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Glosario

Quimiolitétrofos: Son organismos autétrofos que utilizan CO2 como fuente de
carbono; obtienen energia por oxidacion de compuestos inorgénicos reducidos
como: NH;,NO; , Hz yformas reducidas de azufre (H2S, S, S.0%™) (Stanier,
Ingraham, Wheelis, & Painter, 1992).

Hongos Ligninoliticos: Son organismos que crecen en la madera y juegan un
papel esencial en el ciclo del carbono, se relaciona con la degradacion de
lignina basados en la produccion de radicales libres, principalmente por medio
de las enzimas extracelulares lignino peroxidasa, manganeso peroxidasa y
lacasa (Torres, Bernal, Rosa, & VVazquez-Duhalt, 2001).

Cometabolismo: Degradacion simultdnea de dos compuestos orgéanicos en la
que la degradacion de uno depende de la presencia del otro (Garcia-Riviero &
Peralta, 2008) .

Conidioforos: Hifa sobre la cual se originan los conidios (Universidad
Nacional Autdnoma de México, 2016).

Hongos anamorficos: Son organismos que generan esporas asexuales por
mitosis, cuya forma es muy variable (Carrillo & Audisio, 2007).

Fialide: Célula conidiogena, habitualmente en forma de botella, en la que se
produce una serie de conidios blasticos (fialoconidios) (Universidad Nacional
Auténoma de México, 2016).

.....

las quitinasas pueden hidrolizar la quitina presente en la pared celular de los
hongos, pudiendo inhibir el crecimiento de los mismos, e incluso provocando
la lisis celular (Sieria, 2013).



Resumen

Esta investigacion tiene como finalidad evaluar la biodegradaciéon del insecticida
carbofurdn mediante la biorremediacion de los hongos Trichoderma harzianum vy
Pleurotus ostreatus en muestras de suelo de cultivo de papa.

El procedimiento metodoldgico, se realizd en dos fases: la fase de campo consistio en
la georreferenciacion y muestreo de suelo del cultivo de papa en “El Capuli” Carchi;
el muestreo de Pleurotus ostreatus fue en Calacali, ademas se realizd un terrario
aclimatizado para su crecimiento. La fase de laboratorio consistio en el analisis
fisicoquimico al inicio y final del proyecto de nutrientes del suelo, plaguicidas por
HPLC; el aislamiento de T. harzianum en base al suelo del cultivo de papa y el
aislamiento de P. ostreatus a partir de cuerpos fructiferos (sombrero); fueron obtenidos
por técnicas microbioldgicas. Se aplic6 un disefio completo al azar (DCA) con 4
repeticiones, 4 tratamientos y 16 unidades experimentales. Los tratamientos en
mencién fueron TO (Suelo con insecticida), T1 (Suelo con insecticida y Trichoderma
harzianum), T2 (Suelo con insecticida y Pleurotus ostreatus) y T3 (Suelo con

insecticida mas Trichoderma harzianum y Pleurotus ostreatus).

El tratamiento T1, cuya concentracion del inéculo de Trichoderma utilizada fue de
38.3x10° conidias/mL de solucion; resulté ser el mejor con un 63% de biodegradacion
que corresponde a 4170.5 pg /g de carbofuran en 57 dias. Asi la bioaumentacion de
conidias presenta una alternativa para biodegradar moléculas recalcitrantes, dificiles
de romper por procesos fisico quimicos. Esta técnica bioldgica presenta una opcién

debido a que la economia y el impacto ambiental son bajos.

Palabras clave: Biodegradacion, carbofuran, papa, Trichoderma harzianumy

Pleurotus ostreatus.



Abstract

This research aims to evaluate the biodegradation of the carbofuran insecticide by
bioremediation of the fungi Trichoderma harzianum and Pleurotus ostreatus in soil
samples from potato cultivation.

The methodological procedure was carried out in two phases: the field phase consisted
of georeferencing and soil sampling of the potato crop in "El Capuli" Carchi; the
sampling of Pleurotus ostreatus was in Calacali, in addition an aquarium was
acclimatized for its growth. The laboratory phase consisted in the physicochemical
analysis at the beginning and end of the project of soil nutrients, pesticides by HPLC;
the isolation of T. harzianum based on the soil of potato cultivation and the isolation
of P. ostreatus from fungal fruiting (cap); were obtained by microbiological
techniques. A randomized complete design (DCA) was applied with 4 replicates, 4
treatments and 16 experimental units. The mentioned treatments were TO (Soil with
insecticide), T1 (Soil with insecticide and Trichoderma harzianum), T2 (Soil with
insecticide and Pleurotus ostreatus) and T3 (Soil with insecticide plus Trichoderma
harzianum and Pleurotus ostreatus).

The T1 treatment, whose Trichoderma inoculum concentration used was 38.3x10°
conidia/mL solution; proved to be the best with 63% biodegradation corresponding to
4170.5 ug/g of carbofuran in 57 days. Thus the bioaumentation of conidia presents an
alternative to biodegrade recalcitrant molecules, difficult to break by physical-
chemical processes. This biological technique presents an option because the economy
and the environmental impact are low.

Keywords: Biodegradation, Carbofuran, potato, Trichoderma harzianum and

Pleurotus ostreatus.



Introduccion
En el Ecuador el sector agropecuario es uno de los sistemas mas importantes debido
al impacto que ocasiona en ambitos econdémicos y sociales del pais. La proteccién
hacia este sector se vincula con la aplicacion de plaguicidas; 1°32098867 hectareas de
superficie agricola en cultivos transitorios, cultivos permanentes y flores. Lo que
representa el 47% de algun tipo de plaguicida quimico con respecto a los tipos de

cultivos (INEC, 2013).

El porcentaje de personas que manipulan los plaguicidas, no saben la toxicidad que
representa. Segun el INEC (2013) los porcentajes son: el 12% en hectareas de cultivos
permanentes (cafia, palma, banana, cacao) y 10% en cultivos transitorios (arroz, maiz
duro seco, maiz suave choclo, papa). Sobre todo lo aplican para tratar de proteger o
combatir; sin saber que los protagonistas no solo son los compuestos quimicos, sino

que interviene el agricultor, cultivo y la incidencia en el ambiente.

Por ende, a elevadas aplicaciones puede darse la bioacumulacién en las particulas de
los diferentes recursos (aire, agua, suelo) dado que la recalcitrancia y suspension que
presentan las moléculas toxicas varian por afinidad de sus propiedades (Betancur,
2013, pag. 17). Ademas Santana (2013) en su estudio menciona el reporte de CIATOX
y resalta la incidencia de intoxicacion de agricultores por insecticidas inhibidores de

la colinesterasa como carbamatos.

La papa es uno de los productos mas consumidos en los paises andinos; como lo indica

INEC (2014), en Ecuador representa 34014 hectareas de superficie sembrada tomando



en cuenta la produccién en las provincias Carchi, Pichincha, Tungurahua, Chimborazo
y Cotopaxi.

Al igual gue otros cultivos presenta plagas y enfermedades como por ejemplo: trips,
gusano blanco, pulguilla de la papa, mosca, afidos, polilla de la papa o minadores de
la hoja que se pueden controlar con insecticidas cuya toxicidad es moderadamente

peligrosa (Aldas, 2012).

Segln INEC (2014) se consume aun el 22.89% de estos insumos agricolas tal como,
insecticidas carbamatos o inhibidores de la colinesterasa debido a que los costos son
econdmicos. Los insecticidas con nombres comerciales méas aplicados son: Metomilaq
900, KUIK 900, Starcarb, Mancozeb, Furadan, Curater, Baygon, Lannate que se
aplican en todo el ciclo de cultivo de la papa, ejerciendo accién en el foso-sinéptico de

las plagas (PLAGSALUD, 2005).

Los efectos de carbamatos en papa han tenido una significativa importancia en cuanto
a la reduccién y debilitamiento en la planta - tubérculo, tamafio de la planta, tamafio
del tubérculo, color y maduracion de la cascara de la papa, ademas si son aplicados en
el suelo causan efectos tdxicos y perjudiciales como la eutrofizacién, infertilidad,
muerte de microorganismos benéficos, erosion, desertificacion, contaminacion,
compactacion adsorcion sobre la materia orgénica, volatilidad y resistencia quimica

(Sanchez & Sanchez Camazano, 1984).

Uno de los estudios de insecticidas en papa desarrollado por Gafar, Dagash, Elhag &
Hassan (2011) exponen que incluso a cantidades recomendables se da un cambio en la

produccidn, tal vez no en la primera cosecha pero si en las proximas.



Debido a las consecuencias manifestadas se ha tomado acciones en cuanto a las
restricciones de dosis, usos y sugerencias en cuanto a insecticidas, basadas en
normativas y reglamentos:

Decision 436: Norma Andina para el Registro y Control de Plaguicidas Quimicos de
Uso Agricola (FAO, 1998).

Decision 684: Texto Unificado de Legislacion Secundaria (AGROCALIDAD, 2008).
Reglamento de plaguicidas y productos afines de uso agricola (AGROCALIDAD,
2003).

Mientras que en base al Plan del buen vivir (2013) en la seccion 7.4 literal (e) incentiva
a

“Investigar los usos potenciales de la biodiversidad para la generacion y aplicacion de
nuevas tecnologias que apoyen los procesos de transformacidn de la matriz productiva
y energética del pais, asi como para la remediacion y restauracion ecologica”.
Complementando a esto la Constitucién Politica de la Republica del Ecuador (2008)
en el Art.-1, menciona que “El estado promoverd, en el sector publico y privado, el
uso de tecnologias ambientalmente limpias y de energias alternativas no

contaminantes y de bajo impacto”.

El interés de plantear la investigacion es aplicar y demostrar la eficiencia de técnicas
de biorremediacion utilizando micoremediacion, debido a que los hongos no son tan
exigentes en su crecimiento y que pueden tomar las moléculas quimicas como una
fuente de carbono y otros nutrientes. Suplantando a otras formas de degradacion como
volatilizacién, filtracion, degradacion quimica y la absorcion por los cultivos

(Quintero, 2011).

La aplicacion de microorganismos debe ser inofensiva y sin variacion en el ambiente.

Por eso Schuster & Schmoll (2010) en su estudio enfatiza la aplicacion de

3



microorganismos autdctonos ya que para procesos de degradacion son mas adaptables.
Igualmente Gonzalez (2009) en su libro “Biorremediacion y tratamiento de efluentes”
pronuncia que a estados de adaptacion o estrés la activacion de las diversas vias
metabolicas a aplicarse por los hongos son: fermentaciones, respiraciones anaerdbicas,
accion de enzimas y procesos quimiolitotrofos.

Aparte se pueden aplicar hongos ligninoliticos y no ligninoliticos y ser mas eficientes
que las bacterias en cuanto a la adaptacion en habitat terrestres, prolongacion de sus
hifas y produccion de enzimas extracelulares como solucion para biorremediar
compuestos xenobioticos (Stamatiu, 2013).

Trichoderma harzianum es un deuteromicete, celulolitico y microorganismo autoctono
de la rizosfera, que se desarrolla sin problema en suelos agricolas con presencia de
celulosa, cuyas esporas (conidios) poseen enzimas transformadoras, que al entrar en
contacto con las particulas del suelo aumenta la resistencia a la erosion, transforma la
materia organica, aumenta la porosidad, aireacion y permeabilidad del suelo (Espafia,

2015).

Pleurotus ostreatus es un basidiomiceto, ligninolitico que permite la
descontaminacién de compuestos persistentes gracias a las enzimas: lacasa y
manganeso peroxidasa. La degradacion se puede llevar a cabo en areas demasiado
profundas acuaticas o terrestres debido a la extension de sus hifas y liberacion de
basidiosporas como mecanismo de accion efectivo para la formacion de moléculas
simples (Coello , 2011).

Por lo tanto se pretende evaluar la biodegradacion de un insecticida carbamato en
muestras de suelo de cultivo de papa mediante la aplicacion de T.harzianum y P.

ostreatus. Los objetivos especificos son: Diagnosticar las condiciones agroclimaticas



de la zona del cultivo de papa para el aislamiento de T. harzianum. Aislar esporas de
T. harzianum y P. ostreatus; Determinar la concentracion de plaguicidas carbamatos
en muestras de suelo de cultivo de papa por técnicas analiticas; Evaluar la capacidad
biotransformadora de T. harzianum y P.ostreatus sobre el suelo con carbamatos.

Las hipotesis planteadas en la investigacién son:

Hipotesis alternativa: Los hongos en estudio biodegradan insecticidas carbamatos

Hipdtesis nula: Los hongos en estudio no biodegradan insecticidas carbamatos.

La metodologia se llevd a cabo en dos fases, de campo y laboratorio. La fase de campo
consistio en la georreferenciacion, muestreo de suelo del cultivo de papa y P.ostreatus,
elaboracion del terrario aclimatizado e inoculacion de micelios con concentraciones
de 38.3 x10° conidias/mL y 33.6 x10° basidiosporas/mL respectivamente en suelos
contaminados cada tres dias. La fase de laboratorio consistio en el andlisis al inicio y
final del proyecto de los parametros fisicoquimicos de suelo en los laboratorios de
Suelos de Cayambe de la Universidad Politécnica Salesiana; analisis de plaguicidas en
suelos por HPLC en los laboratorios de Comision de Energia Atomica; el aislamiento
de T. harzianum se realizo a partir del suelo del cultivo de papa y el aislamiento de
P.ostreatus en base al cuerpo fructifero (sombrero) mediante técnicas microbiol6gicas

en los Laboratorios de Ciencias de la vida de la Universidad Politécnica Salesiana.

Se utilizo un disefio completo al azar (DCA), con 4 tratamientos, 4 repeticiones para
cada tratamiento y 16 unidades experimentales. En la parte estadistica se aplico a todas
las variables (temperatura, humedad y pH) un andlisis de varianza (ADEVA) y la

prueba de Tuckey al 5 %.



Capitulo 1: Marco conceptual
Este capitulo comprende la recopilacion de informacion importante para el desarrollo
del tema. Los plaguicidas han aportado una mejora significativa en la produccién
agricola pero han ejercido un efecto adverso en el ambiente debido a su toxicidad,
bioacumulacion y persistencia en suelo, aire y agua (Valderrama, Baena , & Pérez,

2012).

1.1  Plaguicidas o pesticidas

Segun el Libro VI: Anexol: Norma de calidad y descarga de efluentes: recurso agua.

“Los pesticidas son sustancias usadas para evitar, destruir, repeler o ejercer cualquier
otro tipo de control de insectos, roedores, plantas, malezas conocidas como plagas
indeseables u otras formas de vida inconvenientes.” (MAE, 2015).

Estos productos formulados con ingredientes activos se clasifican desde varios puntos
de vista: uso, composicién quimica y accion tdxica (Tabla 1), también se clasifican de
acuerdo a la toxicidad (Tabla 2).

Tabla 1

Clasificacion de plaguicidas

Por su uso Composicion guimica Accion téxica
Inorgénicos Organicos

Acaricidas Derivados del Cobre Organoclorados De contacto
Fungicidas Azufre Organobromados Sistémicos
Bactericidas Derivados del Mercurio Organofluorados Digestivos
Insecticidas Sales de Zinc Organofosforados Fumigantes
Nematicidas Sales de Manganeso Carbamatos Repelentes
Herbicidas Sales de Arsénico Piretroides Accion Biologica
Rodenticidas Cianuros Piretrinas
Molusquicidas Cloratos, boratos Dinifenoles

Fenolicos

Miscelaneos

Aceites minerales

Fuente: Soissa, Maige, Molinos & Aguayo (2005).

Elaborado por La autora, 2016.




Tabla 2

Toxicidad de plaguicidas en funcién de DL50.

Clasificacion DL50 AGUDA (ratas) mg/kg peso corporal
. Via Oral Via cutanea
Clase Peligro Color . - - =
SOLIDO LIQUIDO SOLIDO | LIQUIDO
la Sumamente peligroso Rojo <5 <20 <10 <40
Ib Altamente peligroso Rojo 5>50 20>200 10>100 40>400

I Moderadamente peligroso | Amarillo 50>500 200>2000 100>1.000 400>400

i Ligeramente peligroso Azul 500>2.000 | 2.000>3.000 >1.000 >4.000
v Normalment.e no ofrecen Verde >2.000 >3.000
peligro

Fuente: Camargo (2016).
Elaborado por La autora, 2016.

1.1.1 Carbamatos

A partir de su introduccion en 1950 se consideraron como insecticidas de segunda
generacion y como reemplazo de los organoclorados. Son un grupo principal de
plaguicidas orgénicos sintéticos y a la vez siendo mas consumidos a gran escala en
todo el mundo (Renddn, 2013).

Quimicamente son ésteres del acido carbamico (HO- CO-NH>) con sustitucion tanto
en el grupo amino como carboxilato. Los plaguicidas carbamicos poseen esta
estructura (R*- NH2-CO-OR?) donde, R y R? son grupos alquilo o arilo (Tabla 3)
(Renddn, 2013).

La mayoria de insecticidas carbamicos son N-alquil carbamatos, con la formula (Alg-
NH-CO-OAr), también hay los fenil ésteres del acido carbamico (Teran, 1998).

El uso de plaguicidas en Ecuador supero los 28 millones de kilogramos, de los cuales
el 97% correspondieron a insecticidas de categoria Il moderadamente peligroso

(organofosforados y carbamatos) (Villafuerte, 2011).



Tabla 3

Estructura quimica de Acido Carbamico

Estructura quimica Extremos Sustituyentes
R1 - Amino Metil
f||:1| Dimetil
9 e 2 Avril
(R=—NR  "O0—R R2 - Carboxilato . .
Alcohol alifatico aromatico

Fuente: Rendon (2013).
Elaborado por La autora, 2016.

a)  Propiedades y usos

Dependiendo del reemplazo de radicales, varian las propiedades quimicas por lo que
se aplicarian dependiendo de las plagas como:

Los insecticidas que contienen benceno, son estables con baja presion de vapor y
solubilidad baja en agua; pueden ser colocados en la planta pero pueden alcanzar el
suelo (IPCS , 1986).

Los fungicidas contienen un grupo bencimidazol y también pueden ser aplicados en la
planta (IPCS , 1986).

Los nematicidas y herbicidas en su estructura el R1 y R2 son arométicos o restos

alifaticos, por lo que pueden ser aplicados directamente en el suelo (Rendén, 2013).

Otra de las propiedades, es que se consideran poco persistentes y podrian permanecer
en el ambiente entre 29 y 120 dias, mientras que en el humano se podrian excretar en

la orina (Bouaid, 2008).

b)  Modo de accién

Similares a los insecticidas organoclorados, pero las caracteristicas farmacocinéticas
los diferencian:

¢ No sufren proceso de envejecimiento, la union entre el toxico y la colinesterasa es

reversible.



e Estos compuestos no cruzan de forma facil la barrera hematoenceféalica por lo que

los sintomas en el sistema nervioso central son limitados (Auquilla, 2015).

Arriaza (2005) menciona que se absorben por todas las vias cutanea, respiratoria,
digestiva y no se acumulan en el organismo. Requena (2009) actdan inhibiendo de
forma transitoria la acetilcolinesterasa no manifestando efectos sobre el sistema

nervioso central.

Su mecanismo de accion es como sustancias anticolinesterasicas (permitiendo que la
acetilcolina ejecute su actividad) y reaccionan con la enzima de manera similar a la
acetilcolina: La acetilcolinesterasa produce la inactivacion del neurotransmisor
acetilcolina (AC) disminuyendo la transmision del impulso nervioso. Las reacciones
quimicas son:

Paso 1: AB + enzima (acetilcolinesterasa) - B + acetilcolinesterasa modificada (A).

Paso 2: Acetilcolinesterasa modificada (A) + H2O - A + Acetilcolinesterasa.

Donde:

AB representa la molécula del carbamato; en el primer paso, la parte acida (A) del
plaguicida se incorpora covalentemente en el sitio activo de la enzima, mientras que

se libera su fraccion alcohdlica (B) (Arriaza, 2005).

c)  Transformacion metabdlica
A través de tres mecanismos basicos: hidrolisis, oxidacion y conjugacion. La
eliminacién se hace principalmente por via urinaria en aproximadamente 3 dias

(Auquilla, 2015).



d)

Hidrdlisis: Es catalizada por enzimas como esterasas o arylesterasas (EC 3.1.1.2),
resultando como productos finales una amina, diéxido de carbono y un alcohol o
fenol. Esta reaccion es mas rapida en mamiferos que en plantas e insectos.
Oxidacion: Asociado con la mezcla de funcion oxidasas (MFO) enzimas que estan
presentes en diversos tejidos.

Conjugacion: Reaccion que conduce a la formacion de compuestos solubles en
agua tales como O y N glucurénidos, sulfatos y acido mercaptdrico que pueden ser

eliminados a través de orina o heces (IPCS , 1986).

Transporte en el ambiente

De forma general, la presion del vapor de estos insecticidas es baja por lo que pueden

sublimarse lentamente a temperatura ambiente. Puede entrar en aguas superficiales y

la contaminacién a largo plazo puede causar efectos adversos en animales acuaticos.

Mientras que en el suelo puede ser por la lixiviacién, humedad del suelo, absorcion,

pH, temperatura que mantengan al quimico (Gray, 1971).

e)

Efectos

Hombre: el exceso de trabajo puede resultar con el envenenamiento caracterizado
por sintomas colinérgicos por la inhibicion de la AChe; otros sintomas indicativos
tales como irritacion cutanea y ocular, hiperpigmentacion y la influencia en la
funcion de los testiculos (anormalidades en espermatozoides), estos sintomas
pueden durar pocas horas y desaparecer porque pueden ser rapidamente
metabolizados y excretados (Aldas, 2012).

Ambiente: Los carbamatos y sus metabolitos a dosis altas afectan a la microflora
sobre todo a gusanos y lombrices ademas erosionan y bajan la productividad del

suelo, volviéndolo infértil. En el agua algunos carbamatos no son muy estables y
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1.2

la persistencia es baja por lo que se metabolizan rapidamente, otros pueden
acumularse y reducir la poblacién acuatica; en el aire pueden quedar metabolitos
suspendidos (IPCS , 1986).

Suelo: la mayoria sufre degradacién microbiana, pero dependiendo del suelo en el
que se aplica puede acumularse y generar persistencia entre 2 a 3 meses; en los
arcillosos y organicos retienen mas residuos que en los arenosos (Del Puerto
Rodriguez, Suarez, & Palacio, 2014).

Vegetacion: Se da una adsorcion y translocacion de carbamatos, mediante las
raices son facilmente absorbidos y movilizados a diferentes partes de la planta, es
decir que se distribuyen por sistema apoplasico (Gafar, Dagash, Elhag, & Hassan,
2011).

Papa: Los efectos positivos se pueden ver en la primera siembra y cosecha, pero
a partir de la segunda siembra pueden tener efectos residuales prolongados y
perjudicar al crecimiento vegetativo, rendimiento del tubérculo y raiz mientras que

la altura se mantiene (Gafar, Dagash, Elhag, & Hassan, 2011).

Biorremediacion

Es el empleo de organismos (microorganismos, hongos, plantas o las enzimas

derivadas de ellos, y procesos) con el fin de retomar un medio alterado por

contaminantes y disminuir o regresar a su estado natural (Parraguez, 2013). La

biorremediacion funciona a nivel sub-celular, unicelular o multicelular, entre la

clasificacion que se pueda dar es por degradacion enzimatica; remediacion microbiana

(micoremediacion) y fitorremediacion (Alegria, 2013).

Los procesos vinculados con microorganismos de Biorremediacion, segun PQBio

(2015) pueden ser:
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e Degradacién enzimatica
Consiste en el empleo de enzimas en el sitio de contaminacion, las enzimas se
obtienen en cantidades industriales por bacterias que se producen naturalmente o
bacterias modificadas.

e Remediacion microbiana o Micoremediacion
Utiliza microorganismos directamente en el foco de la contaminacion, pueden ser

autdctonos o pueden provenir de otro ecosistema.

1.2.1 Micoremediacién

La biodegradacion por hongos independientes es la degradacién en simbiosis
micorricica y degradacién por cometabolismo. Cualquiera de los dos técnicas, es mas
econdémica tanto en términos de costo, de instalacibn como de operacion y
mantenimiento (Argumedo, Alarcon, Ferreta-Cerrato, & Pefia-Cabriales, 2009) y

(Canizares-Villanueva, 2000).

Ademas son facilmente cultivables y manipulables puesto que profundizan sus
estructuras miceliares en capas de sustratos muy profundas y son capaces de usar los
plaguicidas como fuente de nutrientes, aunque requieren de una previa adaptacion al
medio y a los contaminantes que van a degradar (Coello , 2011).

Entre los hongos lignoliticos y no lignoliticos que se aplican para degradar plaguicidas
son: Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium,
Phanerochaete sordida, Cyahthus bulleri, Trichoderma viridae Trichoderma
harzianum, Fusarium sp, Mucor circinelloides, Penicillium janthinellum, Aspergillius

(Stamatiu, 2013).
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La principal idea de utilizar microorganismos es para degradar moléculas organicas y
que formen parte de obtencion de energia o fuente de carbono (PQBio, 2015). Existen

dos formas de como los hongos pueden degradar el plaguicida.

o Las moléculas de la sustancia pueden proveer y favorecer el crecimiento
microbiano siendo empleada como fuente de carbono, energia y raras veces
como fuente de nitrogeno, azufre; por lo que tiende a aumentar su propagacion.

o La molécula del insecticida no es la fuente de nutrientes sino que por
cometabolismo; al momento de reducir sustratos necesarios (glucosa) induce a
la activacion de enzimas necesarias para la degradacion del plaguicida. Las
reacciones catabdlicas ocurren cuando la dosis de los agroquimicos es
demasiado alta y la estructura quimica permite su degradacién. Las reacciones
que se pueden llevar a acabo son:

Detoxificacion: Conversion de una molécula toxica en otra menos toxica.
Degradacion: Transformacién de una sustancia compleja en productos mas
simples, ejemplo la mineralizacion que da como resultado la aparicion de COo,
H20, NHs.

Conjugacién: Formacion de compuesto por reacciones de adiciéon, en el que el
microorganismo cambia el plaguicida con metabolitos celulares como: adicion

de aminoéacidos, acidos organicos, etc (Gonzalez, 2009).

La desaparicion del insecticida en el suelo transcurre de acuerdo a la cinética de primer

orden (Figural).
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Figura 1: Ley cinética de primer orden para la degradacion de insecticidas
Fuente: (Bouaid, 2008).

Las condiciones favorables para que los microorganismos reaccionen e inicien su
metabolismo y mecanismos de accion son: Humedad 40-85 % de la capacidad de
campo, pHs entre 6 — 8, temperaturas entre 25°C y contaminante <50000ppm y nimero

de microorganismos > 1000 UFC/g 35 °C suelo (Velasco & Sepulveda, 2009).

1.2.1.1 Trichoderma harzianum

Corresponde a la subdivisién Deuteromycetes, orden Hyphales, familia Monilaceae y
género Trichoderma. Es un hongo filamentoso anamérfico, heterétrofo, aerobio que
se encuentra de manera natural en suelos agricolas y otros tipos de medios; existen
mas de 30 especies la mayoria con ventajas en la agricultura y otras ramas (Vallejo,
2014).

Ademas se presenta en diferentes zonas y habitats primordialmente en sitios con
abundante materia organica, debido a su pared celular compuesta por quitina, de
crecimiento rapido que utiliza sustratos como celulosa, quitina, pectina y almidén
como fuente de carbono. Crecen en un amplio rango de temperaturas, toleran
humedades bajas y suelos acidos. Contienen una variedad de enzimas polisacaridas,
proteasas, lipasas, quitindliticas, quitinasas (Cholango, 2009).
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a) Caracteristicas macroscopicas del micelio

Posee un micelio aéreo flucoso, blanco o ligeramente gris, conidiacién que cubre con
frecuencia la superficie de la placa, polvorienta o granular y de varios tonos verdes
incluso en el mismo cultivo, con frecuencia rodeado por micelio blanco estéril que
produce pustulas aplanadas hasta 8mm de didmetro, concéntricas o cerca de margenes
de la placa; exudados incoloros a &mbar o amarillo verdoso (Cholango, 2009). La
colonizacion (fialosporas) que otorgan el verde oscuro opaco se presenta de forma

plana lisa o abultada formando pustulas compactas (Noboa & Quelal, 2015, pag. 22).

b) Caracteristicas microscopicas del micelio

El micelio estd compuesto por hifas hialinas, septadas y ramificadas (anchas y rectas
o relativamente angostas y flexibles) (Noboa & Quelal, 2015, pég. 24); y tres partes
fundamentales: a) conidiéforos que son hialinos, altamente ramificados y pueden
mostrar una disposicion en forma piramidal o conica dando origen a esterigmas con
extremos ahusado; b) fidlides, son hialinas en forma de frasco y se inflan en la base y
estan asociadas a los conidioforos en angulo recto, pueden ser verticales en parejas o
solitarias alternadas en disposiciones irregulares en racimos; y c) conidios, son
unicelulares redondos o elipsoidales y de pequefios cilindros, de tamafio de 2 a 3 um
de didmetro promedio la parte final en forma estrecha basal y truncada (Cholango,

2009) y (Barnett & Hunter, 1982).

C) Requisitos para crecimiento

En periodos de luz, oscuridad y rango de pH de neutro a acido de preferencia 5.5
favorece la esporulacién rapidamente, utiliza amplio espectro de fuentes de CO2 y N
(Tabla 4) (Cholango, 2009). Las necesidades nutricionales que necesita son fuentes de
carbono (almiddn, pectina, etc), nitrégeno (urea, sulfato de amonio), elementos traza

como minerales (Fe, Zn, Cu, etc) (Noboa & Quelal, 2015).
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Tabla 4

Etapas y parametros de crecimiento para T. harzianum

. L, Luz
Morfologia Dia Temperatura | Humedad | Aireacion relativa
(°C) (%)
(lux)

Esporulacién y
Colonizacién de 5-8 20-25 70 24h 0
superficie
Invasion 9-15 25-28 70 24h 0
Exhudados 16 - 25 25-28 80 24h 10

Fuente: Cholango (2009).
Elaborado por La autora, 2016.

d) Mecanismos de accién
Los distintos mecanismos de accion directa o indirecta son: antibiosis,
micoparasitismo, competencia por espacio y nutrientes, promocién del crecimiento de

las plantas, degradacion de agroquimicos e induccion de resistencia (Serpa, 2015).

Martinez, Infante & Reyes (2013) y Flores (2015) destacan la ventaja de degradar
agrotoxicos es mediante metabolitos secundarios (enzimas liticas extracelulares):
glucanasas, proteasas, celulosas, hemicelulosas, y xylanasas que contribuyen a la
ruptura de moléculas complejas. También producen polisacaridasas, lipasas, esterasas,
quitinoliticas que pueden ser usados en la degradacion de paredes celulares (Bricefio,
Encinas, Mohali, Mora , & Molina, 2008).

El desempefio de estas enzimas se da por la penetracion de la hifa en el sustrato y en
los diferentes niveles de crecimiento, en el juvenil tiene mayor relacion con la

molécula del agroguimico que cuando este madura (Martinez, Infante, & Reyes, 2013).

e) Rutas metabdlicas para carbofuran
e La posible reaccion que se llevaria a cabo es hidrolisis enzimatica, como

mecanismo primario de inactivacion, se podria dar por dos vias: ruptura del enlace
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éster o ruptura del enlace amida por cualquier caso interaccionan las enzimas
hidrolasas; produciendo finalmente carbofuran 7 fenol (2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-
benzofuranol). La hidrolisis de ésteres carboxilicos por carboxil esterasas (CbEs)
(Figura 2) se basa en la acilacion reversible de un residuo de serina dentro del
centro activo de la proteina; en primer lugar el sustrato debe tener acceso al sitio
activo y la acilacion provoca la liberacion de la molécula y de la enzima covalente
acilada. El intermedio acilado es hidrolizado por ataque nucleofilico que libera la
fraccion del acido carboxilico conjuntamente las enzimas activas pueden seguir en

ciclos cataliticos (Meleiro, Zelayeran, Kasemodel, & Nitschke, 2011).

Figura 2: Hidrdlisis de esteres carboxilicos
Nota: Proceso por las (CbEs)
Fuente: (Meleiro, Zelayeran, Kasemodel, & Nitschke, 2011).

e En el caso del insecticida en estudio, Segun Singh & Dwivedi (2005) explica que
ademas de la hidrolisis del éster de carbamato en el fenol, se puede dar la oxidacion

del metilo del anillo de furanilo en alcohol y cetona.

A continuacion, se describen las rutas y enzimas exclusivas para la potencial

degradacion (Figura 3):
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Figura 3: Biodegradacién de Carbofuran

Nota: Interaccion de cada enzima y obtencidn de productos y subproductos.
Fuente: (Gao, Ellis, & Wackett, 2010).

1.2.1.2 Pleurotus ostreatus

Hongo de pudricion blanca, cosmopolita, saprofito, semi anaerobio que soporta 32 %
de COz y fija nitrogeno atmosférico; se encuentra en ambientes naturales sobre troncos
y plantas lefiosas en descomposicién. Pertenece a la clase Basidiomycetes, orden
Poriales, familia Lentinaceae y género Pleurotus, la principal caracteristica es su carne
compactada en el sombrero, fibrosa y blanca en el pie con sabor, olor agradable y su
variedad de colores (blanco, castafio, azulada y rosada).

La facilidad de técnicas simples, baratas, adaptacion a los ambientes de cultivos y
capacidad por degradar materiales lignocelulésico (aserrin, madera, etc) favorece con
el cultivo y el desarrollo de proteinas de alta calidad bioldgica, vitaminas, fibras,

minerales y enzimas con altos beneficios (Aguilar, 2012).

18




Una de las enzimas, llamada lacasa (p-difenol:dioxigeno:oxido-reductasa, EC
1.10.3.2), cataliza una reaccion que degrada la lignina mediante peroxido de hidrégeno
procesado por el mismo hongo; también catalizan la oxidacién, polimerizacion,
depolimerizacion, metilacion y/o dimetilacion de compuestos fenolicos (lignina y
taninos). Se considera importante en su aplicacion como biorremediador de suelos
contaminados debido a la capacidad de romper una gran cantidad de enlaces diferentes
y por lo tanto de degradar una gran variedad de compuestos organicos (Coello, 2011).
Ademas, por la extension de sus hifas, puede alcanzar contaminantes, que nos son

biodisponibles ni biodegradables para otros organismos (Barr & Aust, 1994).

a) Caracteristicas macroscopicas del micelio

El micelio in vitro es aéreo, blanco con tonos amarillentos y algodonoso crece hasta
9cm de diametro invadiendo todo la caja petri después de ocho dias, pasado este
tiempo tiende a producir sustancias amarillentas encima de la parte algodonosa

(Arango, 2010).

b) Caracteristicas microscopicas del micelio
El micelio presenta hifas de paredes delgadas con fibulas (condicién dicariotica del
micelio), en las puntas estan basidiosporas de color café grisaceo (Perez, 2006). Las

esporas son cilindricas de 7.5 - 11 ym x 3 - 4 um (Aguilar, 2012).

C) Requisitos para crecimiento

Tabla 5

Parametros de etapas de crecimiento para P. ostreatus.

. . Luz
Morfologia Dia Temperatura | Humedad | Aireacion relativa
°C) (%)
(lux)
Germinacion 1-4 22-24 65 - 0
Colonizacién de superficie 4 -15 22-24 65 10min/12h 0
Invasion 16 -35 22-24 65 1h/8 0
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Formacion de primordio 35-45 17-19 70 24h 10

Fructificacion mas de 45 - 54 18-21 90 24h 10

Fuente: Suares (2010).

En cuanto al crecimiento in vitro se demora 8 dias a una temperatura de 25°C, con una
humedad del 65% sin aireacion y sin luz relativa con pHs recomendados entre 5 - 7

(Suares, 2010).

d) Mecanismos de accién
Presenta mecanismos en base a catalisis enzimatica y degradacion empleando un
sistema enzimatico extracelular definido por tres enzimas: Lignino peroxidasa (LiP),
Manganeso peroxidasa (MnP) y Lacasa, actia con mecanismos de degradacion y
mineralizacion de materiales lignocelul6sicos:
o Degrada lignina, celulosa y hemicelulosa
o Degrada lignina y hemicelulosa en la etapa de crecimiento del hongo para
facilitar la accesibilidad enzimética (Proafio, 2011).
El metabolismo ligninolitico o sistema de degradacion de lignina (SDL) extracelular
induce por la deficiencia de nutrientes principalmente de nitrégeno y carbono. Se
conoce como el sistema catabolico mas importante para la degradacion de
xenobioticos en el cual se interponen enzimas peroxidasas como lacasas que son
oxidasas capaces de despolimerizar lignina y sus derivados para llevar a cabo el ciclo
catalitico; las MnP (manganeso peroxidasas), son hemo proteinas que catalizan la
oxidacion Mn*? a Mn*3, presenta el potencial de oxidacion suficiente solamente para
absorber electrones de estructuras fenolicas; y las LiP (lignino peroxidasas) ejecutan
la accion oxidativa, es decir formar radicales libres a partir de compuestos organicos
como alcohol veratrilico (AV) o dimetoxibenceno (DMB). Las dos Ultimas enzimas

son dependientes de perdxido de hidrdgeno (Quintero, 2011).
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Otros mecanismos enzimaticos son de tipo oxidativo y uno reductivo como se observa

en la Figura 4:

o Degradacion de lignina por enzimas ligninoliticas peroxidasas ejerciendo
ataques oxidativos a moléculas organicas por medio de radicales libres.

o Fase |: Metabolismo, mecanismo oxidativo por enzimas citocromo P-450
monooxigenasas.

o Fase II: Cataliza reacciones de conjugacion mediante un conjunto de enzimas

(Quintero, 2011).

Es decir que este género de hongos aplica sistema enzimatico lignolitico, pero aun asi
degradan en condiciones no lignoliticas por reacciones de oxidacion, hidroxilacion y
reduccion. Consecuentemente la degradacién o modificacion de contaminantes se
podria dar por cometabolismo, en otras palabras las moléculas no son empleados como

sustratos para su crecimiento.

Peroxidasas
HyO:+ 2R+ 2H' = 2ZH.0+ 2R

Citocromo P-430 monooxigenasas

BH + 0! +2H* + 2e- > ROH + H.O

Figura 4: Mecanismos enzimaticos de P. ostreatus.
Fuente: Quintero (2011).

La catéalisis enzimatica es producida en la maduracion del micelio alrededor de los 15
dias con esporas en estado juvenil, asimismo comienza a producir metabolitos
secundarios al evadir que otros microorganismos lo parasiten, y sobrevivan en su

ambiente (Suares, 2010).
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Figura 5: Ruta metabolica de peroxidasas lignoliticos LiP y MnP.
Fuente: Proafio (2011).

De acuerdo a la Figura 5, el sistema ligninolitico degrada en base a las enzimas
peroxidasas; mediante las LiP y MnP ocurre el anclaje del sitio activo de la
enzima con el peroxido de hidrogeno (H202) que provoca la reduccion a H20 y
la oxidacién por dos electrones de la proteina férrica a un intermediario
(Compuesto 1). EI Compuesto | posee dos equivalentes reductores y un centro
oxiferril (Fe**=°) y un radical pi-cationico; este radical puede estar ubicado en el
grupo hemo, como en algun residuo de la proteina, dependiente de la isoenzima.
El Intermediario se reduce, un electron de una molécula del sustrato reductor
(AH) que da lugar a un radical del sustrato (A™) y al compuesto 11, en el cual el
radical cationico se reduce al estado nativo.

El compuesto Il se reduce con un electron de una segunda molécula de sustrato

reductor, hasta el estado nativo de la enzima que contiene el Fe* (Proafio, 2011).
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Como se menciono anteriormente, en base a las condiciones no ligninoliticas de
los sustratos a biodegradar se obtiene posibles productos por la bioconversion
fangica que incluye fenoles, epoxidos, dihidrodioles y quinonas son llevadas a
cabo por enzimas citocromo P-450 monooxigenasa y epoxido hidrolasa. Las
reacciones de las fases | y Il conocidos como procesos bioquimicos necesarios

para eliminarlos.

[}
I N-methyl
OCNHCH; —p — NHCHyOH
HO CHg hydroxylation
¢ 0O-dealkylation OH
. H:,co ring hydroxylation _ \(
CHy |
CHg CHg _ fﬂ
\ N-dealkylation N, ring alkyl
N—+ N cﬂs - " — COH
/ | cH / hydroxylation N
H . : : 3 H
045 4 sulfoxidation g
CHjy CHy
Figura 6: Reacciones de Fase | para N-metilcarbamatos
Nota: Reacciones por P-450 monooxigenadas, y por reacciones como reduccion, alquilacion,
hidroxilacién y sulfoxidacion.
Fuente: IPCS (1986).

De acuerdo a la Figura 6, los carbamatos podrian ser asimilados en la Fase I, P-450

monooxigenadas, introduciendo a&tomos de oxigeno en un amplio rango de radicales

para mayor polaridad e hidrosolubilidad; estos pueden ser inestables o se puede dar un

reordenamiento a fenoles o hidratacion enzimatica por otra enzima, la epoxido

hidrolasa produciendo trans- dihidrodioles.

La fase Il, se llevaria a acabo por reacciones de caracter reductivo, conocidas como

de conjugacion guiadas por glutatiéntransferasa, sulfotransferasa vy

glucosyltransferasa; son aquellas que agregan glutation, sulfato o residuos de azucar,

facilitando la solubilidad en agua y eliminacion (Quintero, 2011).
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1.3 Pesticide Impact Rating Index (PIRI) software — CSIRO

La Valoracién del indice de impacto de plaguicidas (PIRI), permite evaluar los riesgos
en el medio ambiente, especialmente cuando se trata de fisica, quimica y las
interacciones bioldgicas de los plaguicidas a escala de cuenca hidrogréfica. Sin
embargo, los indicadores de riesgo pueden desempefiar un papel importante en la
identificacion de los plaguicidas, asi como escenarios asociados con su uso que puedan
presentar riesgo relativamente alto o mas bajo (PIRI CSIRO, 2016).

Integra diversos factores que determinan el impacto de los plaguicidas en el medio
ambiente, como son: valor del activo (por ejemplo, un recurso agua adyacentes que
pueden ser amenazada); fuentes de amenaza (por ejemplo una cierta carga de
plaguicidas) a la de los activos y vias de transporte (por ejemplo, la deriva de
pulverizacion) por el cual se libera la amenaza. Informacion sobre las propiedades de
plaguicidas, el suelo y las condiciones ambientales y los factores especificos del sitio

esta integrado en el proceso.

PIRI combina informacién sobre las propiedades y la toxicidad de los plaguicidas para
los organismos acuaticos, con informacion sobre su destino y comportamiento en el
suelo elegido y las condiciones ambientales del medio ambiente, para predecir y
reducir al minimo el potencial de movimiento fuera de las instalaciones de los

plaguicidas a los canales adyacentes (PIRI CSIRO, 2016).
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Capitulo 2: Metodologia
En este capitulo se describe el desarrollo experimental en dos etapas: fase de campo
(georreferenciacion, recoleccion de muestras, elaboracion de terrario aclimatizado,
inoculacion del suelo, montaje del ensayo); fase de laboratorio (preparacion de medios
de cultivo, métodos de aislamiento de microorganismos) con el apoyo de los
laboratorios de Calidad de Suelos de Cayambe, Comision de Energia Atomica y

Laboratorio de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana.

2.1 Localizacién

e Suelo del cultivo de papa

Ubicado en la provincia de Carchi, sector El Capuli (Figura 7) a 2957 m.s.n.m de
altitud con temperaturas entre 4 °C y 22.9 °C y coordenadas UTM: 018N4141mE y

0063320mN.

Julio Andrade

Pioter

Angel

Sam&abriel

El Capuli

@
(35 La Paz

Figura 7: Ubicacion del cultivo de papa.
Fuente: (Google map, 2016).
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e P, ostreatus

Ubicado en el sector de Calacali (Figura 8) a 2831 m.s.n.m y temperaturas entre 8 °C

y 19 °C con coordenadas UTM: 017M 776636mE y OmN.

Wia al Pullay,
]

\

Calacali

al

W{CIENDA
NAYACU

o

a

Figura 8: Ubicacion del muestreo de P. ostreatus.
Fuente: (Google map, 2016).

e Ensayo de biorremediacion

El ensayo de biorremediacion se realiz6 en un invernadero ubicado en Pichincha,
Quito, parroguia La Magdalena (Figura 9) con coordenadas UTM: 017M

774455mE y 9972532mN a 2840 m.s.n.m. de altitud con temperaturas entre 10 °C

y 19°C.

>,

s
fAtahualpa’Occidenta

j : ' , ) g // - /’
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L8/
(5]
S » . DG\‘/

Figura 9: Ubicacion del ensayo.
Fuente: (Google map, 2016).
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2.2 Fase de Campo

2.2.1 Georreferenciacion

Mediante un GPS, se procedié a verificar los satélites y ubicd la zona 17
correspondiente a Ecuador; se generd la ubicacion exacta de los puntos de muestreo
en el terreno del cultivo de papa en un mapa y en cada uno de ellos se tomd los datos

de la altura y coordenadas UTM (Ver Anexo 1: A -B).

2.2.2 Muestreos, transporte y almacenamiento

a) Suelos de cultivo de papa

El método se llevé a cabo en forma de zigzag o también llamado tres bolillo; en cada
punto de muestreo con un azadon, se fue cavando en forma de “V” hasta una
profundidad de 20 cm. El suelo fue depositado en costales de yute para una mezcla
homogénea. De los costales se tom6 3 muestras de 1 kg en fundas ziploc y etiqueto
para los analisis fisico quimicos y quimico analiticos El transporte se realizé mediante
coolers con hielo seco hacia los laboratorios de Calidad de Suelos de Cayambe y

Comision de Energia Atdmica (Ver Anexo 1 C - F).

b) Agua
Se tomé 1L en un recipiente de vidrio &mbar, aforandolo completamente y se tapo
herméticamente y se transport6 en coolers con hielo a los laboratorios de Comision de

Energia Atomica (Ver Anexo 1 G — H).
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c) P. ostreatus
Se recolectd cuando el crecimiento del hongo estaba 6ptimo, mediante un movimiento
de mano se giré el estipe (base del hongo) y con la otra mano se sostuvo el sustrato

para evitar que rupturas del carp6foro (Ver Anexo 2 A).

2.2.3 Construccion de terrario aclimatizado

Se “cortaron 4 vidrios de 4 mm de grosor: 2 vidrios de 60 x 100 cm y 2 vidrios de
100x100 cm, cada vidrio cortado se colocd en un vidrio base pegado con silicona
resistente al agua y se dejo secar por 15 dias. Luego se llené el agua hasta 10 cm de
altura y se sumergid el humidificador y colocd la red plastica que dio soporte a las
fuentes. En la parte superior del terrario se instalé una lampara de luz fluorescente y

en el interior se colocaron los hongos en crecimiento (Ver Anexo 2 B - H).

2.2.4 Inoculacion del insecticida

La inoculacion del insecticida se realiz6 debido a que el muestreo del suelo se efectu6
en la etapa de post cosecha del cultivo, por lo que para constatar la presencia y
concentracion del insecticida, se disolvio en 1 L de agua volimenes de insecticida de
10 mL, 30 mL, 50 mL, 70 mL, 90 mL y 100 mL de forma progresiva en el transcurso
de dos semanas; revolviendo y homogenizando el suelo en cada una de las

inoculaciones.

2.2.5 Disefio experimental e implementacion del ensayo

El disefio llevado a cabo fue DCA (Disefio completamente al azar) de 4 tratamientos,
4 repeticiones y 16 unidades experimentales. En condiciones ambientales de 19 °C, 79
% de humedad y 12 horas de lux y 12 horas de oscuridad. Cada unidad experimental
representa una caja de 22 X 18 cm forrada de plastico negro y con 1 kg de suelo

inoculado con insecticida, como se muestra en la Figura 10 (Ver Anexo 3 A-D).
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Figura 10: Disefio del ensayo.
Elaborado por La autora, 2016.

2.2.6 Tratamientos

En las 4 repeticiones, se implement6 los tratamientos en mencion de la Tabla 6

respectivamente.

Tabla 6

Descripcion de tratamientos.

Tratamientos Descripcion
TO Suelo + insecticida
T1 Suelo + insecticida + T. harzianum
T2 Suelo + insecticida + P. ostreatus
T3 Suelo + insecticida + T. harzianum + P. ostreatus

Elaborado por La autora, 2016.

2.2.7 Aplicacion del in6culo micelial

Se inoculd volimenes de 250 mL de hongos en concentraciones de 38.3x10°
conidias/mL de T. harzianum y 33.6x10° basidiosporas/mL de P. ostreatus a cada
tratamiento dos veces por semana respectivamente, excepto al testigo. También se
realizo volteos y se mediante pala con movimientos envoltorios para homogenizacion

del indculo y estimulacion de los procesos de biodegradacion (Ver Anexo 3 E - G).
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2.2.8 Variables de medicién

Temperatura: En cada unidad experimental se midié una temperatura minima y
méaxima en el interior de la caja todos los dias durante 57 dias mediante un
potenciémetro. Se expreso en unidades °C.

Humedad: En cada unidad experimental se midié una humedad minima en la mafana
y una maxima en la tarde todos los dias durante 57 dias, mediante un potenciémetro;
se expreso en unidades %.

pH: De cada unidad experimental se tom6 5 g de suelo y se le agreg6é 20 mL de agua
destilada y se mezcl6 hasta homogenizar; luego se introdujo en la dilucidn las cinta de
pH. Este procedimiento se realizd 2 veces a la semana mediante bandas de pH
colorimétricas, se expreso en unidades de pH.

Concentracién del insecticida: En cada unidad experimental, se tomo 1 kg de suelo
y analizé mediante Cromatografia liquida (HPLC) las concentraciones de carbamatos

iniciales, finales y la diferencia entre estas se expresaron en pg /g de suelo.

2.3 Fase de Laboratorio

2.3.1 Analisis fisico quimico de suelo
Este andlisis se realiz6 al inicio y final del proyecto mediante las siguientes

metodologias citadas en la Tabla 7.

Tabla 7

Parametros fisicos y quimicos
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Parametros

Metodologia

Textura y clase textural

Granulométrico- Bouyoucos

Cu, Zn

Fisicos pH del suelo En agua destilada relacion 1:1
C.E. Conductividad eléctrica
Materia organica Walkley Back
P, K, Ca, Mg, Na, Fe, Mn,
Quimicos Olsen Modificado

Ca, Mg, K, Na

Acetato de amonio

(Ver Anexo 4)

Elaborado por La autora, 2016.
Fuente: (Laboratorio de suelos y Aguas UPS Cayambe, 2016).

2.3.2 Anélisis quimico analitico

a) Agua

A partir de la extraccién liquido — liquido con diclorometano para el agua, consistié

en colocar 1000 mL de agua en un embudo de separacién con 100 mL de

diclorometano. Se observo la separacion de las dos fases acuosa y organica, se retird

los 200 mL de diclorometano y evapord el solvente hasta que la muestra llegue a 2 mL

y agrego isooctano (Laboratorio de Comisién de Energia Atémica, 2016).

b) Suelo

El procesamiento de la matriz de suelo consistié en tomar 5 g de suelo previamente

tamizado y homogenizado en un tubo falcon de 100 mL y se afiadié 10 mL del volumen

de metanol; se agitd vigorosamente por 2 min en un vortex, en seguida se le coloco

en una centrifuga a 3000 rpm durante 5 min. A partir del sobrenadante se filtro 1.5

mL a través de un filtro de membrana de 0.20 um de PET en un vial de 1.5 mL y se

refriger6 a 4 °C para el posterior analisis de HPLC- UV.
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La preparacion de los estandares y reactivos consistieron que a partir del estandar de
carbofuran del Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Alemania) con pureza del 98 %; se diluyo
una solucion patrén con concentracion de 1020 ppm en etil acetato y los niveles de
calibracion fueron de 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 40 ppm, 50 ppm.

La instrumentacion aplicada fue HPLC-UV equipado con desgasificador, bomba
cuaternaria, detector ultravioleta de longitud de onda variable e inyector manual con
volumen de inyeccion de 20 pL. La medida de la columna analitica ODS-2colocada
fue de 35 cm de largo y 5 p de didametro; como fase movil acetonitrilo: agua (60:40) y
flujo de 0.8 mL/min; el carbofuran se detectd a 254 nm y registrd por un integrador

(Valencia, Potosi, Valencia, & Bravo, 2010) (Ver Anexo 5 A-E).

2.3.3 Preparacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron Potato Dextrose Agar (PDA), Sabouraud
Dextrose Agar (SDA); de la casa comercial Difco. También se preparé acido tartarico
como inhibidor del crecimiento de bacteria; cloranfenicol y gentamicina como
purificador del crecimiento. EI volumen de la preparacién fue de 1 L para cada hongo
y se baso en protocolos recomendados por la casa comercial como disolver en agua el

agar polvo, calentar, agitar y autoclavar (Ver Anexo 6).

2.3.4 Técnicas Microbioldgicas.

a) Aislamiento de T. harzianum

e Diluciones
Del suelo muestreado del cultivo de papa, cuya localizacion se menciono
anteriormente, se tomé 10 g de suelo y mezclé con 90 mL de agua peptonada
(solucion madre) en un frasco Boeco y se homogenizd. A parte se tomd 6 tubos de
ensayo cada uno con 9 mL de agua destilada. Desde la solucién madre se tomo

1mL y se coloco en el primer tubo de ensayo con concentracion 10 2, se cerré y
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agito; del mismo tubo de ensayo se tom6 1mL hacia el tubo de ensayo 2 con
concentracion 10 2 y asi sucesivamente se realiz6 con los demas tubos de ensayo
hasta llegar a la concentracion 10 © (Ver Anexo 7 A-B).

Siembra e Incubacion

La técnica placa de fondo fue a partir de cada dilucion (10 * hasta 10 ). Se tomd
una alicuota de 1000 uL y traslad6 hacia una caja petri respectivamente, sobre la
dilucion se dispenso el medio de cultivo y se movio la caja petri en forma de “L”
hasta que cubra toda la superficie y gelifigue el medio de cultivo. Este
procedimiento se repiti6 6 veces por dilucion, consiguiendo (36 cajas petri) en total
para el aislamiento de T. harzianum. Posteriormente se incubd a 25 °C y 0 luxes
por 7 dias (Ver Anexo 7 C-D).

Microcultivo

En la parte interna de una caja petri, se colocé tres porta objetos y encima se ubico
un corte de agar PDA (1x1 cm). Desde una caja petri sembrada con T. harzianum,
con una asa se tomo esporas del cultivo y se sembré en los bordes del corte de
medio de cultivo, se cubrié con un cubreobjetos. Finalmente se le afiadié 2000 puL
de agua estéril en la base interna de la caja petri. Se cerrd la caja con parafilm e
incubd a 25 °C por 7 dias (Ver Anexo 7 E).

Identificacién macroscépica

Se analizo tanto el haz como el enveés de las cajas petri sembradas con el hongo
para determinar las caracteristicas macroscopicas como el tamafio de micelio y
coloracion en su desarrollo. Tomando en cuenta referencias bibliografias de la
taxonomia (Espafa, 2015) (Ver Anexo 7 F).

Ademas se evaluo el crecimiento radial del micelio en mm y la cinética de T.

harzianum en 6 siembras durante 10 dias (Ver Anexo 7 G-H).
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b)

Identificacién microscépica

En un porta objetos se aplicd una gota de azul de laftofenol y fijé un corte de cinta
scotch, con las esporas del hongo. Las estructuras observadas (conidiéforos,
fialides, conidias) en el lente 100X fueron comparadas e identificadas con la
taxonomia de Barnett y referencias bibliograficas (Barnett & Hunter, 1982) (Ver
Anexo 7 1).

Conteo de esporas

Se homogenizd la muestra, hasta eso se colocé un cubre objetos sobre la camara
Neubauer; con una micropipeta se tomé 50 uL y se deposit6 el liquido en el
extremo de la camara desde la parte lateral por capilaridad, rellenando los dos
capilares de la camara. Luego se coloco en la platina del microscopio, se ubico la
cuadricula central con el lente 10X y se cuantificd con el de 100X las
subcuadriculas de forma ordenada desde el cuadro de arriba hacia abajo (esquinas)

y central. En este caso se obtuvo conidias /mL (Ver Anexo 7 J).

La concentracion de células por mililitro se obtuvo mediante la siguiente formula:

ne de celulas * 250 000
nde cuadrados contabilizados

Concentracion (esporas/mL) =

Aislamiento de P. ostreatus

Siembra e Incubacién

Se sembrd la parte interna del sombrero (laminillas) del hongo en el medio PDA,
se cerro con parafilm e incubd a 25 °C y 0 luxes por 7 dias (Ver Anexo 8 A).
Purificacion

A partir de cajas con la superficie invadida del micelio blanco, se tomaron cortes

de (1x1 cm), con pinzas estériles y se flame0 los bordes. Luego se sembro el pedazo
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con la parte del micelio hacia abajo; se cerro la caja con parafilm e incub6 a 25 °C

por 7 dias (Ver Anexo 8 B-C).

Las identificaciones se hicieron con el mismo procedimiento del anterior hongo; la
identificacion macroscopica se comprobo con la bibliografia relacionada de Arango,
(2010). También se evalué el crecimiento radial del micelio en mm y la cinética de

P.ostreatus en 6 siembras durante 15 dias (Ver Anexo 8 D-F).

En la caracterizacion microscopica se identifico estructuras (basidios y basidiéforos)
comparadas con bibliografia de Saldias (2012).
Mientras que el conteo de esporas se determind mediante la misma técnica de cdmara

Neubauer, obteniendo asi la concentracion de basidios/mL (Ver Anexo 8 G-H).

2.3.5 Preparacion del indculo de hongos

Para los micelios de cada hongo respectivamente; se colocé 1 L de agua destilada a
temperatura ambiente en un recipiente limpio. Para el tratamiento T1 de T. harzianum
se tomaron 10 cajas petri puras con esporas en estadio juvenil y con un bisturi se corto
el medio de cultivo, e introdujo en el recipiente; se agité vigorosamente durante 5 min.
A continuacion se tamizd el liquido de color verde quedando las esporas suspendidas.
El mismo procedimiento ocurrié para el tratamiento T2 con las 10 cajas petri de
P.ostreatus; y para el tratamiento T3 tomando en cuenta la asociacion de los hongos,

es decir 10 cajas de T. harzianum mas 10 cajas de P.ostreatus.
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Capitulo 3: Resultados y Discusion

3.1 Diagndstico del terreno del cultivo de papa.

Tabla 8

Movilidad y toxicidad de carbofuran segun PIRI.

Analisis de PIRI CSIRO para carbofuran

Agua contenida en suelo
SW C_:ategorla de
riesgo (color)

Movilidad 5
(%) 1.6 Alto 1.1x10

Toxicidad 0.2 1.6x10°
(%)
Nota: SW: aguas superficiales; GW aguas subterraneas.
Fuente: PIRI CSIRO (2016).
Elaborado por La autora, 2016.

Potenciales

Categoria de
riesgo (color)

Mediana

En la tabla 8, se observa la evaluacion de los valores potenciales de movilidad y de
toxicidad obtenidos por PIRI Csiro Software aplicados en aguas contenidas en el suelo
de cultivo de papa en base a las caracteristicas ambientales de la zona (Ver Anexo 9
A). Segun PIRI CSIRO (2016), las aguas superficiales presentan una movilidad de 1.6
%, correspondiente a un alto riesgo, y una toxicidad de 0.2 % como mediano
riesgo. En tanto que las aguas subterraneas presentan una movilidad de 1.1x10° %

con riesgo equivalente a muy alto y una toxicidad de 1.6x10° % como alto riesgo.

PIRI en base a datos (Ver Anexo 9 B) se puede ver que influencia en la movilidad del
pesticida en el suelo y muestra una idea clara de cdmo los factores ambientales
(temperatura, humedad, precipitacién, horas luz, viento) inciden directamente en el
perfil del suelo, presentando un riesgo alto y ocasionando impactos a futuro como dafio
al recurso suelo, contaminacion del recurso agua, disminucion de fertilidad, alteracién
de la estructura de suelo, disminucion de la microflora y microfauna del suelo, entre

otros.
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Asi carbofuran se considera como un insecticida soluble, persistente, movil y presenta
una adsorcion moderada hacia los primeros niveles de suelo, como se muestra en
nuestro caso la concentracion es alta (Ver Anexo 10 A 'y B); por lo que posiblemente
sea retenida en los enlaces de las particulas de materia organica, siendo importante la
textura del suelo para el comportamiento del insecticida en su movilidad. De igual
forma tiene una alta lixiviacion por la transicion del insecticida en el suelo cuya textura
es franco arenoso, el cual facilita la adsorcion por el tamafio de su particula entre

0.0625-2 mm.

En el estudio “Ventajas y desventajas de los insecticidas quimicos y naturales”
realizado por Cortés (2011) menciona que a mayor solubilidad se puede transportar a
mantos acuiferos, lixiviar hacia aguas contenidas en el suelo, dependiendo del mismo
y de pardmetros para la degradacion tomando en cuenta que los metabolitos sean

menos toxicos.

En una investigacion similar, reportada por Valencia, Potosi, Valencia & Bravo
(2010), obtuvieron resultados en que la movilidad de carbofuran se ve favorecida por
factores externos como la pendiente de 40 %, la textura arenoso-franco del suelo, la
elevada solubilidad en agua de 32 mg/L a 25°C y su coeficiente de retardo entre 1.2-

1.4 para la contaminacion de cuerpos de agua subterraneas o superficiales.

La toxicidad del pesticida va a depender de la movilidad a través del tipo de suelo en
que se encuentre, persistencia, frecuencia de uso y aplicacion del insecticida,
condiciones de aplicacion, tipo de equipos utilizados, ingrediente activo, condiciones
ambientales que ocasionan impactos tanto al medio ambiente, como los recursos y la

salud humana. La persistencia de carbofuran depende de los factores mencionados
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anteriormente, volviéndolo un producto de toxicidad media a alta que puede causar

problemas ambientales.

La FAO (2016), la vida media de carbofuran entre los 30 y 120 dias puede referirse a
que sus metabolitos mantengan su persistencia como 3-hidroxicarbofuran, 3-
cetocarbofuran y carbofuran-fenol los mismos que permanecen en el suelo sin conocer
su tiempo de degradacién y aumentando de la toxicidad. Por otra parte Narvéez,
Palacio & Molina (2012) mencionan que pese a la biodegradacion, fotodegradacion e

hidrolisis quimica y otros parametros puede disminuir o no la persistencia.

De esta forma se puede estimar la evidencia de toxicidad de algunos productos de
trasformacion que pueden incrementar la bioacumulacion y toxicidad que las

moléculas parentales.

Con esta informacion se puede corroborar que el pesticida por su alta movilidad y su
toxicidad mediana a alta, posiblemente tiende a aparecer en recursos cercanos como
es en este caso acumularse en el agua (Ver Anexo 10 D); en el tubérculo con 0.54
mg/kg segun el analisis realizado del tubérculo (Ver Anexo 10 E), cuyo valor supera
el 0.01 mg/kg como limite permisible, lo que muestra que el carbofuran se adsorbe en
el producto de consumo teniendo un alimento peligroso para el consumo humano, pese
a ser uno de los alimentos de primera necesidad, se inmiscuiria en la afeccion de la

salud y enfermedades a futuro.

Segun la Comision Europea (2016) menciona que el limite permisible es de 0.01
mg/kg, de acuerdo a la ratificacion antes descrita, se puede decir que posiblemente los
cultivos de papa de otros sectores del pais no superen el limite permisible puesto que

el cultivo no es permanente, por lo que el dato obtenido es de una de la zonas paperas

38



del Ecuador donde se conoce que el uso de los pesticidas en general no es bien

manejado.

3.2 Aislamiento de hongos.

a) T.harzianum

Tabla 9

Caracteristicas macroscopicas del haz y envés de T. harzianum

Resultados Referencia Ribliogréafica

A Formacion
de anillos
concéntricos

Fuente: (Espafia, 2015)

B
Coloracién del
micelio

Fuente: (Espafa, 2015)

e

C
Distribucion
sobre la
superficie del
medio

Elaborado por La autora, 2016, Fuente: (Espafia, 2015)

En la Tabla 9 se ilustra las caracteristicas evaluadas en la identificacion macroscépica,
en la columna izquierda se presenta lo observado en el laboratorio: en el haz de la
caja petri la formacion de anillos concéntricos de 8 mm de didmetro a los 2 dias y de
color verde; e n el enves la coloracion del micelio blanco verdoso y su distribucion

sobre la superficie muy homogénea, que comparada con la columna derecha de la
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literatura de Espafia (2015) quien menciona que los anillos son concéntricos con
didmetro de 6 mm obtenidos a los 3 dias con una coloracion blanca — verdosa en el
desarrollo completo del hongo y la distribucion uniforme en toda la superficie de la
caja. Al analizar las dos columnas se pudo comprobar que las caracteristicas
observadas son iguales a las del autor, confirmandose asi que el hongo observado es

T. harzianum.

Tabla 10

Caracteristicas microscopicas de T. harzianum.

Resultados Referencia bibliogréafica

A
Conidiéforos

B
Fialides
Fuente: (Barnett & Hunter, 1982)
‘:‘“ ‘b
O o D
C Py o=
Conidias

Fuente: (Barnett & Hunter, 1982)

Elaborado por La autora, 2016.

Segun la Tabla 10 se observa las caracteristicas microscépicas en dos columnas. En la
columna izquierda, se muestra las estructuras obtenidas en el laboratorio como
conidioforos ramificados en forma piramidal verdosas, fialides (ramificaciones
laterales) y conidias esféricas de color verde. Las estructuras al ser comparadas con la

taxonomia de Barnett & Hunter (1982) como referencia para la identificacion,
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presentan hifas hialinas y septadas con conidiéforos hialinos en forma piramidal
complejos y ramificados. Las fialides hialinas con mayor ancho en la base, asociadas
a los conidioforos en angulo recto, pueden estar solas o en racimo. Las conidias o
esporas unicelulares en forma ovalada y verdosa. De esta forma se comprueba que el

hongo es el mismo que describe el autor.

b) P. ostreatus

Tabla 11

Caracteristicas macroscopicas del haz y envés de la caja petri por P. ostreatus

Resultados Identificacion bibliografica

A
Formacién de
anillos
concéntricos

Fuente: (Arango, 2010).

B
Coloracion del
micelio

Elaborado por La autora, 2016. | Fuente: (Arango, 2010).

C
Distribucion
sobre la
superficie del
medio

)

Elaborado por La autora, 2016. | Fuente: (Arango, 2010).

En la Tabla 11, se ilustra las caracteristicas macroscopicas obtenidas en laboratorio,

en la columna de izquierda se encuentra la formacién de anillos concéntricos
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algodonosos y blancos en el haz, la coloracion se mantiene durante su desarrollo; en
el envés la distribucion del micelio es plana, blanca y algodonosa sobre la superficie
de la caja. En la columna derecha se encuentra la referencia bibliografica descrita por
Arango (2010) en la que se ve la formacion de anillos concéntricos con similitud al
algodon, a partir de la siembra su distribucion completa del micelio blanco, algodonoso
y plano. De esta manera se manifiesta el aislamiento y obtencion pura del micelio de

P. ostreatus.

Tabla 12

Caracteristicas microscopicas de P. ostreatus

Resultados Identificacion bibliografica
P
A N, [ &5TY
Hifas VIAVRANG Y t
B o/
Elaborado por La autora, 2016.
.
B
Basidios
A
Elaborado por La autora, 2016. Fuente: (Saldias, 2012).
¢ o “
Basidiosporas o
[+ % B
Elaborado por La autora, 2016. Fuente: (Saldias, 2012).

Segun la tabla 12, se observa las estructuras microscépicas del micelio, en la columna
izquierda se encuentran las hifas septadas blanquecinas, los basidios con forma de
pedestal contienen las basidiosporas circulares y blancas. Al comparar con la columna
derecha de la referencia bibliografica, Saldias (2012) describe las hifas de paredes

delgadas con fibulas y septos; al término de estas se forman los basidios en forma de
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copa como se muestra en la segunda imagen de la columna derecha y en la punta de
estas copas se encuentran las basiodiosporas circulares. Cabe ratificar que las
estructuras observadas pertenecen al Phyllum basidiomycota correspondiente a P.

ostreatus.

3.3 Variables medidas

a) Concentraciones de carbofuran

Tabla 13

Concentraciones promedio, CV y rangos de significancia.

Concentracion | Concentracion Diferencia de . .
. S i . Promedios | Porcentaje de
Tratamientos inicial final concentraciones (ug/o) degradacion

(Mg/9) (H9/9) (Mg/g)
ToR1 3375 3257

ToR2 3157 3475 3381.8C 51%
ToR3 3280 3352
ToR4 3189 3443
TiR1 2459 4173

T1R2 2371 4261 4170.5A 63%
T1R3 2591 4041
T1R4 6632 2425 4207
T2R1 2977 3655

T2R2 2706 3926 375388 53%
T2R3 2863 3769
T2R4 2967 3665
T3R1 2766 3866

T3R2 2461 4171 4067 5AB 62%
T3R3 2752 3880
T3R4 2279 4353

Nota: A, AB, B, C: rangos.
Fuente: Infostat (2016).
Elaborado por La autora, 2016.

Segun la Tabla 13, se observa las concentraciones de carbofuran en las muestras de
suelo al inicio, final y la diferencia entre estas en pg/g. Los tratamientos se expresan

en el siguiente orden: A para el T1 (Suelo + insecticida + T. harzianum) con 4170.5
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Mg/g que corresponde al 63 % de degradacion, seguido de AB para T3 (Suelo +
insecticida + T. harzianum + P. ostreatus) con 4067.5 ug/g y 62 % de degradacion,
B para T2 (Suelo + insecticida + P. ostreatus) con 3753.7 ug/g y 53 % de degradacion;

en ultimo lugar C para TO (Suelo + insecticida) con 3382 g /g al 51 % de degradacion.

Las concentraciones obtenidas por HPLC se pueden ver en el Anexo 10 C con la altura

y tiempo de retencion de cada uno de ellos.

El comportamiento destacable de T1 posiblemente se debe al uso y aplicaciéon de
esporas Vviables, lo que permitié que el metabolismo se dé mas rapido y degrade de
manera eficiente el carbofuran. Ademas el comportamiento de las variables pese a no
ser las Optimas, incentivaron en el proceso de degradacion, resaltando que el pH
presentd la misma significancia y clasificacion de rangos. Esto acompafiado por
condiciones del ensayo como: 19b °C, 79 % de humedad, pH de 6, 12h lux/12h
oscuridad, volteos e inoculaciones con un promedio de 38.3 x10° conidias/mL las
mismas que aportaron con la degradacion del insecticida, pero que pueden variar segun

el tipo de suelo y la zona donde se realice.

En la presente investigacion, la aplicacion del género Trichoderma como tratamiento,
beneficio la descontaminacion del suelo gracias al sistema enzimatico en alerta a la
molécula del insecticida; como se vio en el estudio de Islas, y otros (2013) en el que
mencionan que la biodegradacion se da a conocer por la reaccion del sistema celular
de intoxicacion fundamentado en la fabricacion de permeasas ya que, el género
soporta concentraciones de hasta 10000 mg/L de un plaguicida, mostrando de esta
manera que T. harzianum es apto a la degradacion de carbofuran en concentraciones

de 6632 pg/g en 57 dias.
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El resultado de degradacion adquirido por Islas, y otros (2013) degradé el 89 % de
atrazina en 40 dias, lo que indica que los resultados son mayores en menor tiempo
sabiendo que el herbicida fue fuente primordial de C-N. En cambio los datos que se
reporta en base al T1 degrado el 63 % de carbofuran en 57 dias, demostrandose en el
suelo la diferencia de cantidad del inicial 0.13% de N y final 0.35% de N, (Ver Anexo
10 F-G) considerandolo como alto porque la molécula del insecticida posee NO3 (anién

de nitrato) siendo mineralizado como una posible fuente de nitrato.

Ademas, se puede corroborar la interaccion de Trichoderma con otros macro y
micronutrientes por lo que son mineralizados en conveniencia del mismo. Es asi como,
los estudios de Hoyos, Cardona, Osorio & Orduz (2015) y Singh, Singh, Singh &
Rakshit (2014) indican los elementos que mayor afinidad e incremento tiene este
género: N, P, K, Ca, Mg Zn, Mn, Cu y Fe, es por ello que variaron los valores del

inicial y final.

Otro punto a destacar es que pese a que no haya estudios con respecto a este tipo de
insecticidas, se toma en cuenta el comportamiento de este género frente a otros
agroguimicos de composicién similar como es el estudio de Tripathi y otros (2013) en
el que se refiere a la degradacion de DDT, dieldrin, endosulfan,
pentacloronitrobenceno por T. harzianum mediante la bioaumentacion del mismo.
Asi también Islas y otros (2013) en su estudio alude con la importancia de la
inoculacién en concentraciones 10* - 10° UFC/mL. Se puede estimar que la
bioaumentacion del hongo con concentracion promedio del inéculo 38.3 x10°

conidias/mL e incluso la aireacion fue favorable para el tratamiento.

Por lo tanto T. harzianum pese a no haber tenido variables 6ptimas degradd con un

porcentaje considerable frente a la concentracion inicial de carbofuran; es decir que su
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mecanismo de accion en cuanto a tolerar y degradar sustancias organicas a tan elevadas

concentraciones permite la activacion y mecanismo de defensa.

Ante los datos mencionados, se puede decir que la hipdtesis alternativa se acepta: Los

hongos en estudio biodegradan insecticidas carbamatos.

b) Temperaturas

Tabla 14

Temperaturas promedio, CV y rangos de significancia.

CV (%) | p-valor (%) | SIGNIFIC | PROMEDIOY RANGO

TO 15.2 A
0.3 38.0 NS T3 152 A
T1 15.1 A
T2 15.1 A

Nota: CV: Coeficiente de variacion; NS: No significativa; A: rango
Fuente: Infostat (2016).
Elaborado por La autora, 2016.

En latabla 14, se ilustra las temperaturas promedio para los tratamientos: TO y T3 con
una temperatura de 15.2 °C, seguido de T1y T2 con 15.1 °C. Todos estos se encuentran
en el rango A, con un p-valor de 38.0 % lo que significa que son iguales y son
estadisticamente no significativas, el CV es de 0.3 % (Ver Anexo 10 H), el mismo que
es valido ya que se encuentra dentro del valor establecido hasta 10 % para este tipo de

ensayos, lo que da confiabilidad a los datos obtenidos.

La temperatura es un factor importante dentro de la biorremediacion que oscila entre
25-35 °C para el desarrollo micelial de microorganismos a traves de la actividad

enzimatica, por lo que a mayor temperatura, mayor degradacion; por lo tanto favorece
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las reacciones de hidrolisis, oxidacion y cometabolismo, como es en el caso de T.

harzianum y P.ostreatus frente a una concentracion elevada de carbofuran.

Las temperaturas en el suelo se mantuvieron durante el ensayo posiblemente porque
hubo un control de las condiciones de manejo del experimento, por ende la variacion

fue minima.

Por lo tanto, T1 se desarroll6 en temperaturas de 12 a 18 °C durante el ensayo que a
pesar de no ser el rango mencionado en la literatura, el hongo degrado al insecticida
en un 63 % en 57 dias, lo que demuestra ser un microorganismo apto a varios rangos

de temperatura para trabajar en biorremediacion.

Segun Knudsen & Bin (1990) mencionan que T. harzianum trabaja en una temperatura
entre 25-30 °C pero aun asi crece a 20 °C en 14 dias con una posible alteracion en el
mecanismo de accion, viabilidad del hongo o tiempo en su crecimiento. Balamurugan,
Ramakrishnan, Senthilkumar & Ignacimuthu (2010) en su estudio verifica que a
condiciones 6ptimas aumenta la biodegradacién y sucede en menor tiempo; es decir la

temperatura a la cual se trabajo fue cercana a la citada por la literatura.

Para P.ostreatus, Suéres (2010) recomienda en su estudio una temperatura 6ptima de
25 °C para un crecimiento y mecanismo de accion viable en cualquier sustrato. En otro
estudio coincide que las temperaturas menores de 30.8 °C el hongo es inhibido en todos

sus mecanismos de accion (Coello , 2011).

Mientras que para T2 las temperaturas estan por debajo de las recomendadas para su
desarrollo y metabolismo porque lo que posiblemente P.ostreatus degrado al
insecticida y obtuvd un porcentaje mas bajo de degradacion comparado con T.

harzianum.
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Ante los datos mencionados, se puede decir que la hipétesis alternativa se acepta: Los

hongos en estudio biodegradan insecticidas carbamatos.

¢) Humedad

Tabla 15

Humedades promedio, CV y rangos de significancia.

CV (%) p-valor (%) | SIGNIFIC PROMEDIO Y RANGO
T2 745  |A
1.1 42.6 NS LE 40 |A
T3 738  |A
TO 735 |A

Nota: A: rango; CV: Coeficiente de variacion; NS: No significancia.
Fuente: Infostat (2016).
Elaborado por La autora, 2016.

En la tabla 15, se observa los tratamientos en el siguiente orden: T2 con 74.5 %,
seguido de T1 con 74.0 %, T3 con 73.8 % y TO con 73.5 %. Y se mantienen en el
rango A lo que significa que son iguales. EI CV de 1.1 % que esta dentro del valor
permitido, demuestra la confiabilidad de los datos obtenidos. De acuerdo al p-valor de
42.6 % el cual indica no significancia estadistica entre estos tratamientos (Ver Anexo

10 H).

La humedad es un parametro importante debido a la necesidad de agua para el
transporte de nutrientes y constituyentes organicos a la célula microbiana; como en el
caso de T. harzianum que absorbe tanto macronutrientes y micronutrientes para su

desarrollo y metabolismo.

Durante el ensayo las humedades flucttan entre 73- 74 %, debido a que el suelo con

pesticida se secaba rapidamente y se afiadio en constancia el indculo de los hongos;
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los mismos valores estan dentro de los citados por bibliografia (50-80 %) para un
proceso de biorremediacion; es por eso que esta variable a los datos en mencién no
afecto a los microorganismos, sino que posiblemente demord el tiempo de

degradacion y disminuyo el porcentaje.

Conforme al estudio de Velasco & Sepulveda (2009) para procesos de biorremediacién
de suelo la humedad fluctta entre 50 y 80 %, dependiendo de las propiedades del suelo
y condiciones ambientales para un buen metabolismo del hongo, facilitando el
proceso; pero debido al uso de microorganismos es necesario conocer sus parametros.
Aunque los estudios son pocos con respecto a este tipo de insecticidas; Stamatiu
(2013), Argumedo, Alarcon, Ferreta-Cerrato & Pefia-Cabriales (2009) y Martinez,
Infante & Reyes (2013) detallan que el género Trichoderma se estabiliza en 60 % de
humedad en el suelo por lo que alrededor de este porcentaje puede biorremediar el 90

% de concentraciones altas de insecticidas.

De esta forma se puede decir que T.harzianum pese a tener una humedad alta con
respecto al valor recomendado, realiz6 un proceso de biodegradacion del 63 % en 57
dias, es decir que la humedad del T1 a la cual se trabaj6 no influyo en el proceso de

biodegradacion.

Con respecto a P.ostreatus, el estudio de Sanchez, Orozco, Hernandez, Nieto &
Marquez (2006) estima que la aplicacion de un Pleurotus al 70 % de humedad degrada

hasta un 89.9 % de 65 ppm iniciales de endosulfan.

Pese a que T2 supero la humedad de 74.5 % puede que haya modificado la actividad
enzimatica pero aun asi se observa que biodegradé eficazmente en un 53 %, es decir

gue a pesar de no estar en condiciones 6ptimas continuo procesando el contaminante.
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d) Potencial de hidrogeno (pH)

Tabla 16

Potencial de hidrogeno promedio, CV y rangos de significancia.

CV (%) p-valor (%) SIGNIFIC PROMEDIO Y RANGO
T1 6.7 A
- 001 - T3 6.5 AB
T2 6.2 B
TO 55 c

Nota: A, AB, B, C: rangos; CV: Coeficiente de variacién; **: alta significancia
Fuente: Infostat (2016).
Elaborado por La autora, 2016.

En la Tabla 16, se observa que los tratamientos presentan diferentes rangosy en orden
descendente estan de la siguiente manera: T1 con 6.7 en rango A, T3 con 6.5 y rango

AB, T2 con 6.2 cuyo rango es By TO con 5.5 y rango C.

El CV es de 2.6 % y un p-valor de 0.01 % demuestran la confiabilidad por lo que se

comprende que los datos son estadisticamente significativos.

El pH es otro de los parametros importantes ya que los mecanismos de accion y la
asimilacion de nutrientes se potencializan cuando los microrganismos se encuentran
en condiciones Optimas, tanto para produccion de enzimas como para la reaccion de
las mismas. De esta manera en el ensayo se puede ver que los valores de pH iniciaron
en acido y terminan como ligeramente acido posiblemente por la accion de los hongos

en el suelo.
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T1, T2 y T3 presentan pHs ligeramente acidos a pesar de que se recomienda rangos
entre (6-8). También se puede ver que posiblemente hubo un aporte o influencia de

nutrientes del suelo como fuente de alimentacién y energia para los microrganismos.

T1, en la relacion de nutrientes y microorganismo para la degradacion del insecticida,
tiene mayor afinidad e incremento hacia: N, P, K sin dejar a un lado otros
micronutrientes que ayudan al proceso regulatorio de la pared celular, asi como para
la obtencidn de iones facilmente asimilables, como se puede ver en el andlisis fisico

quimico del suelo (Ver Anexo 10 F-G).

Por otra parte Cholango (2009) indica que T. harzianum biodegrada entre pHs de
neutro a acido; y otro estudio de Islas y otros (2013) reporta la biodegradacion del 89%

de atrazina a un pH de 4.5y 7.5 por el mismo hongo.

T. harzianum a un pH acido degradé el 63 % de insecticida en 57 dias en condiciones
aerobias, por los valores antes mencionados de pH, estan dentro del rango para el
proceso de biorremediacion entre 6-8 recomendados por Valencia y otros (2010). Por
lo tanto esta variable influencid en el estimulé de la biodegradacién del de los
tratamientos frente al insecticida ya que el TO no se le aumento microorganismos y

mantuvo un pH de 5.5 considerado como &cido durante el tiempo transcurrido.

De tal forma que las condiciones en las que se trabajé aunque no fueron Optimas
estuvieron dentro del rango para un proceso de biorremediacion, tomando en cuenta
que la variable con mayor incidencia y estimulo en la biodegradacion fue el pH.
Debido a lo cual se cumple la hipoétesis alternativa: Los hongos en estudio biodegradan

insecticidas carbamatos.
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Conclusiones

Mediante la aplicacion de PIRI Csiro software se pudo determinar una
categorizacion en términos potenciales de toxicidad y movilidad en base a las
caracteristicas especificas del suelo.

Se determina que el plaguicida carbofuran lamentablemente ain sigue siendo
aplicado en cultivos agricolas de papa en la region norte del Carchi, lo cual
evidencia la falta de informacién en los agricultores y los riesgos tdxicos
potenciales que pueden ocasionar en los diversos tipos de entes bioldgicos de su
entorno.

Se establece gue a través del aislamiento de esporas, la obtencion de los hongos a
nivel de laboratorio fue en menor tiempo del citado en la bibliografia, ya que T.
harzianum evidencia una concentracion de 38.3x10° conidias/mL en 7 dias;
mostrando un mejor desarrollo que P. ostreatus con una concentracién de
P.ostreatus de 36.3x10° basidiosporas/mL en 8 dias; puesto que hub6 control de
condiciones de laboratorio y medicidon de cinética de estos organismos.

Se determina que el tratamiento T1, compuesto por T. harzianum biodegrada un
63 % de carbofuran en 57 dias, practicamente degrada en menor tiempo de vida
media del mismo insecticida (120 dias), por ende es un microorganismo eficiente
y apto para remediacion.

Se establece que las condiciones de temperatura, humedad y pH controladas son
importantes para la accion del mecanismo de biodegradacion y activacion
enzimatica; y si al optimizarlas aumenta el proceso en porcentaje de degradacion

y en menor tiempo.
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Recomendaciones

Aplicar el programa PIRI Csiro software para una estimacion real en cuanto a
los riesgos de plaguicidas aplicados en campo.

Emplear los microorganismos autéctonos en la bioaumentacion facilita y
presenta una remediacion eficiente.

Controlar y optimizar las condiciones ambientales necesarias para los
microorganismos ya a que mejores condiciones, el proceso de biodegradacion
serd mas rapido.

Fortalecer el estudio de la actividad catalitica y enzimética de los
microorganismos aplicados en biorremediacion, para posibles productos en

futuro.
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ANexos

Anexo 1: Muestreo del suelo y agua del cultivo de papa.

Leyenda

@ Fuente de agua
ﬂ Casa del guardian
9 Punto de muestreo

B Puntos Altura Coordenadas (UTM)
(m.s.n.m)
1 2779 018N 4818 0063420
2 2779 018N 4823 0063421
3 2779 018N 4823 0063324
4 2779 018N 4836 0063421
5 2779 018N 4833 0063410
6 2779 018N 4820 0063412
7 2779 018N 4814 0063412
8 2779 018N 4814 0063433
9 2779 018N 4825 0064349
10 2779 018N 4823 0063463
11 2779 018N 4811 0063469
12 2779 018N 4792 0063470
13 2779 018N 4782 0063432
14 2779 018N 4786 0063347
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Nota: A: Mapa con ubicacion de puntos de muestreo; B: Puntos de muestreo, obtenidos mediante
GPS; C-D: Muestreo del suelo de cultivo de papa; E-F: Muestras de suelo; G-H: Muestreo de agua.

Elaborado por La autora, 2016.
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Anexo 2. Muestreo de P.ostreatus.

Nota: A: Recoleccion; B: Construccion del terrario; C-D: Observacion del crecimiento ; E-H:
Cosecha de los carpoforos.

Elaborado por La autora, 2016.
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Anexo 3: Montaje del disefio experimental
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T. harzianum P. ostreatus
G Numero ,
., NUmero de
Inoculacion Fecha de Conidias/mL | esporas |Basidiosporas/mL
izpt);;a: totales
1 26-nov-16 1535 38.4x10° 1366 34.2 x10°
2 30-nov-16 1520 38.0x10° 1353 33.8 x10°
3 04-dic-16 1504 37.6x10° 1335 33.4 x10°
4 08-dic-16 1500 37.5x10° 1300 32.5 x10°
5 12-dic-16 1484 37.1 x10° 1344 33.6 x10°
6 16-dic-16 1480 37.0 x10° 1330 33.3 x10°
7 20-dic-16 1539 38.5 x10° 1378 34.5 x10°
8 24-dic-16 1533 38.3 x10° 1340 33.5 x10°
9 28-dic-16 1590 39.8 x10° 1339 33.5 x10°
10 01-ene-16 1500 37.5 x10° 1333 33.3 x10°
11 05-ene-16 1593 39.8 x10° 1326 33.2 x10°
12 09-ene-16 1500 37.5 x10° 1304 32.6 x10°
13 13-ene-16 1584 39.6 x10° 1388 34.7 x10°
14 16-ene-16 1500 37.5x10° 1344 33.6 x10°
15 20-ene-16 1596 39.9 x10° 1390 34.8 x10°
Promedio 38.3 x10° 33.6 x10°

Nota: A: Homogenizacion de la tierra; B-C: Preparacion de unidades experimentales; D: Ensayo con
tratamientos; E-F: Preparaciones del indculo micelial; G: Concentraciones de in6culo de cada hongo.

Elaborado por La autora, 2016.
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Anexo 4: Metodologias aplicadas

Analisis granulométrico

Una vez seco el suelo, tamizar por una malla de 2mm. Tomar 100g del suelo
y colocar en una copa de dispersion, agregar agua destilada hasta llenar unas
dos pulgadas por debajo del borde y afiadir 5mL de agente dispersante
(solucion de hexametafosfato y carbonato de sodio al 4%) esta mezcla se
deja por 12 h en un vaso de precipitacion para que se embeba el suelo. Luego
se trasvasa a la copa de dispersion y se coloca al motor de agitacion por el
lado adecuado y se deja por 10 min. En seguida se vierte el suelo al cilindro
cuantitativamente y se complementa con agua hasta la marca inferior, agitar
vigorosamente e introducir el hidrometro si hay espuma se coloca dos gotas
de alcohol amilico. De acuerdo a la clasificacion de particulas de USDA
(United States Department of Agriculture) recomienda hacer dos mediciones
en los tiempos de 45seg y 2 h.

Célculos:

Lectura corregida a los 45" * 100
Arena total (2 — 0.005mm) =

g de la muestra seca a los 1502C

. Lectura corregida alos 2 h * 100
Arcilla total (0.002 mm) =

g de la muestra seca a los 1502C

Limos (0.05 a 0.002 mm) = 100 — (arenas% + arcillas %)

Con los datos obtenidos se utiliza el diagrama triangulas USDA.

pH del suelo

Desde un suelo tamizado por una malla de 2mm, pesar 20g de suelo y
agregar 50 mL de agua destilada, durante 1h dejar en reposo e ir removiendo
con una varilla cada 15 min. Con un potenciémetro calibrado.
Conductividad eléctrica

Del suelo tamizado, pesar 100g en un vaso de precipitacion de 1000mL y
afiadir 500mL de agua destilada, agitar 30min durante un reposo de 2 h.

Trasvasar la muestra a un embudo Buchner con filtro y conectarlo a bomba
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de vacio para obtener el maximo volumen de solucion. Una vez lista la
elucion, enjuagar la celda de conductividad con abundante agua destilada
Materia organica

Desde el suelo tamizado por malla de 0.25mm, pesar 0.1g de suelo con
mayor materia organica y 0.5g de suelo con menor materia organica. Por
muestra agregar 5mL de dicromato de potasio 1N y 10mL de &cido sulfdrico
al 97%, agitar hasta homogenizar por 1min y reposar por 30min.

Luego agregar 100mL de agua destilada, 5mL de acido fosforico al 85% y
10 o 15 gotas de difenilamina. Titular el exceso de dicromato por solucion

sal de morh de concentracion 0.5N; el viraje es de azul a verde.

(Vo—-V)*N=#*039*1.72 % 1.1
PM

%Materia organica =

Donde:

Vo: Volumen inicial en titulacion

V: Volumen gastado en titulacion

N: Normalidad del sulfato de hierro

0.39: Peso quimico equivalente de carbono
1.72: Constante de conversion de C a MO.
1.1: error de conversion de C a MO (10%)

PM: peso de la muestra de suelo

Olsen Modificado

P, K, Ca, Mg, Na, Mn, Cu: En un Erlenmeyer pesar 2.5¢g de suelo y agregar
25mL de COsHNa, agitar mediante un agitador oscilante por 10 min. Luego
en un vaso de 100mLfiltrar permitiendo que pase la mayor cantidad de la
muestra. En un Erlenmeyer colocar 10mL de agua, 2mL de muestra y 8mL
de molibdato de amonio-acido ascorbico y esperar de 20 a 30 min y leer a
660nm en el fotometro.

Fe, Zn: En un vaso de precipitacion pesar 2.5g precisos y agregar 35ml de
bicarbonato de sodio, mezclar agitar por 15min a 250rpm. Filtrar y a partir

del extracto hacer diluciones para la lectura de absorcién atomica.
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e Acetato de amonio
En un matraz de 125mL colocar 2.5g de suelo seco y agregar 50mL de
Acetato de amonio 1N, proceder agotar por 10 min, después dejar reposar
por 15min vy filtrar. Del extracto tomar 10mL, agregar 10 mL de agua
destilada y 10mL de buffer para calcio —magnesio e incorporar unas gotas
de indicado para Ca y Mg. Finalmente incorporar EDTA hasta el viraje de
color (rojo a azul).

De igual forma se puede obtener las concentraciones de Na, Ca, Mg, K por

fotometria de absorcion atomica.

S: A partir de la pasta saturada (mezcla de agua suelo), afiadir 1mL de acido
clorhidrico 36N y agregar 8mL de agua destilada junto con 0,5 de cloruro de
bario. Remover y dejar reposar 30min. Realizar la lectura por fotdmetro a
420nm de longitud.

B: A partir del filtrado de suelo, tomar 1mLy agregar 8mL de curcumita,
mezclar uniformemente en un vaso de precipitacion por 15min. Tomar 2mL
de la mezcla y colocar 10mL de etanol o metanol, reposar por 30 min y leer
en el fotometro a una longitud de 555nm.

Fuente: (Laboratorio de suelos y Aguas UPS Cayambe, 2016)
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Anexo 5: Analisis quimico analitico de suelo.

MESA 4

Nota: A: 5g de suelo y 10mL de metanol; B: Muestra mezclada; C: Centrifugacién de la muestra;
D: Trasvase de sobrenadante a vial; E: Equipo HPLC.
Elaborado por La autora, 2016.
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Anexo 6: Elaboracion de medios de cultivo

Reactivos Procedimiento

PDA Para un litro de medio, disolver 39 g del polvo en 1000 mL de
agua destilada en un frasco Boeco, mezclar bien y colocar en una
(Potato Agar plancha de calentamiento por 20 minutos con agitacion frecuente.

Dextrosa) Autoclavar a 121 ° C durante 45 minutos.
SDA Para un litro de medio, disolver 65 g del polvo en 1000 mL de
(Sabouraud agua destilada en un frasco Boeco, mezclar bien y colocar en una
Dextrose Agar) | plancha de calentamiento por 20 minutos con agitacién frecuente.

Autoclavar a 121 ° C durante 45 minutos.

Acido tartarico

Para un 350mL, disolver 6.3 g del polvo en 350mL de agua
destilada en un frasco Boeco, mezclar bien y colocar en una
plancha de calentamiento por 15 minutos con agitacion frecuente.
Autoclavar a 121 ° C durante 45 minutos.

Gentamicina

Disolver 2mL de cloranfenicol del6mg en 1L de medio de cultivo
y Autoclavar.

Cloranfenicol

Para 30mL, disolver 3g del polvo en 30mL de agua destilada en
un frasco Boeco, mezclar bien y autoclavar a 121 ° C durante 45
minutos.

Fuente (Difco, 2012)

Elaborado por La autora, 2016.
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Anexo 7: Aislamiento de T. harzianum.

G Diametro de crecimiento de T. harzianum a partir de la
siembra en dias.
Siembras
Dias 11234 |5]|6 Promedio
mm |mm | mm | mm | mm | mm
1 o000 |0]O 0
2 6 |67 |8 8]8 7.2
3 23 |21 |26 | 25| 23|23 235
4 48 | 45 | 47 | 48 | 46 | 49 47.2
5 61 | 60 | 61 | 62 | 60 | 59 60.5
6 8383|8488 |82 85 84.2
7 90 [ 90 | 90 | 90 | 90 | 90 90.0
8 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 90.0
9 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 90.0
10 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 90.0
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Cinética de T. harzianum

100
9% Qe
80
70 :
. Q
50
40
30 :
20 9
10

Diametro promedio de anillos concentricos (mm)

0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (dias)

Nota: A-B: Preparacion de suelo y diluciones; C-D: Siembra e Incubacion; E: Microcultivos; F:
identificacion macroscopica; G-H: Evaluacién del crecimiento del micelio (mm) por tiempo (dias);
I: Identificacion microscdpica a lente 100X; J: Conteo de conidias/mL.

Elaborado por La autora, 2016.
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Anexo 8: Aislamiento de P.ostreatus

E
Diametro de crecimiento de P.ostreatus a partir de la
siembra en dias.
Siembras
Dias 1121314156 Promedio
mi m| m|m|m/|m
mi m|m|m|m|m

1 10| 9 |10 10|10 9 10

2 20|22 120 (21]21|20 20.7
3 3334|353 |35 34 34.3
4 45 | 45 | 44 | 46 | 46 | 45 45.2
5 61| 60 | 61 | 60 | 60 | 59 60.2
6 73| 71|74 |70| 70|73 71.8
7 8284|8284 82|83 82.8
8 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 90.0
9 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 90.0
10 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 90.0
11 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 90.0
12 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 90.0
13 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 90.0
14 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 90.0
15 90 | 90 | 90 | 90 | 90 | 90 90.0
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Cinética de P.ostreatus

100
90 e e e o o o o o
80 A
70 .
60 [
50 #
40 o
30 #

10 ®

Diametro promedio de anilo concentrico
(mm)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dias)

Nota: A: Siembra de laminillas; B-C: Purificacion del micelio; D: Identificacion macroscopica; E-F:
Evaluacion del crecimiento del micelio (mm) por tiempo (dias); G: Identificacion microscopica a
lente 100X; H: Conteo de basiosporas/mL.

Elaborado por La autora, 2016.
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Anexo 9: Diagnostico obtenido por PIRI.

A. Caracteristicas ambientales de la zona

Uso de la fruta 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 Erosion
Condiciones de humedad del suelo durante el periodo

de interés Hamedo
Contenido de materia organica (%) 2.5
Precipitacion total durante el periodo de interés (mm) 168
Irrigacion total durante el periodo de interés (mm) 60
pH del suelo 5.8
Media de la temperatura minima del aire durante el

periodo de interés ( °C) 8
Media de la temperatura maxima del aire durante el

periodo de interés (°C) 22
Diametro del cuerpo de agua mas cercano (m) 3
Profundidad del cuerpo de agua (m) 3
Distancia desde el borde del cultivo al cuerpo del agua

(m) 13
Pendiente del terreno al cuerpo del agua (%) 18
Ancho de la zona buffer o amortiguadora (m) 2
Numero minimo de dias a partir de la aplicacién del

pesticida y la primera lluvia /irrigacion 1
Insumo agricola Carbofuran/insecticida
Rango de aplicacion del producto es 100%. 2 5L/ha
Fraccion del ingrediente activo 0.480
Frecuencia de uso (tiempo/periodo de interés) 1
Porcentaje de aplicacion (%) 100

Elaborado por La autora, 2016.
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e Aguas superficiales

Surface Water, mobility impact comparison:

Verylow Low Medium High EFE Exc.high

Carbofuran

Pesticide Information
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Fraction ""t far side of water body 1.5856 32005
Fraction dnift on surface of water body 8137542000
SW PP*100, Mobiity 1.62748

SW rating, Mobility High

Fuente: (PIRI CSIRO, 2016).
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TOTAL LOAD = Very; Surface Water, toxicity impact comparison: LD50, Mammalz (maolka)

Very low Low Medium High

Very
high

Carbofuran

Pesticide Information

Exc high

=stizione

- L=

=Hreemnet seniiestesn rate
sauct application rate

Diz=oristion
Flame it
EssIticstion
- -
pray l'}":: mg
e lime =

[ EIEN = RS

= X
[

I
[ =

dammals (mgikg
Shest erosion

Ciay's application of pe
Erzgkdown in 50

SW Runoff {mim

Fraction runoff
Fraction drift, far
raction drift on surf
Surface water koad
SV Pollution Potentisl = 1

=T F:itr;

-0
1

Fuente: (PIRI CSIRO, 2016).

period of interest
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e Aguas subterraneas

Ground Water, mobility impact comparison:

Verylow Low Medium High EiEEr Exc high
|

Carbofuran

Pesticide Information

Peztizin Carbofuran
Froduct application rate (kg or Lha) 2.50000
Fraction active ingredient 0.58000
Frequency of use (Dimespenod of imterzst) 1.00000
merzent 3rzs eated 100.00000
Fersistence in environmant (days) 12000000
Aoz [itresiag) 2200000
Dissociation 0.00000=+000
Clzzifizaton mzactiziz
spray type (mg/l) 320,000
Applisd load 245000
Ka T
Anjusted Ferzistencs n environment (23yE) 30550000
LOED, Mammals {mg/kg) 1.00000
GW Pollution Potential (kg/ha), Mobility anby 1.18083
GW Pollution Fotzntial (ppb), Mobility onby 118.06854
GW Rating Mobility onby Very high
I

Fuente: (PIRI CSIRO, 2016).
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TOTAL LOAD = Exc.high; Ground Water, toxicity impact comparizon: LD50, Mammalz (mglkg)

Verylow Low Medium High Efﬁ’ Exc high
|

Carbofuran

Pesticide Information

Festizids Carbofuran
Product application rate (kg or L'hs 2. 50000
Fraction active ingredisnt 0. 5000
Frequency of use (timas/penicd of interest i
Ferzent aras treated 080, QRN ED
Fersistznce in environment (days 0. 00000
Hioz (litrzs/kg 2. (0000
Dissociation 0. DR 0E0e+ 0N
Clzssifization Insacticids
Spray type (mg 32000000
Applied load 245000
Kz 0. 31577
Adjusted FPersistence in environmant [days 306, 60000
L&D, Mamims T 000D
Rechangs ratz 86, 2844
Fraction of pes watar 028747
Adjusted Fract d2 in soil watsr 0. 26747
Wasn residence t days) through the profile depth 320.5448
Average downward welosity {mm per day’ 0GRS
Attenustion factor 048155
Ground water load 0. 25000
GW Pollution Potentislkg'ha 0. 16870
GW Pollution Potentizlpph 16. 56579
W Flating High

.

Fuente: (PIRI CSIRO, 2016).

B. Propiedades fisicoquimicos de carbofuran

Propiedad Valor
Solubilidad 320mg/L
Koc- coeficiente de adsorcion 22mlL/g
Kd-coeficiente de distribucion 0.3mL/g

GUS- Groundwater Ubiquity Score 5.5
Elaborado por Paredes, 2016.
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Anexo 10: Resultados

A. Cromatograma de suelo inicial

» PUN 8 248 FERB 7, 2817 0@9:55+14
START
S———— DT

Closing signal file MeGIGNAL .BNC
Storing processed peaks o M:(4B5FECSE PRO
RUNY 242 FER/ 7, 2017 @5:55:14

SIGNAL FILE: MiSIGNAL BNC
PEAK FILE ¢ M:040SFAC4 ., PRO

ANALISIS CAPBOFLRAN EN SUELD

HEIGHTY

pT HETGHT TYPE LIIDTH HETRHT
3,227 142995 R 149 4. 17140
2 562 318693 1) ing §.00042
3,904 493741 W) 328 1430429
s 224 1222863 U 21k sm.3i20u]
7.837 RI5169 IR 226 12139117
12 330 331485 R 244 3 ROIRA
14 G944 R2724 I 416 }.81733
15,9587 1EAGRR T UK 234 4,05264

TOTAL KEIGHT« 3245

Fuente: (Laboratorio de Comisidn de Energia Atomica, 2016).
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B. Tabla de datos obtenidos en cada muestra: Altura y tiempo de retencién de las

muestras de suelo iniciales y finales
Cadigo Altura Tiempo Concentracion | Diferencia de
de Peso en del pico de .. | de carbofurén | concentraciones
muestras | SE€° (9) (mm) retencion (g /0) (ug /)
(min)

.S l.Je.IO 549 55 | 1322553 6.3 6632 -
inicial
ToR1 619 5.0 611578 6.3 3375 3257
ToR2 620 5.0 568004 6.4 3157 3475
TOR3 621 5.0 590194 6.5 3280 3352
ToR4 622 5.0 577453 6.5 3189 3443
T1R1 623 5.3 472476 6.2 2459 4173
T1R2 624 5.4 465008 6.2 2371 4261
T1R3 625 5.5 519034 6.2 2591 4041
T1R4 626 5.3 463640 6.2 2425 4207
T2R1 627 4.8 513290 6.5 2977 3655
T2R2 628 5.0 487733 6.3 2706 3926
T2R3 629 4.9 510180 6.6 2863 3769
T2R4 630 4.9 531557 6.5 2967 3665
T3R1 631 4.9 486858 6.6 2766 3866
T3R2 632 5.0 443277 6.5 2461 4171
T3R3 633 4.5 448963 6.4 2752 3880
T3R4 634 4.7 386869 6.4 2279 4353

Nota: Datos obtenidos del andlisis quimico analitico para cada muestra desde el peso inicial que se
tomod, la altura del pico obtenido y el tiempo de retencion con el que se identifica este insecticida.
En base a los mismos se obtiene la concentracion en g /g.

Fuente: (Laboratorio de Comision de Energia Atomica, 2016).
Elaborado por La autora, 2016.
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C. Picos del tratamiento que mayor degradacion presento

10T

56D

T 2 T T

SECTION 70 BE EDITED:

FEB €, 2017 07112134

e BN 8 230
STRRT

puNe 239 rEB 6, 2017 07:12:34

sIGHAL
BEAY FIL

£ M:SIGHRL .RNC
« My0404R7ET PO

AMALTSIS CRRBOFUSAN EN SUELD

WETGHTY

624

e
A% CBZILRTAY, 9% CONTROL !
«3‘3’3‘-—'_' Whm'

tma do Resgomanisiad

: o, T L XAENES | er GHT TVPE  LIIOTH HEIGHTY

1L e 4 ac

a9 1

34 | eerie Hrma On Susgoraan sl i

- 14 74082 PP

15.502  219%8¢
TOTAL MEIGHI« 8269%)
MUL FACTORP«1 Q0QRC+GE
0
455 6%
= * RUN % 232 FEB &, 2017 0@?7:57.@3
= puN B 231 FEB & 2@ STARY
L. 5, 2007 0713422 il
i S
e SUBTICRETARA OF CONTROL
6.238 s S APLICACIGRES 1 JCLEARES |
AT, CRITTIND O oM y
. vt ¥ APLCACIONES RICLEARES Plrma de i
4 Sesgomaniidod
Pirina de Responeasiisad |
signal file MISIGNAL _BNC Closing signal file M:SIGNAL .BNC
processed pesks to M:04943C7F PRO Storing processed peaks to M:04@4C100.PRO

PUNE 221 FER &

SIGNAL F
PEAK

2017 07434:22

HETGHTY
8.25442

TOTAL HEIGHT= G70G82
MUL FRACTOP=1_00OBL+00

puNg 232 FEB &, 20817 ©7:57:03

SIGNAL FILE: MiSIGNAL BNC
PEAK FILE + M:Q484C106 . PRO

I K . 28.09476

Fuente: (Laboratorio de Comision de Energia Atomica, 2016).

Elaborado por

La autora, 2016.
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Anélisis de muestra de agua

LABORA TORIO DEL MINISTERIO DE
ELFCTRICIDAD ¥ ENERGIA VABLE
Qw AENo ‘ LMEER

AMALISE QUINICD COMVERCIIRAL

REPORTE DE ANALISIS

Facters H™ 34842

Snkeaante Lniversiced Pobitcrica Sakrsars
Direpiidn sslictantes: A, [nabed L3 Catdhea M 31-52 7 Madeid
Hijslras da: Seedas ¥ Adud

Musstrasdn par) Unisersidad Pofticnics Salesiona
Mimen de muera: Do

Focta de ingress sl laborainria I - Junin - 2006

Pecha de precesamisin de semesbra:  J0-usio - 2015

Fecha de asdlisiz Instrumestal: 24 - Jareo - AE

Fecha da smizion de reporte: 1 = Sastiamizoe - 3316

RESULTADOS DE AMALTSIS D¢ RESTOMS DF PLAGUICIDAS EN AGUA ¥ SUELD

Fhw AGLIAT Sassle 1 I Suako 18~ P
Carbofiuran =LC = LG LG =T o]
Crbrgunion w LG 0084 T DR
;I"rnmnun < LD Li-ig = LG o LC
Pranamighce =LDh ha14 w LG < LG |
Profanophos = L0 0076 0080 LT
| Fizpceonazni < LD o7 o860 0058
Brlendhirin = LT OL.DES a.0ed <LE
| Endemuftan aita < L0 < LD =LD « LO¥
Endosutian Beln « LD LD < LD =L0
Cyhaigitnin « LD B.0ES ansz Ll
ApopsisnralEs =10 i = o) 0.353 QL.380

e

<UE Fenar gun sl Limics de Cuantcacién
L Divwcriter Jumn Larvam WIS y Flbic, S0, o, GO - BSLARCR

TEL 2585800 ) 54 843 W
Dy ShIniaes conn: caging mosr ook e i

Fuente: (Laboratorio de Comision de Energia Atdmica, 2016).
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Quantitative Analysis Report for EPA

Data File

Operator

Acq Method Name
Acquisition date
Sample Name

Vial

Sample Info
Quant Method
Ture File

Tune Date

Quant Batch Mamse
Last Calib Update

M-UP5.D
MEER-ECOTOX-HPMEER-ECOTOX
MRM 2016-04-20

2016-05-18 14:36

M-UPS

5

atunes.eiex tune xmil
2015-11-10T08:29:42.936-05:00

1 CC-ABRILZ016.batch.bin
2016-08-29 10:33

: UPS, Analisis Agua plagucidas, 1 litro con DCM + PCB 198 (7.50 ul de 1 ng/ul). Anaksis GC/MS/MS.

+TIC MRM (% > ") M-UPS.D
£ x10?]
8§ sl
6-
5.5
5
45|
i
354
a4
2.5
: !A
151 i\ - ||
14 1’!#'“ [\v |
0.5 |
7 T T —_—r—— T T T T R Sa—
5 & 7 8 ] 10 11 12 13 14 15 18
Acquisilion Time (min)
Carbofuran
+ MRM (164.0 -> 149.0) M-UPS.0 164.0 = 1490, 164.0 = 131.0 , 164.0= 1} |+ MRM {B.149-6.257 min, 62 scans) (184.- |
£ w102 76185 min. F x107 | Rava = 37.8 (844 %) £ w103 149.0 |
g 3“ 'é' Ralio = 20.9 (79.8 %} ‘g 4.5- | |
o ! 4
25. 2 35 [
: : ki
o y
1.5} ;E 3. | 131.0 | |
d & 154 | |
05— 11
| 0.5
0~| o2l — ol | . I *
! —s2—%3 || T e 62 &3 " 4do 140 150 160
Acquisition Time (min} | Acquisition Time (min) Mass-lo-Charge (miz)

Fuente: (Laboratorio de Comision de Energia Atdmica, 2016).
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E. Analisis de pesticidas en papa

Mgl Co i
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F. Anadlisis fisico quimico del suelo

o Inicial

UNIVERSIOAD POLITECMCA

SALESIANA
TABORATORIO DE SUELOS ¥ AGUA
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Feche de fagreser  JE0S20)0 Feohs Embldn: 200520/
N de Maformer 16774 Tovel depop 1
Mewwficacion de Cswario XassTRe Cdizo e Loberarovis
INFORME DE RESULYADOY
—
pit CF MO, IN-Tor) r X (= Mg Me L3
a mSan " ~ . iy | gy | e 00 | g Ny -
B nl A o 2% o]0 o oe] 1w oed 12T k] Aawm oox| o a2
n Fe Mu Cor Zn RELACIONEY CIcE
- et [es g -yt Te b Cedy Mgk Corhe X | eyl
LIS okf 3asd ox) 152 ue) 480 osfams Al v A sow on]| 2o ex] M Al 1t o
Lo W v v Ll wanin TENTURA (N
Fannida Cypwrvmenia’ PoAingae- WS 202 AN | e | onsa
Winds & anlui » 16 '
PoK Co Mg Ka e M, v, Za - tssieiver: Ol MsdiSoadn FRAVCU SN0

Ca Mg K, Vo - MsmveunmbioNes foeano o Anoesa

Condacssastad ENerion g 11,75 120, et st g
Y ;'"5 FIRIRALD TR Y o

Fosow Swwrnke Comtvoriradnd ENovis X 8 f‘ 1A 5 ¢ "
Mararia Ovpiava (0.5 KXOR207 &2 N R R L LT 7\
- - )
Ladovnsnns e 4 s y o e

At

C o & B OK ssvcmnie
oyl madgrasas por (W w00y sVega vt v e groesis
sl anadaden W porcrasy’y

Non Acherwonie Con rraniindnl porregponsior be ko o Ar enevu sviepnder g o s

/"_\

; "i\. ; | i
oy A o cn*wj.‘rﬁm
Tainve v ST Foinowmehv dv Ladorasnin

Plpwa 2 cvpia }

LABCRATORIO DE SLELOSY AGUA
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Fuente: (Laboratorio de suelos y Aguas UPS Cayambe, 2016)
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o Final

]
\

LABORATORIO DE SUELOS ¥ AGUA

Cliente:  Lawra ENzatvrh Huacky' Ly
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Fuente: (Laboratorio de suelos y Aguas UPS Cayambe, 2016)
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G. Valores iniciales y finales del anélisis fisicoquimico.

Parametro pH C.E. M.O. | N-Total P K Ca Mg Na S
Unidades uds | mS/cm % % ppm meq/100g | meq/100g meq/ meq/100g ppm
Valor inicial | 5.80 1.33 2.50 0.13 25.70 1.36 12.17 3.98 0.17 6.20
Valor final 6.10 3.49 7.08 0.35 0.01 4.35 6.56 3.42 0.27 408.66
Parédmetro B Fe Mn Cu Zn Relaciones CICE
Unidades mg/L | mg/L mg/L mg/L mg/L Fe/Mn Ca/Mg Mg/K [ Ca+ Mg/K | meqg/100g
Valor inicial | 1.15 | 76.64 15.23 4.40 246.5 5.03 3.06 2.93 35.70 17.68
Valor final 0.01 | 3417 74.84 16.28 2.81 4.57 1.92 0.79 5.15 14.59

Nota: A: alto; B: bajo; OK: adecuado
Fuente: (Laboratorio de suelos y Aguas UPS Cayambe, 2016)
Elaborado por La autora, 2016.
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H. Variables medidas y analizadas por Infostat.

Anglisi=z de la wvarianza

Variable I R®  R* R CW
Concentraciones 16 0,85 0,81 3,51

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

Modelo. 153134%82,25 3 504487,42 22,36 «<0,0001
TELTAMTENTOS 15134%92,25 3 504497,42 22,36 «<0,0001
Error 270705,50 12 22558,79

Total 17834197,75 15

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=315,310&6
Error: Z22558,7817 gl: 12
TRATAMIENTGS Medias n E.E.

on

(4]

-

on

1§

|'_|.
-

I

[
Lt

2 37 -
0 3381,75 i 75,10 C
Medizs cor uns letra comin no sonR sigrifisstivamente diferentes (p > 0,08)

Analizizs de la wvarlanza

Variable H RE® ERE* B7

TEMPERATURAS 16 0,22 0,02 0,39
r r r

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

Modelo. 0,01 3 4,0E-03 1,12 0,3804
TRATAMIENTCS 0,01 3 4,0E-03 1,12 0,3804
Error 0,04 12 3,5E-03

Total 0,05 15

Test:Tokey Alfa=0,05 DM5=0,12494

Error: 0,0035 gl: 12

TRATAMIENTCS Medias n E.E.

a 15,20 4 0,03 R

3 15,18 4 0,03 R

1 15,18 4 0,03 R

i 15,13 4 0,03 R

Medizs con uns letra comin ne son significstivamente difersentes (p > 0,05)
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Anali=si=s de la wvarianza

Variakle N

HUMEDADES 1&

Cnadro de Analisis

la Varianza

(S3C tipo III)

F.V. 5C gl CHM F p—-valor
Hodelo. 2,1% 3 0,73 1,00 0O,4262
TERTAMIENTCS 2,1% 3 0,73 1,00 0O,4262
Error g,72 12 Q, 73

Total 10,

L

(2=

Tezt:Tokey AL1T

a=0,05 DM5=1,79264

Error: 00,7282 gl: 1=2

TEATAMIENTOS Mediasz n E.E.

2 74,50 4 0,43 A

1 74,00 4 0,43 A

- R — P

=] T3, 1o g U,a93 &

- - 1 o~ oA T

U f3,aU ¢ U,93 H

Medizzs con uns letrs SGI"f." no son sigrnifizcstivamente difersntes

A s}

ezl

Analizis

Variable R

[l =]

[

pHs=

2

LB

Cunadro de Analisis de la

Varian=z

(SC tipo III)

a

F.V. 5C gl CHM F p-valor
Modelo. 3,22 3 1,07 41,18 <0,0001
TRATAMIENTOS 3,22 3 1,07 41,18 <0,0001
Error 0,31 12 0,03
Total 3,53 1%

o

e
=
'-h
w
Il
(=]
[ |

Te=st: Tokey

=

DMS=0, 33878

Error: 0,020 gl: 12

TEATAMIENTOS Media=s n E.E.

1 §,65 4 0,08 B

3 §,45 4 0,08 B B

2 §,15 4 0,08 B

0 2,48 9 0,08 C

Medizs zon uns letrs comin ne son signifiscstivamente difsrentes

p >

_HAE}

U Uy

Fuente: (Infostat, 2016)
Elaborado por La autora, 2016.
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