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RESUMEN

Se evaludla eficiencia del hongdPleurotus ostreatysen la biodegradacion de suelos
contaminados pagl pesticidacarbaryl Se obtuvieromuevemuestras de suelo provenientes de

la parroquia Tres Cerritos, canton Pasaje, Provincia del Oro. La concentracion del pesticida se
determiné a través dgomatografia liquida de alta resolucion (HPLEB inoculo el micelio de
Pleurotus ostreatugn semillas de trigo y avena, se implementdrea tratamiento, con tres
repeticiones, para esto en recipientes de plastico se colocaron 3 kg del suelo contaminado, para el
primer tratamiento se colocé el micelio del hongo directamente en el suelo disuelto en agua
destilada, en el tratamiento 2 sdocaron 300 gramos de la avena coloniza con el micelio del
hongo, para el tratamiento 3 se colocaron las semillas de trigo, alcanzada la etapa de fructificacion
del hongo, se determiné las concentracion del carbaryl de cada uno de los tratamientos y se
determiné el porcentaje de degradacion, el disefio experimental implementado fue de tipo DCA
(Disefio completamente al azath concentracion media darbarylen el suelo ede 8108.6

mg/Kg, en funcién a la distribucion de las muestras y el coeficiente dhciar de0.000471a
superficie de estudio preséntinos niveles de contaminacién homogéneabdratamiento3
(Pleurotus ostreatus trigo) fue el quepresentd la mayor capacidad de degradacién de carbaryl,
con unporcentaje de degradaciéon &.08%, segiido del tratamiento ZPleurotus ostreatus

avena con el 55.95 %, el tratamientodbnde solo se ussblo Pleurotus ostreatupresent el

menor porcentaje de degradacion con el 48.26°Rgurotus ostreatuslemostré ser capaz de
degradar el contaminanpgesente en el suelo, incrementando su eficiencia al complementarlo
con un sustrato de crecimiento como el trigo, lo que le convierte en una alternativa viable para la

recuperacion de suelos contaminados.

Palabras clave: <BIOTECNOLOGIA>, <BIORREMEDIACION,, <CARBARYL
(PESTICIDA)>, <MICELIO Pleurotus ostreat)s, <EFICIENCIA DE BIODEGRADACION>
< CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION(HPLC)> <INOCULACION>
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ABSTRACT

The efficiency of thd’leurotus ostreatuingus was assessed in the biodegradation
contaminated soils by the pesticide carbaryl. Nine soil samples from Tres Cerritos
Parish, Pasaje canton, Oro Province were obtained. The concentration of the pesticide
was determined through highsolution gas chromatography (HPLC), tRAkurotus
ostreatus mycelium was inoculated in wheat and oats sedes, three treatment were
implemented, with three repetitions, for thsskg of contaminated soil were placed in
plastic containers. For the first treatment, the mycelium of the fungus dissolved in
distilled water was placed directly into the soil dissolved in distilled water. In the second
treatment, 300 grams of colonizes oats with the mycelium of the fungus were placed.
Fort he third treatmenthe wheat seeds were placed. Having reached the fratagg of

the fungus, it was determined the concentration of carbaryl of each of the treatments and
the percentage of degradation. The experimental design implemented was a DCA
(completely randomized design). The average concentrattioarbary on the gound is

8108.6 mg/kg, depending on the distribution of the samples. The coefficient of variation
is 0.00047. The surface of study presented some levels of homogeneous contamination
Treatment 3(Pleurotus ostreatus + wheatyas the one that presented theagest
capacity of degradation of carbaryl with 59.06% of degradation followed by treatment 2
(Pleurotus ostreatus + oatsyith 55.95%. Treatment, Wvhere onlyPleurotus ostreatus

was used presented the lowest percentage of degradation with 48.2B%urotus
ostreatugproved to be capable of degrading the contaminant present in the soil, increasing
its efficiency when iis complemented with a growing substrate such as wheat, which
makes it a viable alternative for the remediation of contaminated soil

Keywords: <BIOTECHNOLOGY>, <BIOREMEDIATION>, <CARBARYL
(PESTICIDE)>, <MYCELIUM @leurotus Ostreatys, < BIODEGRADATION
EFFICIENCY > (HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)
<INOCULATION>.
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INTRODUCCION

El desarrollo de la humanidad a travéktaampo, principalmente desde la revolucién industrial

ha traido consigo efectos positivos y negativos, los cuales cada vezasewnidentes en la
actualidad, esto se observa en como la calidad de vida de las personas a mejorado, asi como sus
expectativas de vida, siempre recordando los grandes contrastes que se presentan a nivel mundial
donde por ejemplo el continente africano es da losmasperjudicados cuando de desigualdad

social se habla, miles de personas sufren de hambre y mueren por esta causa, a diferencia de
Estados Unidos o Chinpaises desarrolladdsnde la sobrepoblacién ha hecho que se produzca

una sobreexplotacidte los recursos naturajéanto el suelo como el agua se han visto afectados

por la contaminacion que se genera para producir los alinmumasatisfagan las necesidades de

las personas.

En este contextse debe comprender lo impanteque es el recsp suelo paral desarrolb de

la vida, por esta razértipmando en cuenta su extension limitaslayulnerabilidad dificultad

para recuperarsademas déos miles de afios que requiere para formasdeha consideado

comoun recurso natural no rendua (Silva y Correa, 2009)Este recurso es utilizag@aramdultiples

fines como la agricultura, ganaderia, pastizales, extraccion de recursos minel@leatgria

prima para la construcci6Ademas el suelocomo talprovee varios servicios ambientales entre

los cuales se puede destacar que es el sustento de alimento para lasipit@sa nutrientes
conserva la materia organica de los restos de animales y vegetales, eslehidgbitat de una
variedad de microganismos importantes en las cadenas tréficas de los ecosistemas, estos y otros

factores hacen del suelo un elemento esencial para el desarrollo de(tawideoro, 2007)

Una de las actividades econémigag esta acabando con el suelo debids@desproporcionado

del mismoss la agricultura, los productores hacen un uso intensivo de plaguicidas y fertilizantes
yaque requieren producir mas y en menor tient@oto para la produccion de alimentasno

parala materia prima que forma parte destmncias quimicas, como es el caso de los
biocombustibles, esto s& reflejado en un ciclo sin fin dondseacaba con la fertilidad de los
suelos, para luego transformar superficies naturales como baspassenos en nuevos suelos
cultivables(silva y Gorrea, 2009) Esto ha ocasionado una crisis agricola cualha dificultado la
conservacion de los ecosistemas afectando la salud de las comunidades rurales y de las personas
de las areas urbanas que consumen los alimentos, el buscar incrementar {evigaatiatcorto

plazo dejando delado la sustentabilidad ecoldgica, ha dejado como consecuencia un
envenenamiento y contaminacién de los suelos, donde a nivel mundial el remedio termino siendo

peor que la enfermeda@elerto Rodriguez, et al., 2014)



Los plaguicidas se han transformado en uno de los principales contaminantes del amabiente, |
contaminacién ocasionada se da basicamente por la aplicacién directa a los cultivos, un mal
lavado de los tanques contenedores, residuos descargados o dispuesosleresptre otros, al
dispersarse en el ambiente se transforman en contaminantes de los sistemay bidititiass
amenazado su estabilidadpor esta razén mdltiples investigadohas mencionado que su uso

en la agricultura debe ser reducido o praubSanchez, 2000)En el suelq la aplicacionde
plaguicidasarbamatoscasionalegradaciones microbian@sierto Rodriguez, et al., 2014roducen
efectos perjudiciales gpxicoscomo la erosion, perdida de fertilidad, eutrofizacion, volatilidad,
resstencia quimica, desertificacion y compactacdiparedes, 2017)ademas, los productos de
transformacion son de gran relevancia para determinar los efectos sobre el acanerde
etilentiourea metabolitoque forma parte del mancozigneefects canceigenso el 1-Naftol el

cual al ingresar al agua tiene un efecto cardiotdéxico en especies {stheiaszet al, 2001)

Para la remediacién de los suelos contaminados existen varias alternativas de tigoifisicas,

que resultan ser costosas, ademas ciertas técnicas generan otros productos contaminantes
resultado de los procesos implementados que de igual forma deben ser tratados, por esta razén en
los dltimos afios se han desarrollado y aplicado técnicemmiiacion sostenible, a las cuales

se les ha denominado como tecnologias de biorremédidas cuales somenoscostosas y
destructivas del medio en comparacion con los tratamientos fisicos y quiquieaso J. , 2011)

La biorremediad@n aprovechda capacidad de los microorganismos para degradar compuestos
organicos, ya que estos ocupan los contaminantes como una fuente de energia en su metabolismo
y por ende disminuye las concentraciones presentes en las areas afectadas como pueden ser el
suelo yagua; los organismos utilizados pueden ser naturales o mejorados genéticamente para

ambientegspecificogDuran y Ladera, 2016)

La micorremediacio es una manera de realizar biorremediaai partir del uso de hongos, la

cual presente algunas ventajas swbrelas bacteriasesto debido a qumor su desarrollo micelial

tienen la capacidagenetrade mejor manerios sustratos, ademas de abarcar unrdésamplia

(Torres, 2017) Los hongos de la pudricién blanca de la madera son de los mas utilizados, p
presentar caracteristicaspecificasque les permiten remediar los suelos contaminados, en
especial los de la clase Basidiomicetmocidos por degradar la lignina de la madera, dentro de

las principales ventajas tenemos que toleran considerables concentraciones de contaminantes,
tienen la capacidad de desarrollarse en pH bajaehido a que requieren de sustratos
lignocelul6sicopara crecer, es posible implementar en las &reas afectadas sustratos de bajo costo

como el trigo y la avena, para mejorar el crecimiento, aumentando la degradacién de contaminante
(Quintero J. , 2011)



Pleurotus ostreatuss un hongo que dentro del gouge los que conforman los hongos de la
pudricion blanca, ha destacado por temermayor potencial para ser utilizado en técnicas de
biorremediadn, ya queformando partelel complejo multienzimético ligninolitico del hongo se
encuentra enzimas como lecasamisma que forma parte de begradacion de la lignina y de
compuestosimilaresa la faltade lignina peroxidasa y manganeso peroxisada, tiene la capacidad

de romper una gran variedad de enlaces, por lo tanto de degradar varios tipos de compuestos
organicos; en funciddelo antes expuesto la presente investigacion pretender evaluar la eficiencia
dePleurotus ostreatusn la biodegradacién de suelos contaminados con caraglighdo solo

y con sustratos de crecimientsiendo esta una alternatide biorremediadin que permita

disminuir las concentraciones del contaminante en los suelos afe@atas2017)

Justificacién de la investigacion

Los problemas que representa la contaminacion de los suelos por el excesivo uso de plaguicidas
para el ambiente y la salud al corto y mediano plazo son de consideracion, manifestandose
principalmente con la disminucion deu calidad, debido a que la acurmcion de los
contaminantes condiciona las caracteristicas fisicas, quimicas y microbiol6gicas de los mismos,
lo que a la postre reduce la fertilidad de los suelos y envés de solucionar el problema con las
plagas, este se incrementa por le resistenciagjae generan a los principios activos que tienen

los plaguicidas. Revertir los niveles de contaminacion registrados en los suelos por medios fisicos
0 quimicos resulta costoso, por lo que los agricultores optan por convertir areas naturales en
nuevas supécies cultivables, cuando los suelos que han estado utilizando pierden su
productividad, esto ocasiona que se intensifique otro grave problema que debe soportar el

ambiente que es el avance de la frontera agricola.

Tanto el suelo como el agaan recusos basicos requeridos para el desarrollo de las poblaciones,
por ende,su conservaciory recuperacion es importanpara garantizar un ambiente sano y
ecologicamente equilibradqor tal razén el presente trabajo investigativo se plantea como una
alterndiva ecolégica cuyo objetivo efeterminar la capacidad de degradacion de carbaryl por
parte dePleurotus ostreatusn muestras de sugloovenientes dplantaciones de platano y cacao

de lazona agricolaubicada en la parroquia Tres Cerritos, cantonjgseovincia del Orplugar
donde se hace un uso intensivo de piiguicida,estehong ha demostrado su eficiencia al
momento de reducir las altas concentraciones de contamif@otesotros tipos dglaguicidas

insecticidashidrocarburosmetales pesadpsntre otros, que se taegistrado tanto en el suelo



comoen el agua ademas se utilizaran -soistratos de crecimiento como el trigo y la avena,
mismos que por sus alto contenido nutricional serviran de alimento para el hongo, potenciando
su crecimientoy la capacidad enzimaticgor ende se obtendrd mayores porcentajes de
degradaciénjos resultados obtenidos permitiran generar a futuro planes de biorreiediaci
ambiental ecol6gicosy econdmicamente sustentables.

OBJETIVOS DE LA INVEST IGACION

General:

Evauarla eficiencia del hongBleurotus ostreatysn la biodegradacién de suelos contaminados

por el pesticidacarbaryl

Especificos:

9 Cuantificar la concentracion de carbaryl present@agmuestras de suelo

1 Calcular la capacidad akegradaciomel carbaryl presente en suglar accion dd’leurotus

ostreatus

1 Comparar laeficiencia degradativa deleurotus ostreatusnoculado endos sustratosle

crecimiento (trigo y avena)



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1.Plaguicidas

De acuerdo ala definicién planteada por I&AO un plaguicidaes una sustancia o una
conformacionde sustanciaguetienen como objetivo preveniisuprimir o realizarel controlde

plagas de cualquienvariedad dentro de los cuales se incluyen a los vectques propagan
enfermedades a los personas y animales, también las sustancias quimicas pueden sa& emplead
enanimales para controlarlos insectos quee encuentren en ambiente u organismademas

se les aplica a las especies no deseadas (plaatamnales), que causan dafos o pueden llegar a

dificultar la produccion, almacayje, proces o transporte de los aliment@samirezy Lascafia, 2001,
p. 68)

1.1.2.Clasificacion de los Plaguicidas

A los plaguicidas se los ktasificado tomando en consideron lossiguientes criteriasegun el
destino de su aplicacion, por el tipo de organismo a controlar, de acoelddopersistencia, de
acuerdo con la toxicidadie acuerdo con el grupo quimico o principio actimismos que se

describen @ontinuacion
1.1.2.1.Segun el destino de su aplicacién pueden clasificarse en:

De uso fitosanitario: se utiliza para la sanidad y el control vegetal
De uso ambiental: se usa para la limpieza de locales

De uso en higiene personal: aplicacion para el hombre

De uso ganadero: se usa en los animales

De uso doméstico: se utiliza en viviendas y locales

= =4 -4 -4 -—Aa A

De uso en la industria alimentaria: se utiliza en los tratamientos de maquinaria o productos
(Bartual & Berenguer, 1980, p..2)

1.1.2.2.Por el tipo de organisma controlar

En la tablal-1 se describen los tipos de plaguicidas en funeidas organismogue se va a

controlar



Tabla 1-1. Tipos de Plaguicidas

Tipo de Plaguicida Controla
Insecticida Insectos
Acaricida Acaros
Rodenticida roedores
Fungicida Hongos
Herbicida Plantas indeseableg
Rodenticida roedores

Garrapaticida Garrapatas
Nematicida Nematodos
Molusquicida Moluscos

Fuente: Gonzalez, (2011), p. 36

1.1.2.3.De acuerdo cota persistencia

Se refiere al tiempo que el plaguicida persiste en el suelo manteniendo su actividad biol6gica
(Tabla2-1). La vida media del plaguicidse refiere al lapso de tiemple degradacion que
transcurrepara queel 50% del plaguicidaestedesactivadolLos resultados de la persistencia
obedeceram la biodisponibilidad y ahivel de toxicidadque tenga cadplaguicida(Ramirezy

Lascafia, 2001, p. 69)

Tabla 2-1. Plaguicidas segun su persistencia en el ambiente

Persistencia Vida media Ejemplos
No persistente De 8 a 12 semanas | Malatién, diazinén, barilo, dimetrir
Moderadamente persistente De 1 a 18 meses Paratrién, lannate
Persistente De varios meses a 20 afi DDT, aldrin, dieldrin

o Elaborados a partir de mercurio,
Permanentes Indefinidamente

plomo arsénico

Fuente: Ramirezy Lascafia(2001), p. 69

1.1.2.4.De acuerdo coma toxicidad

SegunRamirez yLascafa, (2001), la toxicidad en |gaguicidas determinia peligrosidad de la

sustancia, segun la DL50 (dosis letal medidjeselas distintas categorias toxiq@sabla 31).



Tabla 3-1. Clasificacion de los plaguicidas segun su toxicidad en DL50 (mg/kg)

o ] Color de )
Clase Toxicidad Ejemplos pictograma
banda
I &
Clase Peligrosidad: o
Paration, dieltrin,
1A Extremadamente
-+
Clase ) ] i
B Peligrosidad: Alta Eldrin, doclorvos
Peligrosidad:
Clase Il DDT, clordano
Moderada
NOCIVO
Clase . i i By
" Peligrosidad: Ligera Malation
Clase Peligrosidad:Sin
v peligro

Fuente: Ramirez y Lascafia, (2001), p. 69

1.1.2.5.De acuerdo con ejrupo quimico o principio activo

En la tablad-1 se detallan los tipos de plaguicidas en funcion a su grupo quimico o principio

activo.

Tabla 4-1. Clasificacion de los plaguicidas segun la familia quimica

Familia quimica

Ejemplos

Organoclorados

DDT, aldrin, endosulfan, endrin

Derivados bipiridilos

Clormequat, diquat, paraquat

Derivados del acido

fenoxiacético

Dicloroprop, piclram, silvex

Derivados cloronitrofenolicos

DNOC, dinoterb, dinocap

Piretroides

Cypermetrin, fenvalerato, permetrin

Derivados de triazinas

Atrazine, amteryn, desmetryn, simazine

Compuestos organicos del

estafo

Cyhexatin,dowco, plictran

Tiocarbamatos

Ditiocarbamato, mancozeb, maneb

Organofosforados

Bromophos, diclorvos, malation




Carbamatos Carbaryl, methomyl, propoxur

Compuestos de origen botanico Rotenona, nicotina, aceite de canola

Arsénicopentoxido, obpa, fosfito de magnesi
. . cloruro de mercurio, arsenato de plomo,

Compuestos inorganicos ) ) ) )
bromuro de metilo, antimonio, mercurio selen

talio, fésforo blanco

Fuente: Ramirezy Lascafig2001)

1.1.3.Plaguicidas mas utilizados
1.1.3.1.0rganoclorados
Los organoclorados (€) soncompuestos arylheterociclicos o carbociclicos, poseen en su

estructura quimica la de los hidrocarburos cloraaimsmaticos(Figura 1-1), con un peso

molecular de 291 y 545 daltons, estos actian como insecticidas de contairtgestién.

C1
ol | .o cl Cl
O O N b
CI Cl C 1
oDT HCH
ol [&]
I
Cln
/ c
I 1
Canfenos clorados Toxalten

Figura 1-1. Insecticidas organoclorado

Fuente: Ferrer, (2003), p. 156

Tienen lacapacidad destabilizarse con la presencia de luz solar, aire, humedad, calor, y actividad
microbianapor lo que son muy persistentesausando contaminé@o en los suelos y aguas
subterraneas, por lo que se han prohibido el uso de algunos de estos plagoic&laapmento
solosonutilizados exclusivamente para la eliminacion de vectores transmisores de enfermedades
como eldengue ya malariala prindpal acciénde estos plaguicidas es como insecticida, aunque
también actian como, herbicidas y fungicidas, mismos que han sido usados a lo largo de la

historia, sinembargodebido a la persistencia y bioacumulacion sase va reduciendo en la



actualidad.Actuan en el sistemaervioso debida la ingestién o al contacto, los plaguicidas
organoclorados se concentran en el tejido adiposo y al nivel del sistema nervioso en donde

ejecutan su accion toxica, asimismo impiden que las células regpifen, 2003, p. 158)

1.1.3.2.0rganofosforados

Los organofosforados @) son aquellas sustancias que smmsideradasuy toxicas, las cuales

son solubles en grasas, estos plaguicidas pertenecen a diferentes familias como por ejemplo los
fosfatos, fosbrodiamidatos, fosfonatos, fosforoamidotioatoa, siendo algunas de ellas azufradas
(Hayes, 1991, p. 733)Se hancreado unmaproximae de 50.000 productos identificados con este

grupo, desddos afios 4@Figura 21).

Figura 2-1. Estructura quimica d

Paration

Fuente: Ferrer,(2003, p. 156

Debido a que son liposolubles tienen la capacidad de transferir de manera facil las barreras
biol6gicas (piel, mucosaspdemaspueden ingresar en el sistema nervioso central con gran
facilidad, este compuesto suele acumularse en el tejido adiposo producierdtoxinacion
retrasada debida que tard&n liberar sus componentgmr otrolado,debido a su volatilidad es
absorbido por el sistema respiratorio agnan facilidad. Estos plaguicidas son degradables
debido a queealizanreacciones de hidrdlisis em ambientelcalino el cual spuededar tanto

en la tierra como en liquidos biolGgicos, resultando para el ambienteun compuesto

moderadamente persistenten una alta toxicidad.



1.1.3.3.Carbamatos

Los carbamatoson sustancias organicas de sintesis las cuatkgigebandel acido carbamico
(carbamato de Metilo) (Figura3-1). Estos aparecieroa partir de la segunda guerra mundial,
donde principalmente lo utilizaron en la actividad militar (gases neurotéyigmsteriormente

tuvo un exteng usoen la agricultura.

Figura 3-1. Estructura quimica de |

carbamatos

Fuente: Ferrer,(2003, p. 156

Lasprincipales propiedades gpeseerios plaguicidagarbamatoson

1 En la estructura de lasarbonados Ry R2 (Figura 31) son H o metilo mismos que son

aplicados como insecticidas, pero existemtoscarbamatos que no ejecutan esta accién por

lo que se los utiliza como fungicidas o herbicidas, tienen una minima estabilidad quimica,

poseen alta toxicidad, no se acumularosrtdjidos, estas ungropiedad ventajosa que tiene
a diferencia de los plaguicidas organocloradlas. carbamatomhibende formareversible
la enzima acetilcolinesterggarmando parte dia sangrale manerénmediatay por lo tanto

sedistribuidoalos tejidos(Ferrer, 2003, p. 157)

1 Posee variadagacciones de degradaciondd metilaciénsulfoxidacion, hidroxilacionO-

de alquilaciénAlgunas investigacionedeterminaromue la hidroxilacion alifatica de las

cadenas alquilgeneransu trayecto preponderante de la biotransformacion oxidativa. Los

metabolitos de la Ultima etapa entre los que se encuentra el diéxidddao CO;), pueden
sersuprimidospor la respiracion, orina y lechardegrarseen los tejidos de los organismos
(Ferrer, 2003, p. 157).
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1 Los carbamatos herbicidaso tienenefectos toxicos distintivos o caracteristicos. Los
ditiocarbamatos utilizados como fungicidas, poseen un metabolito coméualfieo de
carbono o disulfuro de carboif6S), las dosis de 2 a 2Ggpresentan peligro a excepcion
del aldicarb, los carbamatos herbicidas poseen una baja toxicidad (DL 561@.000
mg/kg), las afectaciones son causas de sintomas digestivos no especificos y de dermatitis
bullosa €errer, 2003, p. 158)

1 Las intoxicaciors provocadas por carbamatos fungicidas producen vomitos, nduseas, dolor
abdominal y un ligero temblor de las manos y la lengua, también pueden presentarse irritacion
en la piel y las mucos&sowland, et al., 1998, p. 1445).

1.1.4.Contaminacion ambiental por el usde plaguicidasen el sector agricola.

Las acciones directas o indirectas de los plaguicidas pueden ocasionar diversossfestes,

agrupan en cuatro categorias:

1 Accidentes ydescuidos Para este grupo se tomaamsideraciota eliminacién de la flora
acuatica y de peces, debido a los vertidos accidentales, ligipierdos de envases y equipos
de plaguicidaguentes hidricas, al no ser realizados con la precaucion correspondiente.

1 Modificacién de la vida salvge. Esto es consecuencialdmal uso de un plaguicida

especifico, como por ejemplo los plaguicidas aplicados en el arroz y tratamientos de semillas.

1 Dafos producidos por los residuos de plaguicidasDentro de este grupo estas
plaguicidas que son lipokdoles los cuales somapaces de degradarse paulatinamente,
debido asuacumulacioren los tejidos grasos dalganismo, tambiéastan losidrosolubles

capaces deontaminar lasiguas subterraneas.

I Efectos indirectos Los tratamientos fitosanitarios edéan el medio ambiente, como por
ejemplo debido a la utilizacién geoductos paraontrolar malezas acuaticagproduce una
desoxigenacion del agua, siendo un grave peligro para los peces, jateoeliminacién
de malas hierbade latierra origna transformaciones en la vida natural del medio. Los
peligros queproducidosvan a depender de diversparametroscomo: las propiedades
toxicoldgicas del plaguicida,daepeticioney la dosis de aplicacion, el tipo de formulacion,
método que se utilzy el momento de la aplicacién, la capacidad de movilizaciéon y la

duracion deplaguicida Qavarro y Barba, 1995, pags18)
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1.1.5.Influencia del uso de plaguicidas.

Un factor que puede perjudicar de diferentes formasndiente, es el modite aplicacion el
plaguicida, ya que algunos compuestos con una alta toxicidad pueden no manifestarse en el
ambiente, siempre y cuando sean aplicados de manera correeta cieanerao se provoca

ningun dafo o efecto sobre los organismos que se encuentree bAbitat; existen también
productos con una baja toxicidqumkro que son muy persistentestospodranocasionar efectos
nocivos si estos son aplicadosn intensidae cuando se aplican dosisextremadamente altas

(Navarroy Barba, 1995, pag. 12)

La persistencia y bioaccesibilidad de los plaguicidas es influenciada por el tipo de formulacion
los plaguicidas tipo capsulas aumentan la persistencia en un compuestendieiis efectos
biol6gicos quesepodrian ocasionar, el método agicaciéntambiéninfluye en la extension del
cultivo, ya queno es lo mismo aplicar un tratamieetoareas extensds cultivos que aplick

a pequefias parcelas, asi como también los tratamientos aéreos sdalifemantesa los
tratamientos terrestr@Savarro & Baba, 1995, pag. 12)

El momento de aplicacion es muy esencial para eliminar pkgecificassin embargo,la
utilizacién de ciertos plaguicidas se realiza en determinadas tempasitgaiedegenerarun
riesgo o peligrale consideraciomara ciertasspecies benéficas como las abefessla dosis de
aplicacion es un factor importante ya que si se las aplica con demasiada frecuencia pueden

ocasionar que las plagasvaglvanresistentes al plaguicid®avarroy Barba, 1995)

1.1.6.Dinamica deplaguicidas en el suelo

Una de las causas de las alteraciones producidas en el ambiente @stehasmy sin control

delos plaguicidas, razén por la cual algunos gobiernos promuevesegeduzcarsuconsumo,
mediante la genec@n de normativagdrictas enla legislacion. Los elementos que se ven mas
afectados por la aplicacién de plaguicidas son: el suelo, la fauna, el agua, la flora y el ser humano.
En los afios 60 se manejaba la teoria de la capagsidaddepuradorde la tierramediante la

dilucién de contaminantes en aire, suelo y agua, pero actualmente esta teoria fue apartada debido
a que la naturaleza posee ciertos mecanismos parageodervar yoncentrar estos plaguicidas,

siendo estaina causa delesequilibrio ylas transformacionegcoldgicagNavarro & Barba, 1995,

pag. 14)

Para la aplicacion de tratamientos con plaguicidas existen distintas formas, ciertos tratamientos
se aplican en las partes aéreas de las plantas, donde el 50% del plaguicida se sitia en el suelo, lo

dificultoso de este métodes haceque la planta absorbexclusivamente dratamienod, esto
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aplica en elcaso de fungicidas, insecticidas y ciertos herbicidas. Mieguan el caso de
desinfectantes, nematicidas y otros herbicidas la aplicacion se la redlaandedirectaen el
suelo, obteniendta acumulacion de logroductos en grandes cantidaéesel suelgqNavarro &
Barba, 1995, pag. 15)

Al incorporarseen el suelo el plaguicida, este ingresa a un ecosistema dinamico en el cual se
moviliza y se degradairi’ situ", desplazandose manteniendo su estructura originatlemas

puedepreserdr un cierto nivel de degradacién en un determinado tiempo.
Se realizan tres etapas para la disipacion del funguicida del suelo:

1 Etapa 1Denominaddatenciala cual es una etapa de corta duragii@mdeel plaguicida

conserva una determinada concentracion.

1 Etapa 2.Donde se produce la disipacj@sta es una fase rapiela relacion cota total
desapariciéon dgllaguicida en etuelo.

1 Etapa 3.Esta etapae denomina dpersistenciaes la fase mas lenta y es expresada en

unidades de tiempo como afios, meses, déaas(Figura 41) (Navarro & Barba, 1995, pag.
16).

Latencia

Disipacion

Persistencia

Concentracion plaguicida

Tiempo

Figura 4-1. Cinética de la degradacién de plaguicide

el suelo

Fuente: Navarroy Barba (1995, pag. 16
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1.1.6.1.AdsorciénrDesorcion

Los parametrogjue determinael como aplicar logplaguicidas paraliminar o impedir el
crecimiento de plagas y su comportamiento como contaminante, son las caracteristicas
fisicoquimicasde la disolucién detuelo, dondda proporcidndel producto ema disolucion es
importante e influye en su comportamiento. El proceso de adseeidadebido a la atraccion

que hay entre una superficie sélida y una disolucion o vipoual se da comeesultado de la
interaccion de fuerzas que proceden de la supedal suelo (adsorbente) y de las moléculas o

iones deblaguicida(adsorbatp(Figura5-1) (Navarro & Barba, 1995, pag. 18)

epm— Y Adsorcion BER+8+8
+ - - + e e BoER 4
+ - | Coloide |- + R EE+® +@
+ ’ + Desorcion + B+ B+
+ - — -
e +

+ 4 4 4

B : Agua del suelo; + : Plaguicida

Figura 5-1. Proceso de adsorcion y desorcion
plaguicidas el suelo

Fuente: Navarro y Barba, 18995), pag. 18

La adsorcion de los plaguicidasr parte desuelotiene lugar pomedio de la interacciéon entre
las particulas del suelo y los plaguicidas, tabrazoénla superficie especifica y las propiedades
fisicoquimicasde las particulas del suelo constituyenpanametro a tener en cuentindela
fraccion coloidal humus y aillas cumple un rol primordial en el proceso. La adsorcion de
plaguicidaspor coloides del suelo puededificarsuactividad, degradacién y persistencia. Las
moléculas que son adsorbidas cuando los coloidegetienen, aumentau persistencia

conllevando a un riesgo de contaminacion del syedoarro & Barba, 1995, pags.-18)

1.1.6.2 Lixiviacion

La accién de la lluvia o los sistemas de riego de aguas son los causantes de la lixiviacion de
plaguicidas en el suelo lo cual es muy frecuente, y paaseurigine este proceso es esencial
que el plaguicida tenga usalubilidad adecuaden el agua. La movilizacion del plaguicida puede

gjecutarse ya sea asociado al agua o en disolucién, en suspension o emulsion. La extension del
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proceso va a depender ldenaturaleza del plaguicida aplicado, mée todade la capacidad de

adsorcion y de la estructura coloidal del sygtoarro & Barba, 1995, pag. 19)

1.1.6.3.Volatilizacién

La volatilizacién de los plaguicidas en el suelsuyesparcimienten elaire viene a ser una via
normal parasu supresiory dispersion La volatilizacion potencial tiene una analogia directa con
la presién de vapor, pero a pesar de aquello su efectiggtadcen funcidm la temperatura, el
potencial hidrogencel contenido en am, la naturaleza del plaguicida, la compaosicion coloidal

del suelo, la capacidad de adsorcion del suelo y el porcentaje de plaguicida en(shgtei@
Barba, 1995, pag. 20)

1.1.6.4.Absorcion por plantas

Muestran algunos estudios que varimstivos se han estableciden lugares tratados con
anterioridacconplaguicidashanabsorbidadel sueloresiduos de est@n proporciones variables,
esto se d&n funcion ddas propiedadesisicoquimicasdel compuesto que se han aplicado, las
condicionesclimatologicas,los tiposde suelo, el nivel de contaminacion y la naturaleza del

cultivo (Navarro & Barba, 1995, pag. 21)

1.1.6.5.Degradacién

El proceso que se encarga de la disipacién de los plaguicidas en el suelo es la degradacién o
también llamadaescomposicigna cual puede darse a través de tres proeasuxcichs COmo

la degradacién bioguimica, la degradacién biol6gicafgttadescomposician

La degradacion bioquimic@oderdiferenciar los procesoguimicos de los bioldgicos, resulta
dificultoso debido a questosmantenenunaestrechaelacion esto haceomplicadoestablecer
una independenci@&ntre ambos procesos, parda degradacion quimica se destrujes
microorganismos del suelo empleando técnicas de esterilizacattiazion loquea la postre
conlleva ague haya una variacion de otros sistemas cataliticosrgakproceso de degradacion
terminan siendinfluyentes. Es por ellpor o queambos tipos pueden conjugarse y se conocen

como degradacion bioquimi@aavarro & Barba, 199%4g. 21)

Las mutaciones que toleran los plaguicidas en el suelo pueden llegar a ser miéplesderan
no solo de las caracteristicas que puede poseer el plagsicatie la textura del suelo, humedad,
composicion coloidal, tipo de microorganismioa.cantidad denetabolitos que aparecen durante
el procesalegradativasonaltos esto en funciérala cantidad de plaguicidas con caracteristicas

especiales que sstén usanddas estructuras nuevas que se lleganielo hacenpor medio de
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polimerizaédn hacia las sustancias humicas del suelo, provocando la formacién de otros

compuestos de gran estabilidad (ligandos al $uglavarro & Barba, 1995, pag. 22)

1.1.6.6.Persistencia de plaguicidas

La propension de un compuesto a conservapatémetrogisicos, quimios y moleculagsse
denominacomo persistencjgaademas deconservarsus funciones en el medien el cual se
distribwyey traslada luego de saplicado en ehmbiente. La persistencia de los plaguicidas para
realizar un control de plagaseficaz erlos ciclos de los cultivogor lo que tienen gran impacto
positivoen lo queserefiereal areaagrondmica, a pesar de estetamente desde la perspectiva
ambiental es imprescindible tener conocimiento acerca de la degradac&stey asi poder

conocer y determinadmose acumula&n el agua y el suelSavarroy Barba, 1995, pp. 234)

1.2.Carbaryl

El ingrediente activo deCarbaryl es1-Baftil i N i metilcarbamato 80.00%a presentacion es

en un polvayue se puede diluir en agunose combinaonla cal azufradaplaguicidadiquidos,

caldo bordelés, ni otros plaguicidas de reaccién alcalina, este compuesto corresponde al grupo
guimico de los carbonataspera como ovicida en diversas especies de insa@bajacomo un
insedicida de accién por ingestién y contacto ya que tiene un efecto residual proloporatid

razénes altamente eficaz contra barrenadores, perforadores y gusanos defoliadores en un amplio
namero de cultivos. El producto mencionado na@@mnulaen la lebe ni en tejidos grasogor

estoes de gran beneficio en lo que respecta al tema de control de plagas en forrajes. Debido al
efecto de contacto que tiene, necealtarcar de formmaneraotal todadas areas que han sido

tratadas.

1.2.1.Plagas quecontrola

En la tablab-1 se detallan laslagasque pueden ser controladas €arbay!l.
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Tabla 5-1. Plagas controladas con carbaryl

Plagas Especies
Gusanos de las hojas Caligo sp. Opsiphanes tamarindi. Antichioris §gramidia sp.
Gusanos del cogollo del cacao Sylepta progorata
Gusanos del fruto Gymnandrosoma sp. Carmenta theobromae
Perforador de la fruta Stenoma catenifer.
Gusano tejedor Jocarasub curvalis
Coquito colapsis Maeolapsis musae
Gusano enrollador dela hoja Urbanus proteus

. Diphaulaca sp. Andrector sp. Epitrix spteirastoma sp.
Coquitos perforadores . i
Brachyomus sp. Diabrotica sp.

Polilla de la vainita Etiella zinkenella
Saltahojas verde de la caraota Empoasca kraemeri
Gusano del frijol Anticarsiagermnatalis
Mosquita del ovario Contarinia sorghicola
Gusano del jojoto Heliothis sp.
Gusano pelador Mocis sp.

Fuente: Agrosiembra, (2016), p. 1

1.22. Medidas de proteccion para el ambierteando se aplic&Carbaryl

Es fundamental impedia contaminacion de lagos, estanques v, fjasa esto se debe evitar el
contacto con residuos o envases vacios del producto, este es altamente toxico para las abejas,
pecesy crustaceos, no resulta ser toxico para los mamiféhoa vez que el pesticidayes
correctamente aplicado, dentro del resultado estd implicito que el proceso de disipacion se
manifiesta en un tiempo aproximado de 8 a 30 dias y por ende se lo cosidegaersistencia

baja. El pesticida puede bio concentrarse en moluscos, pligiiss acuaticas y peces, dentro de

lo que son las plantas terrestres cuando éstas absorben transportan el plaguicida a varios tejidos

antes de iniciar el metabolismo.

En cuanto al mecanismo de remocién en la atmdésfesiasestigpor la reaccion coel radical
hidroxilo (15 horas aproximadamente de vida media) y la precipitacion con lluvia y polvo.
través dda hidrolisis es fundamental que exista un mecanismo de expulsion, debido a que el
contaminante adquiere una vida media que puede ir de minutogaasetodo ello en funcion

de la temperatura, pH, y la concentracion inicial.
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1.23. Biodegradacion del Carbat en el ambiente

Varios parametrosnfluyen en la degradacion del Carbydy entrelos queintervienen estan la
temperatura, pH, cantidad de ewd organica, presencia o ausencia de oxigesmogues &
Garrigues, 1995, p. 125@n lo que respectl pH en aguas y suelas este ebasico el ppceso de
degradacién del Carbdrgs instantdneo a diferencia del pH neutro y &cido, varios estualios
corroborao que con un pH de 8.0 (alino) la degradacién de Carbhiy efectiian en 1.8 dias y
gue a pH neutro, la vida promedio es de 10.5@m@mgrd, 1991, p. 1)mientras que a un pH acido

el proceso se lleva a cabo a #08 diasLarkiny Day (1986 determinaromqueel promedio de

vida de la degradacion de Carldag el agua, llegaria a manifestarse hasta un periodo de tiempo

de cuatro afos.

Otros estudios comprobaron que en suelos y aguas con temperatura de 20°C con pH alcalino el
Carbayl se hidrolizafacilmentea 1-naftol, metilamina y diéxido de carbomurkin & King, 2008,

p. 1) Ademas)a degradacion del Carbdren el suelo y agua, puede facilitarse por efecto de la

luz o también conocido como foto degradacion. Siendo el mayor poodigttproceso antes
mencionadoel metabolito inaftol, queluego esfoto oxidado a zhidroxi-1,4-nafto-quinona
totalmente en medio basi@aontgomery, 2007, p. 620).

La cantidad de materia organica puede afectar la degradacion deylCardaos estudios
manifiestanque,ensuelos francarenosos, la vida promedio del casthas de aproximadamente

8 dias,pero en una investigacion de la degradacioén y biodisponibilidad de @ddsasuelos que
mantenian un alto porcentaje de materia organica y ademas un largo historial de la aplicacién, los

resultados arrojaron que el Carfdara parcialmente persistente en el sy&lmad, et al., 2004).

1.2.3.1.Rutas de la degradacion @arbaryl en plantas y animales

El Carbaryles desnaturalizado por parte de factores bioticos entre ellos estan: el metabolismo de
plantas, microorganismos, animales, cabe mencionar que el metabolismo que se efectia en
plantas y animales es muy parecido, ecpso de metabolizacién empieza por hidrélisis y por la
hidroxilacion del anillo, generando con este procedimiento un gran ndmero de metabolitos
encontrando el -haftol, 5,6dihidro-5,6-hidroxicarbaril, tnaftil-N-hidroximetilcarbaril, 4
hidroxicarbaril, 5-hidroxicarbaril (Lima , et al., 2010, p. 245)Estos metabolitos soportan
conjugacionescausando compuestasercapturados, sulfatos y lucorénidos, los compuestos
mencionados son solublesgye pueden ser eliminados por medio de la orina, dentro de los
animales los niveles elevados @Garbaryly el metabolito principal -haftol, se ubicaren la

sangre, cerebro, rifidn, higa@oshlukova y Reed, 2014)
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1.3.Biorremediacion

La palabra biorremediacién aparece a inicios de los afios 'S8@dprde ‘remediation”,
estableciendo el manejo de tecnologias de remedideidurincipiobiolégico concretadasn
determinarla capacidad microbiana para descomponer naturalmente ciertos contaminantes. La
biorremediacién se la puede mencionar como un procesdemgepor objetivo primordial el
detoxificar y descontaminar los componentes quimicos por medio de la actividad de los seres
vivos. Las técnicas de biodegradacion, degradacién o ruptura de contaminantes quimicos se la
conocencomo biorremediaciértuando enos procesos se incluyemicroorganismos aoo

hongos filamentosos, bacterias y levaduras, enzimas y plantas,edprestso se generan

compuestos que posegnaagresividad totalmente baganel ambiente(Gomez, 2004)

La biorremediacion puede ser: etusd in sity en el procesax situ el material contaminado es
transportado hacia otro destino para qué empiece el proceso de degraadmairemediacion

in situ se encarga en ejecutar el tratamiento del material contaminado en dwgemeducido

el impacto ambientain necesidad de ser trasladado a un sitio diferehpepocessedesarrolla

en suelos profundos pagiae se pueda asimilar los productos generadi@zsdkescomposiciones
de los contaminantegstos pueden sepetréleo, derivadodritosanitariosagricolas, aceites y
algunos compuestos organicos que $mtogenadosademas se incluye los procesos de
descontaminacién de areas contaminadasmaiales pesado§&émez, 2004)

1.31. Degradacion deplaguicidasmediantehongos de lgudricion blanca de lamadera

A partir de los afiloschentase propus@ manep de loshongos de la pudricién blanca como una
opcion a ser implementada en process biorremediaciénen suelos que se hagido
contaminade con plaguicidasgstos hongos caoesponden a la cladgasidiomicetey se los
conoce por la destreza que tienen para descomponer la lignina de la roapacas dsoportar

las elevadas concentracionedakecontaminantey tienen una capacidad alta para desarrollarse

a bajos valores deH, otra caracteristica de importancigue poseen es quéebido ala
ramificacion de las hifagstasyudarian a alcanzar contaminantes ubicados en el suelo que estan
fuera del alcance de otros organismos, para un correcto crecimiento y desarrollessnaiple
sustratos lignocelulésicos como carrozo de maiz o paja de trigo, la viruta de madera, con el fin

de ayudam sucrecimiento ypor ende da descomposicion de los contaminaresr & Steven,
1994, p. 85)

Estosson de facil manipulacion y divo ademas sus micelios se ahondarforma decapas de
sustratos, pese a que se precisa realizar una adaptacién a los contaminantes y al medio para que

logren descomponerlos, posda capacidad de beneficiarse de los plaguicidas como foco de
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nutrientes(Coello , 2011, p. 17)Dentro de la naturaleza hallamos hongos que son Utiles para la
biodegradaciéon de plaguicidas y sdPleurotus ostreatus, Cyahthus bulleri, Fusarium sp,
Aspergillius, Mucor circinelloides, Penicillium janthinellum Phanerochaete dardi
Phanerochaete chrysosporiuriirametes versicolor, Trichoderma harzianum, Trichoderma

viridae (Stamatiu, 2013, p. 32)

1.31.1. Pleurotus ostreatus

Denominado comeel hongoostrg Pleurotus sp (Tabla 61), es un hongo saprofito muy
comercializado y conocido a nivel mundidl,hongo forma parte del grupo mEminadode la
pudricién blanca de la madenana de la principales caracteristicas esistemaenzimdico,
produce las enzimabgnocelulésicas ds amiales sonempleads para labiorremediacion los
hongos ostra&recensobre residuos agricolas como la soya, bagazo de cafa de azucar o paja,
ademas también posee un poteraita para desarrollarse y mineralizar sobre restos industriales
como, bagazo deanzana, té o sustratos no convencionales que posean hemicelulosa, lignina y

celulosa como las hojas secas de alaypadhyay, et al., 2006, pag. 3)

Tabla 6-1. Taxonomia del hongBleurotus Ostreatus

Reino Fungi
Division Basidiomycotina
Clase Homobacidiomicete
Subclase Hymenomicete
Orden Agaricales
Familia Tricholomataceae
Género Pleurotus
Especie ostreatus

Fuente: Sanche Royse (2002

1.31.1.1.Morfologia de Pleurotusstreatus

Posee una superficie lisa que es convexa cuando la seta es joven, que luego se va aplanando de a
poco, ademas tiene un sombrerillo redondeado. El diametro puede variar de 5 a 15 cm, esto va en
funcion de la edad del hongo. La coloracion es mudable puddsde los tonos grises pardos o

grises claros y a través del tiempo logra una coloracién amarillenta, la cuticula es humeda y fina

contiene una depresion en el lugar donde se inserta(ekpi@sillay Sanchez, 2003, pag. 6)
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Las lAminasubicadasen lazonainferior seextiendena lo largo del piepueden sebifurcadas
hacia el piecuantiosas y finas, curvadas y estrechdemas déener unaoloracionblancuza
0 grisace, en dichaslaminasse establecerias esporasuyo objetivo eda reproduccion déa
especie dichasesporas sode tamafio pequefioblongas, semi cilindrica&l pie reducidoes
corto,apenagiurode colorblanqueano, el crecimiento Idvacede maneraaisladahorizontal oa
su vezpuedenllegar acreceren conjuntoestableciendo estanterias laterales sobrepuestias
parte lateral del tronco de l@sboles(Figura6-1). La carne de la setéene una coloracion
blanquecinaconunolor ligeramentduerte, suaveal inicio y despuédlanda(Hermosillay Sanchez,

2003 p. 6)

Sy\brero

Laminillas?3

Figura 6-1. Morfologia de Pleurotu

Ostreatus

Fuente: Jay, s.f(2010)

1.31.1.2. Mecanismos dbéiodegradacion

Principalmente se conoce tres mecanismos enzimaticos que los hogos de la pudricion utilizan

para descomponer contaminardesbientales, uno reductivo y dos de tipo oxidativo:

i Sistema de degradacion de la ligninateesistema realizataques oxidativos a moléculas
organicasa travésde radicales libres que son formados por las enzimas ligninoliticas
peroxidasas

1 fase | del metabolismo: es una unidad oxidativa dentfan en accidias enzimas citocromo
P-450 monooxigenasas

9 fase Il del metabolismas un conglomeradenzimas que se encargan de que las reacciones

de conjugacion se apresuren provocando la disndinute contaminantes.
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Los tres mecanismos pueden descomponer o generar cambios en los contaminantes sin que haya
la posibilidad de que sean utilizados como sustratos para su desarrollo espumriesgueel
proceso de descomposicion se lo hace por tadyoksmo.

1.31.1.2.1. Enzimas que forman parte de los mecanismos de biodegradacion

i Lacasas Estasenzimasconformanel sistema enzimatico ligniritico generadopor los
hongos de la podredumbre blaneste esin fenol oxidasa cdarmado porcobre que oxida
anillos de ligninasin la presencide Lip, tienenun conjuntoN-glicosilato queposeeen su
arreglodos monosacaridos: Manosa yaldetilglucosaminasumado aadenas glicddicas
unidasal O y el N (call y Mucke, 1997)Para unproceso eicticoel pH del medio puede
encontrasteentre 3 a 7, con urpromediode 4.5en el cual tendré&stdilidad con una
temperatura de 37 °@urante5 diascomo minimgGayosso, et al., 2007)

1 Manganeso Peroxidasas€sta esina hemo proteina queomuevea oxidacion de Mt? a
Mn*3 en presencia deeréxido (HO,), su potencialde oxidaciénes a fin solopara la
absorcion deslectrones deonformacionfendlica, el Mri® es quelado pomuchosécidos
organicos como glicolat@ue tiene la capacidate oxidarmultiplescompuestos fenélicos
(Gayosso, 2004)Con altos porcentajete manganeso generaunadesactivaciome la enzima,
por la pralucciénde abundantesantidades de peréxido de hidrogeno gaeanlos ciclos
catalitics de la enzimaperjudicandda cantidad de biomag&roducida por el hongg el

desarrollomicelial del mismaGoémez, et al., 2005)

1 Lignina peroxidasas.Fuela primera enzima erevelasey es parecida otras peroxidasas
debido a que estan conformadas @logrupo hemo férricoau funcionamiento lo realiza
partir dela via catalitican la cual eLip es oxidad por HO,, generandain intermediarial
gue le faltaelectrones, esteegresaa su estadmormal de quietudinicial por a travésde
oxidacionegque se dan posteriormentes una glicoproteina monomeérjda cual posee el
11% de carbohidratos, su @ficienteesta en el rango de5a 3, catalizando la oxidacién de
la lignina y compuestogue posean formaciones similagegsta, la lignina peroxidasa por
sintesis endogende peroxidotiene la capacidadie oxidar compuestos aromaticos no
fendlicos y cliva cadenas laterales de aril propano y enlacesrdg&viniendoel anillo

aromatico e hidroxilandol@ullen, 1997)
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CAPITULO I

2. METODOLOGI A

2.1 Zona de estudio

La presente investigaci@e realizéen la parroquia Tres Cerritos, cantdén Pasaje, Provincia del
Oro

2.1.1Lugar de la investigacion

Las muestrade suelo fueron obtenidasldglantacion de platano, peocesaromnellaboratorio

de biotecnologia de la Facultad de Ciendias analisisde la concentracion de carbaryl en las
muestras de suelo sealiz6en elCentro de Soluciones Analiticas Integrales Centrocesal Cia.
LTDA ubicado en la ciudad de Quito.

2.2 Tipo de investigacion

El presente trabajo investigativo es de tgpgerimental ya que se descoada capacidad de
biodegradacion decarbaryl por accién dé€leurotusostreatussolo y con dossustratos de
crecimientg explicativaya que seanalizécémo la adicion de un sustrato influye en la capacidad

biodegradativa del hongo.

2.2.1ldentificacién de variableg hipétesis
2.2.1.1Variables
2.2.1.1.1Variabledependiente
Concentracién de carbaryl en el suelo
3.2.1.1 Xariableindependiente

Sustratogle Crecimiento (Avenay Trigo)
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pH
humedad

Temperatura

2.2.1.2Hipétesis

2.2.1.2.1HipdétesisAlternane

El uso de un sustrato de crecimiento glearotus ostreatusiejora el porcentaje de degradacién

del carbaryl presente en el suelo.
2.2.1.2.2Hipd6tesisNula

El uso de un sustrato de crecimiento pBtaurotus ostreatusmio mejora el porcentaje de

degradacién del carbaryl presente en el suelo.

2.2.2Disefoexperimental

Se compad la capacidad biodegradativa Beeurotus ostreatuen tres formaselaplicacion, en

la primera sesembréel hongo directamente en el suelo, para el segseidoculd el micelio del

hongo en un sustrato de crecimiento que fue trigo y para el tercero el sustrat@vfeea,
posteriormente se procedié con la aplicacion de los sustratos en elcen@minado, se
determiné si existen diferencias significativas entre las capacidades biodegradativas de los tres

tratamientos

2.2.2.1Tipode disefio

Seutilizé un diseidDCA (Diseflo Completamente al Azar), el cualawlizécon un ANOVA

se implementi la prueba de Tukey para la separacién de medias.
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A continuacion, se detalla la distribucion del disefio experimental.

Disefio/ (Tabla 1-2)
Tratamiento§ Nomenclatura =T

I T1=Pleurotus ostreatus
1 T2=Pleurotus ostreatus Avena

I T3 =Pleurotus ostreatus Trigo

Repeticiones / Nomenclatura * - Seimplementarorires repeticiones

Tabla 1-2. Disefio Completamente al Azar

Tratamiento rl r2 r3
T1 Tirl T1r2 T1r3
T2 T2rl T2r2 T2r3
T3 T3rl T3r2 T3r3

Elaborado por: Tobar, L. (2018)

25




2.2.3Esquemadel proceso

Muestreo del suelo Obtencion del micelio de
contaminado Pleurotus ostreatus
[ |
Obtencion de las submuestdes Preparacion del medio de cultiv
suelo y muestra general Agar Sabouraud
Almacenamiento y transportel Inoculacion del medio de cultivo con
de las muestras inéculo dePleurotus ostreatus
Andlisis de la concentracion Incubacion dePleurotus
del Carbaryl en el suelo ostreatus

Colonizacion déPleurotus
ostreatusen semillas de trigo |
avena

Preparacion del suelo para la fase experimental

Preparacion y pesaje del suelo a ser tratado

|
Inoculacién del suelo contaminado deleurotus ostreatus

Proceso de fructificacion d&leurotus ostreatus

Calculodel porcentaje de degradacion y andlisis
estadistico

Grafico 1-2. Esquema del proceso

Elaborado por: Tobar, L. (2018)
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2.2.3.1Procedimientos

2.2.3.1.1 Muestreo desuelo contaminado

Para la toma de muesdrde suelo eal terrencseutilizé la metodologia zigza@puscando abarcar

toda la superficie del terreno, como fecomienda ellnstituto Nacional Auténomo de
Investigacién Agropecuaria, se tomaron un total de 20 submuestras ya que el &rea de estudio no
era mayor a 5 hectare@dhllAP, 2006)

La obtencién de las submuestrageaizécon una pala de desfonde, pasala submuestra se
recolect aproximadamente 1 kg de suelo y se almacenaron en fundas platidas, 20
submuestras se seleccionaron tres para el analisis inicial de la concentracion de carbaryl, una al
inicio, a la mitad y al final del terreno, estagbaacenaron en una funda ziplocgsau transporte

al laboratorio.

Con las submuestras restars® obtuvo unanuestrageneral para estdas submuestras se
colocaron en un saco de yute y con la ayuda de la pala se procedié a homogenizar, lamisma
muesra general sedepositéen recipientes esterilizados para la posterior implementacion de los
tratamientos establecidos en la presente investigacion.

2.2.3.1.2 Analisis de la concentracién de carbaryl en el suelo.

El analisis de la concentracion de carbaiy el suelo, tanto de la muestra inicial como de los
tratamientos se realib en los laboratorios deCentro de Soluciones Analiticas Integrales
Centrocesal Cia. LTDAle la ciudad de Quiten base aromatografia liquida de alta resolucion

(HPLC).

2.23.1.3.0btencion de micelio deleurotus ostreatus

El miceliodel hongase obtuvo a partir de semillas de trigo colonizadadpmrrotus ostreatys

segurel procedimient@uese detalla a continuacion

Se preparé 150 mL de medio Aggabouraud Dextroste la casa comerciBlifco ™ (Fotografia
1-2).
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Fotografia 1-2. Preparacion del medio de cultivo

Elaborado por: Tobar, L. (2018)

El medio de cultivoy las cajadPetri(10) seesterilizarorenautoclavea 121 °C,durantel5 min
bajo una presion de 15 psiPosterior al proceso dauto clavadp se afadié 75uL de
bencilpenicilina (antibiéticoal mediode cultivopara evitar el crecimiento de bacteriademas
se regub el pH del medio a 6,&onsiderando qules valoresecomendadopara elcrecimiento
dePleurotus ostreatusstarentre 4.0 y 7.0siendo eFangomas idéneo entrg.0 y 6.5(Sanchez y

Royse 2007 (Fotografia 22).

¢ Gan
Fotografia 2-2. Preparacién de las cajas petri cc

medio de cultivo

Elaborado por: Tobar, L.(2018)

Una vez solidificado el medide cultivo, cada caja Petri fue dividida en cuatro cuadrantes y en la

parte central de cada cuadrante se inoculé una semilla de trigo colonizada por micelio de
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Pleurotus ostreatugFotografia3-2), finalmente las caja®etri se incubaron @8 °C por

aproximadamente ldias(Fotografia 42) (Rojas, et al., 2010)

T, . 3 2
Fotografia 3-2. Inoculacién de los medios
cultivo conPleurotus ostreatus

Elaborado por: Tobar, L. (2018)

Fotografia 4-2. Incubacion dé°leurotus ostreatus

Elaborado por: Tobar, L. (2018)

Durante el periodo de incubacion las cajas fueevisadasada 12 horason el fin de descartar

la presencia de contaminacion.

2.2.3.1.4Colonizaciéonde Pleurotus ostreatusnsemillas de trigy avena

Los granos de trigo y avena fueron limpiadesiorma manualposteriormente se laroncon
abundanteagua Con el fin de alcanzar la humedad adecuaal@ el desarrollo del hongios
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sustratogueron remojadopor un lapso de 24 horas, pasado este tiempo antes de escurrir el agua
residual s verificd qie el pH sea de 6.00s sustratese colocaron en una solucidabenomyl
al 0.02 %durante 10 minutqoara desinfectar las semilkase escurrié de forma exhaustiva.

Con los sustratos tratados se llenaron las tres cudetasm envasee vidrio de bocaancha
previamente desinfectagdconetanolal 70%. Losnvasegueron sellados para sauto clavados
a 121 °C, durante 15 minutos, a una presion de 1Fpgigrafiab-2).

Fotografia 5-2. Auto clave de Ic

sustratos derecimiento

Elaborado por: Tobar, L. (2018)

En la cAmara de flujo laminar se procedidnacular partedd micelio dePleurotus ostreatus
previamente colonizado en Agar SabourBedtrosa en las semillagsinfectadgen presencia

deun mechero de alcohatilizando unazaestéril(Fotografiab-2).
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Fotografia 6-2. Inoculacién de los sustratos

crecimientos cofPleurotus ostreatus

Elaborado por: Tobar, L. (2018)

Cada recipiente fue sellado con papel aluminio y se procedié a su incub28iGrpar un tiempo
de 10 a 1Hias,hasta quesl micelio del hongaolonice completamenteok sustratos y estos
tengan una coloracion blanquecif@tografiar-2).

Fotografia 7-2. Incubacion d

los medios de crecimiento ¢

Pleurotus ostreatus

Elaborado por: Tobar, L. (2018)
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2.2.3.15. Preparacion del suelo

Se colo6 3 kg de suel@n nueve recipientes géasticopreviamente desinfectados con etanol al
70%.Para el primer tratamiento donde se iné@llsuelo solo coRleurotus ostreatuseutilizé

la metodologia descrita pdorres, (2017)donde para lo8 kilogramos de suelo que representan
las tres repeticiones, gamaron8 cajas petri y seealizéun raspado de la superfidigie se mezcld
en 1600 ml de agua destiladal envase donde sealizéla mezcla se agithasta homogenizar la
soluciony con la ayuda de un aspersor se @pdin cada caja aproximadameidfés ml de la
solucion Finalmente,con unaespatula esterilizada se homogéné suelo,repitiendo ede

procalimientotresvecespor semandGrafico8-2).

Fotografia 8-2. Preparacion d

tratamiento % Pleurotus ostreatus

Elaborado por: Tobar, L. (2018)

Paralos tratamients 2 y 3 se colocaron300 g de los sustratosolonizaads con Pleurotus
ostreatusen cada cajaomo lo recomiend&imbafia, (2016)juien sefialgue se debediciorar
el 10% del sustrato colonizado fmcion alpeso del suelo a ser tratadmpe para la presente

investigacion es deékg. Para obtener una mezcla homogénea, se procedi6 a disgregar las semillas

colonizadas déormamanual utilizandguantes de latex estérildzaralos tres tratamientose

considerda humedad del suelo de manera que el hongo tenga las condiciones adecuadas para

desarrollarséFotografia 92).
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Fotografia 9-2. Preparacion del tratamiento- Pleurotus ostreatusAvena \

el tratamiento 3 Pleurotus ostreatus Trigo

Elaborado por: Tobar, L. (2018)

2.2.3.16. Proceso de fructificacion d&leurotus ostreatus

El fructificaciéndePleurotus ostreatusonst de dos etapas:

Primera Etapa: Los recipientes de plastico que conterdbsuelo y las semillas colonizadas con
Pleurotus ostreatusueron recubiertas con bolsas de plastico de color negro, después fueron
colocadasen condicions de oscuridad ya una temperatura de 25°C. Los recipientes se
mantuvieron bajo dichas condiciones hasta que el micelio del hongo haya colonizado
mayoritariamente el sustrato. La etapa tuvo una duracién de 1(F-diagrafia 1€R).

Fotografia 10-2. Primera etapa ¢

desarrollo dd°leurotus ostreatus

Elaborado por: Tobar, L. (2018)
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Segunda EtapaSe retit la envoltura y 8 las expuso a periodos de teZ12 horas y se mantuvo
una humedad constante mediante la aspersion de agua.

2.2.3.17. Evaluacion de la eficiencia d®eurotus ostreatusn la biodegradacion de carbaryl
Seevaludla eficiencia dePleurotus ostreatua partir del célculo del porcentaje de degradacion,

paralo cualse compard la concentracion inicial y final dafbaryl en los tratamientos ctan

siguiente ecuacioonge et al., 2009)

POMQQ BOOMBI & di—eré *100

(Ecuacion 1)
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CAPITULO I

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Desarrollo de Pleurotus ostreatus

Transcurridos 5 dias de imoculacion ddas semillas de coRleurotus ostreatugn el medio
Agar Sabouraud Dextrosa, @eservda presencia del micelio del hongo dentro de las cajas petri,
decolor blanquecino y forma algodonggatecoloniz6cada una de las semillas que se calon

en las cajas, ademas naregistrola presencia de contaminan{€stografial-3).

Fotografia 1-3. Semillas rodeadas

micelio blanquecino

Elaborado por: Tobar, L. (2018)

Transcurrido el décimo dia después de la inocula@ébsenarondos variantes de crecimiento:

la primera fueun micelio algodonosade una gran densidadnanifestandgor un abundante
crecimiento en los alrededores de las semillas, zonas cercanas y sobres estas, la segunda variante
presentGambiéncaracteristicas alglonosas y blanquecinas, pero en contraposicion a la primera
variante esta tuvo un desarrollo y una densidador En el envés de la caja se observé como el
micelio se genera de forma exclusiva desde la semilla colocada inicialmente, de esta forma se
ratificé que no existioé ningun tipo de contaminadilbimante el proceso de cultivo, al igual que la

parte superior de la cajadaloracionfue uniforme y blanquecin& ¢tografia2-3).
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Fotografia 2-3. Desarrollo dé”leurotis ostreatu

a los 10 dias de inoculado en el medio de cu

Elaborado por: Tobar, L. (2018)

La adicion de los sustratos de crecimiento se realizé al quinceavo dia, donde el crecimiento del
micelio fueabundante y de alta densidadbriendcen su totalidad y de manera uniforme toda la
superficie del medio de cultivo

3.2.Desarrollo dePleurotus ostratusen los sustratos de crecimiento (Trigo y Avena)

A los quincedias de haber inoculado el trigo con el micelidPtlurotus ostreatuse observé
una colonizacion completa del sustrato, todos los frascos de crecimiento presentaron las mismas
caracteristias Llegado a este punto los frascos se mantuvieron en refrigepacgddisminuir el

crecimiento y desarrollo hasta su implementacion en el suelo contar(fmadgrafia3-3).
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Fotografia 3-3. Desarrollo dePleurotus ostreatus los
15 dias de inoculado en el sustrato de crecimiento (°

Elaborado por: Tobar, L. (2018)

Con lo que respecta a la avena, el sustrato presento una colonizacién completa ded logcelio
18 dias de la inoculaci¢los parametros de luz y humedad fueron controlados de manera estricta
(Fotografiad-3).

Fotografia 4-3. Desarrollo d

Pleurotus ostreatua los 18 dias ¢
inoculado en el sustrato

crecimiento (Avena)

Elaborado por: Tobar, L. (2018)
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3.3.Concentracion inicial de carbaryl enlas muestras desuelo

Las concentraciones de carbagyhluadagnlas tres muestras del suglegistraron valores que
se encontraroen un rango déos 8105 mg/Kg a los 8115 mg/Kg (Gréfico 1-3), esto es un

indicativodeque el nivel de contaminacion en el suelomformeentoda el area de evaluacion

La contaminacion se debe a las diversas fumigaciones con agroquimicos que se hace en esta zona

agricola.

9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

8109,8 8104,3 8111,7

Concentracion mg/Kg

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Muestras de Suelo

Grafico 1-3. Concentracién de carbaryl en las muestras de suelo

Elaborado por: Tobar, L. (2018)

El calculo del coeficiente de variacion fue @80047 valor que indicd que las concentraciones
registradas son homogéneas, por esta razon para los calculos mssteridilizo la media de
estos valores que es de 8108.6 mg/Kg como valor referencial para latcacicainicial del

carbaryl en el suelo (Tabia3).
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Tabla 1-3. Coeficiente de variacion y media aritméticdaemuestrade suelo

Muestras de Suelo Concentracion
Muestra 1 8109.8 mg/Kg
Muestra 2 8104.3 mg/Kg
Muestra 3 8111.7 mg/Kg

Media 8108.6 mg/Kg
Estadistica
Desviacion Estandar 3.84
Coeficiente de Variacion 0.0004

Elaborado por: Tobar, L. (2018)

3.4.Desarrollo dePleurotus ostreatusiplicado en el suelo contaminado

3.4.1.Tratamiento 1i Pleurotus ostreatus

El tiempo transcurrido desde la inoculacién del suelo hasta la formacion del cuerpo fructifero fue
de 40dias La primera etapa requirié de 19 dihastaobservargue el micelio presente da
superficiedel suelo ya no aumenéh densidad ni en cober@duExpuestalas cajasa la luz solar
pasaron alrededae 12 diahastaobsenarlos primordios en la gerficie se contabilizaron un

total decinco(Fotografias-3)

Fotografia 5-3. Desarrollo de los primordios a los 12 dia
la aplicacion de Pleurotus ostreatussin sustrato

crecimiento

Elaborado por: Tobar, L. (2018)
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