39 | 148 | 148 139|139 142 /167148133139 139[148|140|139]167

19/12/2016 | 1,48 | 1,39 | 148 | 148 | 148 | 148|139 /133|148 148|167 155|134 |139|134]167

23/12/2016 | 1,34 | 139|167 | 141|148 148|148 148 | 14 | 148|148 134|139 |167 133|148

26/12/2016 | 1,28 | 1,39 | 1,34 | 139|141 | 143|148 148|139 |140|140 (139|134 |167 148 1,39

30/12/2016 | 1,39 | 142 | 167 | 167 | 139|134 167|141 148|139 |139|148|148 142|134 ]155

02/01/2017 | 129 | 141|148 134|128 |155[139|137|139|139|167 167 | 14 139128148

07/01/2017 | 142 | 142|136 | 167|148 |140(139|139 189|139 |143| 14 |141|134|155]|141

09/01/2017 | 1,39 | 134 145139134148 134 |139|143 142|139 148|148 ]167|139]139

14/01/2017 | 1,39 | 155|139 (134 (139|142 134142139167 133148148 141139139

16/01/2017 | 139 | 139|167 | 148 | 14 |139|121 /139139142141 )1139[148 148134139

21/01/2017 | 1,39 139|142 |140|139 148|148 167|134 |167 139139148 |148 1,67 | 1,39

23/01/2017 | 1,41 | 1441139167133 |148 148|141 |139|165|167 139140139134 1,67

27/01/2017 | 139|167 148 145|140 ]139]148 148 14 |139|139|167 137139142133

Elaborado por: La autora, 2017.
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Anexo 14. Analisis estadistico
Anexo 14.A. Medias de los datos

TRAT. | TEMPERATURA pH HUMEDAD C.E Piretroide [ ]
0 14,77 5,54 53,94 1,36 87,57
0 14,80 5,30 55,63 1,44 89,27
0 14,88 5,41 52,69 1,47 89,27
0 14,78 541 54,53 1,47 88,14
1 14,89 6,21 54,57 1,40 89,84
1 14,78 6,29 54,57 1,43 90,40
1 14,79 6,32 55,08 1,44 89,09
1 15,02 6,23 54,65 1,44 88,14
2 14,78 6,26 55,80 1,42 88,72
2 14,79 6,27 56,78 1,48 89,03
2 14,78 6,26 56,65 1,44 89,84
2 14,90 6,26 56,25 1,46 91,52
3 14,78 6,22 56,73 1,43 92,67
3 14,91 6,29 56,47 1,45 93,22
3 14,85 6,06 57,02 1,43 93,22
3 14,88 6,29 57,22 1,47 92,67

Elaborado por: La autora, 2017.

Anexo 14.B. Andlisis de la varianza en programa estadistico Infostat version

libre 2016.

Anélisis de la varianza de Temperatura

Analisis de la varianza

Variable N R* ER® & CV
TEMPERATURA 16 0,15 0,00 0,49

Cuadro de Andalisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. S5C gl CH F p-valor

Modelo, 0,01 3 3,8E-03 0,72 0,56le

TRAT. 0,01 3 3,8E-03 0,72 0,561

Error 0,06 12 0,01

Total 0,08 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DM5=0,15385
Error: 0,0054 gl: 12

TRAT. Medias n E.E.

1,00 14,87 4 0,04 &

3,00 14,36 4 0,04 A

2,00 14,31 4 0,04 A

0,00 14,81 4 0,04 A

Medizs con una letrs comun no son significativamente diferentes (p > 0,08)

Fuente: Infostat, 2017.
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Analisis de la varianza de pH

Analisis de la wvarianza

Variable N R®¥ R Aj CV
oH 16 0,97 0,96 1,28

Cnadro de Analisis de la Varianza (S5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p-valor

Modelo. 2,08 3 0,89 115,37 <0,0001

TRAT. 2,08 3 0,69 115,37 <0,0001

Error 0,07 12 0,01

Total 2

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,16278
Error: 0,0080 gl: 12

TEAT. Mediaz n E.E.

2,00 6,26 4 0,04 R

1,00 6,26 40,041
3,00 6,22 40,044
0,00 5,42 40,08 B

Medizs con una lstra comin no sen signifizativamente diferentes (p > 0,05)

Fuente: Infostat, 2017.

Andlisis de la varianza de Humedad

Analisis de la varianza

Variable N Rf RT Aj CV
HUMEDAD 16 0,78 0,72 1,23

Cnadro de AnAlisis de la Varianza (8C tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 19,64 3 6,55 14,05 0,0003

TRAT. 19,64 3 6,55 14,05 10,0003

Error 5,59 12 0,47

Total 25,23 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,43296
Error: 0,4658 gl: 12
TRAT, Medias n E.E.
3,00 56,86 40,344
2,00 56,37 40,34 4
1,00 54,72 4 0,34
0,00 54,20 40,34

Medizs con una letra comin ne son signifizstivamente difersntes (p » 0,08)

[ e}

Fuente: Infostat, 2017.
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Anadlisis de varianza de Conductividad Eléctrica

Analisis de la varianza

Variable N Rf R* By CVW
CONDUCTIVIDAD ELECTRICA 16 0,09 0,00 2,22

Cnadro de Analisis de la Varianza (8C tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 1,2E-03 3 4,1E-04 0,40 0,7575

TRAT, 1,2E-03 3 4,1E-04 0,40 00,7573

Error 0,01 12 1,0E-03

Total 0,01 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,06714
Error: 0,0010 gl: 12
TRAT. Medias n E.E.
2,00 1,45 4 0,02
3,00 1,45 4 0,02
0,00 1,44 4 0,02
1,00 1,43 40,02 &

Madias con uns letrs comin no son sigrnificativamente diferentes (p » 0,05)

HE S

Fuente: Infostat, 2017.

Andlisis de varianza de Concentracién de Piretroide

Andlisis de la varianza

Variable N R* ER* R} OV
CONCENTRACION PIRETROIDE 16 0,82 0,77 1,02

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 3¢ gl CH F p-valor

Modelo. 44,33 3 14,78 17,63 10,0001

TRAT. 44,33 3 14,78 17,63 10,0001

Error 10,06 12 0,8

Total 54,39 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,92152
Error: 0,8381 gl: 12
TRAT. Medias n E.E.
3,00 982,95 40,46 A
2,00 88,78 4 0,46
1,00 85,37 4 0,46
0,00 88,56 4 0,46

Medizs con uns letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05}

o om

Fuente: Infostat, 2017.
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