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RESUMEN

El objetivo de determinar una dosificacién de Trichoderma spp para tratamiento de suelos
contaminados con Piretroides (Cypermetrina y Deltametrina), experimento que se desarroll6 en
la parroquia Huachi Grande, canton Ambato, provincial de Tungurahua. La fase inicial consistio
en la Localizacion y Georreferenciacion del cultivo de fresa. En la fase de laboratorio se realizd
la reproduccion a partir de un producto comercial (TricoFert) que contenia 4 cepas de
Trichoderma spp. (Trichoderma harzianum, Trichoderma hamatum, Trichoderma sp vy
Trichoderma koningii), se realizaron los analisis fisicoquimicos y bioldgicos para caracterizar el
suelo, y se determiné su influencia en el crecimiento de las cepas de Trichoderma en el suelo
durante el tratamiento. En el ensayo se empled un disefio transversal, experimental basado en
un DCA con 5 repeticiones y 4 tratamientos, TO (testigo); T1 (suelo+ piretroide+ 2,5ml/L
Trichoderma spp.); T2 (suelo+ piretroide+ 5ml/L Trichoderma spp.); T3 (suelo+ piretroide+
10ml/L Trichoderma spp.), para la cuantificacién y la realizacion de los analisis estadisticos, se
obtuvo el porcentaje de remocién a partir de la comparacion de las concentraciones iniciales y
las concentraciones finales de los piretroides en el suelo. La variable estudiada fue la
degradacién de piretroides por parte Trichoderma spp expresada en Porcentaje de remocién del
contaminante, mediante la toma muestras en cada unidad experimental se determiné que el
Tratamiento T1 obtuvo el mejor Porcentaje de remocién de la Cypermetrina fue de 29,07%,
mientras que de la Deltametrina fue de 35,26 %, resultando como el mejor tratamiento debido a
la actividad enzimatica de la difenil-dioxigeno oxidoreductasas, a pesar de la escases de
nutrientes en el suelo. Se recomienda realizar el tratamiento de suelo contaminados con
Piretroides con cepas Trichoderma spp, pero controlando la intervencion de las variables:
Precipitacion, pH, Temperatura, Cantidad Materia Organica y nutriente, misma que influyen en

el crecimiento de las cepas en suelo.

Palabras claves: <BIOTECNOLOGIA, PROTECCION AMBIENTAL,
MICORREMEDIACION>, <BIORREMEDIACION>, <HONGO (Trichoderma Spp)>,
<CYPERMETRINA>, <DELTAMETRINA>, <PIRETROIDES>.
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ABSTRACT

The following investigation's objective was to determine a dosage of Trichoderma spp for
treatment of soils contaminated with Pyrethroids (Cypermethrin and Deltamethrin), the
experiment that was developed in the Huachi Grande, canton Ambato, Tungurahua province.
The initial phase consisted of mla Location and Georeference of strawberry cultivation. In the
laboratory stage, reproduction was carried out from a commercial product (TricoFert)
containing 4 cepas of Trichoderma spp. (Trichoderma harzianum, Trichoderma hamatum,
Trichoderma sp and Trichoderma Koningii), physicochemical and biological analyzes were
carried out to characterize the soil, and determined its influence on the growth of the Cepas
Trichoderma in the soil during the treatment. In the trial, a transverse, experimental design
based on a DCA with 5 repetitions and 4 treatments, TO (control) was used; T1 (soil +
pyrethroid + 2.5ml / L Trichoderma spp.); T2 (soil + pyrethroid + 5ml / L Trichoderma spp); T3
(soil + pyrethroid + 10m1L Trichoderma spp.), For the quantification and the realization of the
statistical analyzes, the percentage of removal was obtained from the comparison of the initial
concentrations and the final concentrations of the pyrethroids in the soil. The variable studied
was the degradation of pyrethroids by Trichoderma spp expressed in Percentage of removal of
the contaminant, by taking samples in each experimental unit it was determined that Treatment
T1 obtained the best Percentage of removal of Cypermethrin was 29.07% while that of
Deltamethrin was 35.26%, as the best treatment due to the enzymatic activity of diphenyl-
dioxygen oxidoreductases, despite the lack of nutrients in the soil. It is recommended to carry
out the treatment of soil contaminated with Pyrethroids with Trichoderma spp cepas, but
controlling the intervention of the variables: Precipitation, pH, Temperature, Quantity Organic

matter and nutrient, which influence the growth of the cepas in soil.

Keywords: <BIOTECHNOLOGY, ENVIRONMENTAL PROTECTION,
" Spp)>,

MIORREMEDICION, BIORREMEDITION>, <HONGO
<CYPERMETHRIN>, <DELTAMETHRIN>, <PYRETHROIDS>.
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INTRODUCCION

La agricultura es la base de la produccion de alimentos a nivel mundial, En Sudamérica las
exportaciones de alimentos hacia Norteamérica y Europa, han generado una alta demanda de
cultivo de frutales generado asi la dependencia de monocultivos. En esos mercados, las
exigencias de calidad sobre los productos son muy alta, por lo que los agricultores necesitan
eliminar las plagas de sus cultivos; En las ultimas décadas se han utilizado pesticidas y
fertilizantes quimicos para controlar plagas, debido a su alta permanencia en el suelo y en el agua
estan ocasionando impactos negativos en los ecosistemas, su interaccién directa con la sociedad
esta ocasionando problemas de Salud. Segun (Gliessman-Stephen, 2002, p. 340), la prevencién

ambiental es fundamental en la agricultura.

El Ecuador es considerado como uno de los paises mas agricolas de la region gracias a su gran
variedad de pisos climaticos en sus 4 regiones, por lo que existe gran diversidad de produccion.
La agricultura empleada en estos pisos climaticos es considerada como no sostenible, por lo que
es evidente la perdida de la biodiversidad en los cultivos, la acumulacion de residuos organicos e
inorganicos en los suelos cultivables genera perdida del equilibrio del suelo ,Por lo que es

necesario implementar un manejo sostenible.

En las zonas cultivables de la provincia de Tungurahua, Principalmente en la zona sur del canton
Ambato es evidente el deterioro del suelo, En la parroquia de Huachi Grande se caracteriza por la
agricultura como una de las principales fuentes econdmicas, su territorio cultivable se extiende
alrededor de 747,12 Ha de las cuales 40% corresponde a la siembra de Frutales.(GAD Huachi
Grande, 2015, p. 11).

La produccion de fresa se realiza en suelos con textura Franco-Arenosa-limosa, para su mejor
manejo se realiza en camas cubiertas con plastico de color negro. En las ultimas décadas en las
zona cultivables se aplica Piretroides de una forma inadecuada para el control de arafia roja
(Tetranychus urticae Koch) y DrosopHila suzukii, la dosificacién suministrada de Piretroides en
los cultivos es especificada de acuerdo a los técnicos de las casas comerciales de agroinsumos.

(Guerrero y Molina Rodriguez, 2015, pp. 1-15) .

Las investigaciones realizadas sobre Piretroides, el tiempo de permanecen de la sustancia en el

Ambiente esta ligada con las modificaciones quimicas en su estructura, que les permite ser mas



resistentes a la luz solar y al calor. Su tasa de degradacién en los suelos es moderada. Su vida

media esta relacionada con la acumulacion.

En la actualidad es necesario implementar nuevas tecnologias como una de las estrategias
sostenibles, una de ellas es la utilizacion de hongos en procesos de descontaminacion de agentes
xenobioticos.(Arias, 2014, p. 55), La Micorremediacion es considerada como una técnica menos

destructivas en comparacién con las tecnologias de tratamientos fisicos y quimicos.

JUSTIFICACION

El presente trabajo de investigacion comprende determinar una dosis éptima de Trichoderma spp
para tratar suelos contaminados con Piretroides, permitiendo generar una base de informacion
sobre los tratamiento utilizados para degradar Piretroides, ya que en pais no existen estudios
suficientes, las cepas inoculadas del hongo serdn obtenidas a partir del producto comercial
iTricofert que contiene una asociacion de las cepa Trichoderma spp, la reproduccion en las
instalaciones del laboratorio de bioinsumos del Ministerio de Agricultura y Ganaderia de la
Direccion Distrital de Tungurahua en convenio con la Corporaciébn  Organizaciones
Agroproductivas del Canton Ambato (COACA).

La finalidad de la presente tesis es obtener datos que respalden estudios previos sobre la
presencia de Piretroides en el cultivo de fresa, en la parroquia de Huachi Grande, canton Ambato,
provincia de Tungurahua y que permita obtener informacion sobre la Micorremedicion en
suelos. Por lo que las cepas obtenidas seran aplicadas, en un cultivo fresas de la Parroguia,
mediante las unidades experimentales ubicadas de manera aleatoria en el sembrio, se opt6 a
trabajar con una asociacion de las cepas de Trichoderma spp. Por su facilidad de aislamiento y
su alta grado remocion de xenobioticos.(Cano, 2011, pp. 16-23). Las principales cepas hongos
nativas encontradas en la provincia de Tungurahua fueron los géneros (Aspergillus spp.,
Fusarium spp., Trichoderma spp., Cladosporium spp., Pyrenochaeta spp.) principalmente se
encuentran en el cultivos de Papa y Frutilla. (Paucar, Diaz y Alvarado, 2011, p. 3)

En las raices de las plantas se encuentra la mayor acumulacion de compuestos xenobioticos
como son: Cypermetrina y Deltametrina, estas sustancias tiene la capacidad de fijarse a los
suelos, para su restauracion es necesario implementar tecnologias de Biorremediacién como son
los organismos vivos. El Trichoderma spp sera utilizado en los procesos de remediacion por su
facilidad de reproduccién y por su amplia aplicacion en los cultivos, por lo que las técnicas a

utilizar en la presente investigacion concuerdan con los principios del Buen Vivir, mismos que



se mencionan el articulo 14 de la Constitucién de la Republica del Ecuador. (Asamblea Nacional
del Ecuador y Presidencia de la Republica, 2008).

En las zona fruticolas el uso discriminado de plaguicidas esta generando impactos ambientales en
los cultivos y afectaciones en la salud de los agricultores, en la recuperacion de los suelos se
utiliza tratamientos fisicoquimicos, mismos que son muy complejos y poco accesibles para los
agricultores, por lo que es necesario desarrollar técnicas de recuperacion de suelos con
microrganismos que resistan alta concentraciones de plaguicidas como es la familia de los

Piretroides y sus derivados.

La Micorremediacion es considerada como una técnica de restauracion menos abrasiva y
proporciona de nutrientes a los suelos tratados. La tesis permitira conocer el estado actual de los
cultivos y el papel que desempefian los hongos en procesos de restauracion. La linea de
investigacion del presente estudio corresponde a proteccion ambiental y su sublinea pertenece a
Biotecnologia mismas que son ofertadas por la Carrera de Biotecnologia Ambiental de la

Escuela Superior Politécnica de Chimborazo para trabajos de Titulacion.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

*Determinar una dosificacién de Trichoderma para tratamiento de suelos contaminados con

Piretroides.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar las propiedades Fisicas, Quimicas y Bioldgicas que presenta el suelo de estudio.

*Analizar el comportamiento de las dosificaciones de Trichoderma.

Establecer una dosis 6ptima de Trichoderma.



CAPITULO 1

1 MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1  Antecedentes

Los primeros problemas de contaminacion con piretroides surgieron en la década de los 90 en
Centroamérica, se estima que 7,4000 toneladas métricas de organofosforados incluyendo a los
piretroides son utilizadas anualmente, segin (Pan American Health Organization. y World Health
Organization., 2002, pp. 12-30). En México se realizd determinacion de compuestos
organofosforados en los suelos del Valle Yaqui, se analizaron 21 muestras correspondientes a
suelos agricolas, los resultados obtenidos fueron analizados con la técnica de cromatografia de
gases, se encontraron residuos de compuestos de Piretroides generados por las actividades
agricolas. (Moreno y Almada, 2012, pp. 306-309) .

Estudios en Europa demuestran que al aplicar pesticidas como Cypermetrina y Deltametrina
mediante el rocié produce una contaminacion entre el 30 y el 50% del producto no alcanza su
objetivo y se difunde en el suelo y en el aire, ya que le suelo es considerado el principal medio de
transferencia de moléculas, lo que implica una alta probabilidad para la contaminacion del medio
ambiente. El suelo al reducir su capacidad de depuracion natural aumenta las emisiones de
gases de efecto invernadero, segun los informe presentados por la Agencia Europea de Medio
Ambiente en el afio 2012 donde se describe, que los diferentes pesticidas contribuyen a la
degradacién de las masas de agua, afectando al 20% de las aguas subterraneas y el 16% de los

rios, ahora clasificados como en estado quimico deteriorado. (Machinery, 2018, pp. 1-15).



En los informes presentados por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), manifiesta que
300 pesticidas fueron utilizados para combatir plagas en fresa especialmente Chinche, las
muestras recolectadas fueron sometidos a analisis cromatografos rigurosos, que demostraron la
presencia de residuos de Piretroides mismo que causan degradacion del suelo. (US EPA, 2017).
En el Ecuador se realizd un estudio sobre los residuos de plaguicidas en plantas de brocoli por
lo que es necesario evaluar los niveles residuales de estas sustancias en muestras de brécoli.
Segun el 111 Censo Agropecuario Nacional 2012, existen alrededor de 3.639 hectareas sembradas
de brécoli, El uso de plaguicidas, para el control de varias plagas como pulgén (Brevicoryne
brassicae), Los residuos de los plaguicidas son considerados como la principal fuentes de

contaminacién. (Moreno y Almada, 2012, p. 307).

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecieron los estandares internacionales sobre los
limites maximos de residuos (LMRs) de varios contaminantes, LMR es la concentracion maxima
de residuos de un plaguicida o sus metabolitos (expresada en mg/kg), los LMRs se estiman en
base a la exposicion, algunos estudios toxicolégicos demostraron que los Piretroides en el suelo
tienen un LMR muy superiores a los limites permisibles por la unién europea (0,050
wg).(Pazmifio, 2015, pp. 42-45). En la provincia de Azuay en la parroquia agricola San Joaquin

la fertilidad del suelo fue afectada por la gran cantidad de Plaguicidas. (lllescas, 2017, p. 24).

En el estudio de impacto ambiental al cultivo de fresa (Fragaria vesca) en la parroquia Huachi
Grande, canton Ambato, se identifico que los desechos agricolas causan contaminacion
ambiental. Segln los registros de la EPA 300 productos tdxicos son utilizados para combatir
plagas en el cultivo de fresa, estos productos fueron sometidos a analisis rigurosos para
identificar su toxicidad. (US EPA, 2017).

En estudios realizados en la corteza de la frutilla, se encontraron valores de residualidad
superiores a 120 ppb, sobrepasando el limite maximo de residuos permitidos (LMR) de 70 ppb
para la Cypermetrina (Curillo, 2015, pp. 45-52). Estudios realizados en Universidad Técnica de
Ambato sobre la tolerancia de las cepas del Trichoderma spp demuestran que existe crecimiento
de hongo en presencia de Cypermetrina permitiendo su esporulacién en 31.25%. Pero se

recomienda realizar estudios de degradacion de contaminantes por parte de Hongo Trichoderma



spp, permitiendo tener mejor certeza del efecto de supervivencia del hongo en suelo en

presencia de insecticidas. (Toro, 2012, pp. 60-80).

En una evaluacién del impacto ambiental causado por el cultivo intensivo de fresa (Fragaria
vesca) en la parroquia Huachi Grande, canton Ambato, se identifico que las actividades
agricolas generan desechos que causan problemas ambientales, con el propdsito de disminuir la

contaminacion se empleard buenas practicas agricolas con el ambiente. (Bucheli, 2015, p. 18).

En Ecuador existen escasos estudios acerca de la Micorremediacion de las Piretroides empleando
cepas de Trichoderma spp, no obstante en los Gltimos afios se han realizado investigaciones que
se orientan a Micorremediacion dentro de este grupo destacan el siguiente estudio: (Torres,
2014, p. 19) en su trabajo de titulacién evalla la Biodegradacion de un insecticida Piretroide en

un cultivo de papas en la provincia de Carchi.

1.2 Piretroides

Los Piretroides se desarrollaron a partir de Piretro, sustancia extraida de las flores del
crisantemo. Se caracteriza por ser resistente a la luz solar (Fotoestables), su tiempo de
persistencia es de 6 meses aproximadamente. (Mancheno y Kroeger, 2001, p. 40). Su principal
funcion es exterminar bacterias, nematodos, &caros, moluscos, insectos y plantas no deseadas.
(Atsdr, 2003, p. 3) Los compuestos Piretroides se encuentran constituidos por seis componentes
principales: derivados de 4cido crisantémico, acido piretrico, piretrolona, cinerolona y jasmolona
que son esteres, se dividen en dos tipos: a) sin grupo alfacyano, como el permetrina, y b) con

grupo alfacyano, como fenvalerato y cypermetrina. (Ramirez y Lacasafia, 2001, p. 69).

Tabla 1-1 Piretroides Utilizados en el cultivo de fresas

Nombre Ingrediente Dosis DL50 Categoria Plaga que

Comercial Activo Toxicolégica controla

Decis Deltametrina 0,3 1/Ha 3 g/kg 1l ApHys  gossypii Y
Myzus persicae

Rambler Cypermetrina 0,4 I/Ha 2,5 g/kg 1 Tetranychus urticae

Pirestar Permetrina 0,4 I/Ha 49/Kg Il Helicoverpa armigera

Fuente:(Bloomquist, 2013, p 46).
Realizado por: SALINAS, Fabian 2019



1.2.1 Clasificacion y estructura de los Piretroides

El piretro estan constituido por: piretrolona y cinerolona, los cuales son ésteres conformados de
dos ciclopentanos, (R’:-CH=CH2\-CH3); el acido crisantémico y el acido pirético son &cidos
ciclopropanocarboxilicos (R=-CH3 o -C02CH3). . (Ramirez y Lacasafia, 2001, p. 69).

Acide Adcohal
R H H
‘o=Cl M h
c Hif HLY
H CiOyH CHyCH=CHR

Cadena I-I:Jeml Hy My Espaiador
Ingnurada plarn Varias cademas
l bierales cfectivas

R, H
l:::n:“ H

CHy H CH;
H co—o0
gm.dm.mu.ln \_Hff Hy EHy GH=CHR

Piretrina | -CH=CH; -CH,
Pireirina 1 -CH=CH: -C0,CH,
Cinerina 1 -CH;, -CHy
Cinerina [] -CH, -C0yCO,

Figura 1-1 Componentes de Estructura de la Permetrina
Fuente:(Masuh, 1998, p. 3)

Tabla 1-2 Estructura de Piretroides

NOMBRE ESTRUCTURA
Aletrina
H;C Cl'lg ?\/‘IQY
Bioresmelrina
N
o H cnn—nu,m

Permetrina

Fuente:(Masuh, 1998, pp. 3-19)
Realizado por: SALINAS, Fabian 2019



La unién del acido crisantémico con el alcohol aletrolona permite formar la aletrina, al
reemplazar su grupo ceto se obtiene la Bioaletrina. Los anillos de la ciclopentenona (2,4y 3,4
dimetilbencilo) pueden ser sustituidos por un sistema bencilico que permite conservar sus
propiedades, a su vez al reemplazar sistema bencilico por un grupo aromaético se forma la
Bioresmetrina (trans-crisantemato de 5-bencil-3furilmetilo), cuando se remplaza el grupo
isobutenil de la Bioresmetrina por un grupo Diclorovinilo se forma la Cypermetrina . Finalmente
al sustituir el Diclorovinilo por el Dibromovinilo, en el grupo ciano en alfa del anillo aromatico

se obtiene la Deltametrina. (Masuh, 1998, pp. 3-27) .

Tabla 1-3 Estructura Principales Piretroides

Nombre NOMBRE CAS Estructura Quimica

Cypermetrina Ciano (3-fenoxifenil)

[62315-07-8] metil éster del Acido 3- /@
(2,2- a O
dicloroetenil)2,2dimetil AN

ciclopropano carboxilico
Deltametrina (S)-a-ciano-3-fenoxifenil "':I';-'
[52918-63-5] metil éster del acido-3- ,;_,:, 5
(2,2-dibromovinil)-2,2- d Q Q
dimetil CO0=CH
ciclopropancarboxilato
Permetrina (3-fenoxifenil) metil
[52645-53-1] éster del &cido 3-(2,2-
dicloroetenil)-2,2-dimetil =) ”"3 ‘:""

ciclopropanocarboxilico clx':“i -~
W COD-CHy

Fuente: (Torres, 2014, p. 8)
Realizado por: SALINAS, Fabian 2019

1.2.2  Propiedades Fisicoquimicas

Tabla 1-4 Propiedades fisicoquimicas de los principales piretroides

Insecticida | Densidad | Limite permisible | Solubilidad en Agua | Limites permisibles
fresa del Suelo

permetrina 1,2 g/lcm3 1000 mg/kg 0,006 mg/L 0,05 mg/Kg

Cypermetrina 0,94 g/cm3 70 mg/kg 0,004 mg/L 0,05 mg/Kg

Deltametrina 0,89 g/cm® 200 mg/kg 0,003 mg/L 0,05 mg/Kg

Fuente:(Torres, 2014, p. 10)
Realizado por: SALINAS, Fabian, 2019

Cypermetrina

La Cipermetrina en estado liquido es de color amarrillo, en estado sélido de color café claro con
una densidad de 1.28 g/ml. a 200 °C alcanza su punto de ebullicion, En el agua su solubilidad es
0.01 mg/L a 25 °C.” (INECC MEXICO, 2010). EI compuesto es mas estable en medios alcalinos,



su solubilidad depende de fotdlisis, su principal funcion es control de plagas en el follaje y en
la superficie del suelo. Su efecto adverso en el suelo es la afectacion a microbiana, a niveles

bajos la cipermetrina se infiltra hacia las agua subterraneas. (Moreno, 1993, pp. 2-7)

Deltametrina

La Deltametrina en estado sélido tiene un color blanco con una densidad especifica de 0,5
g/cm3. Entre 101 y 102 °C adquiere su estado de fusién. Su solubilidad en agua es igual a 0.002
mg/L a 25 °C”(INECC MEXICO, 2010). Su principal afectacion se da en la abejas por su
toxicidad puede causar alteraciones en su sistema de orientacién (Gallo, 2006), en la agricultura
se utiliza para el control de plagas. La Deltametrina en el suelo es menos mévil en la fase
gaseosa, por lo que considera como el Piretroide mas persistente (Ortiz, Yafiez y Diaz-Barriga,
2004).

1.2.3 Estabilidad y persistencia de Piretroides

Los Piretroides tienen una presion de vapor baja, su volatilizacién es lenta desde el suelo hacia
la atmosfera. (Fernandez, 2010, pp. 15-23). los residuos de los piretroides son almacenados en el
suelo, debido a su baja polaridad. (Shimadzu, 2019, p. 2). La concentracién Cipermetrina y de
la Deltametrina en suelo puede reducirse debido a la escorrentia superficial (INIAP, 2002, p.
120).

El tiempo de persistencia de los piretroides depende de la alcalinidad del suelo y la exposicion a
la luz solar, El tiempo de persistencia de la Cypermetrina en el medio ambiente es de 21 dias y
de la Deltametrina es de 15 dias aproximadamente. (Martinez, 2003, p. 25). Un factor
importante en el Tiempo de persistencia es la cantidad de materia organica presente el suelo a

mayor contenido de materia, mayor sera su fijacion (Wadhwa et al., 2010, p. 583).
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1.2.4 Degradacion de los piretroides

La degradacién de la Cypermetrina y de Deltametrina ocurre mediante la sustitucion del anillo
del ciclo propano por accién fotoquimica. La deshalogenacion y descarboxilacion del grupo
dihalovinilo ocurre solamente en los piretroides de tipo Il. (Liu, Liu y Liu, 2010, p. 10) . “La
fotodegradacion de los piretroides sigue una cinética de primer orden, su vida media en el suelo
es de 55 dias, en el agua varia entre 34 a 165 dias, Los piretroides se degradan™. (Sharom, 1989,
p. 29).

1.2.5 Exposicion

Tabla 1-5 Ingesta diaria aceptable (IDA) y Limite méximo de residuos (LMR).

Piretroide IDA (mg.kg-1.p.c.) LMR (mg.kg-1) Toxicidad
Permetrina 0,05 0,01-0,5
Cypermetrina 0.05 0,02-0,1 1l
Lambda-cialotrina 0,05 0,02-2,0 1l
Bifentrina 0,03 0,02-0,7 1l
Deltametrina 0,01 0,05-1,0 1l
Beta-Cypermetrina 0,01 0,05-0,5 1l

Fuente:(Santos, Areas y Reyes, 2007, p. 342)
Realizado por: SALINAS, Fabian 2019

1.2.6 Modo de Accion de Piretroides

Los Piretroides como Deltametrina puede generar ataxia, descoordinacion, colesteatosis y
salivacion en los mamiferos (Bloomquist, 2013). “Los Piretroides Tipo Il pueden causar
alteraciones en las terminales nerviosas motoras, generando la liberacion del transmisor producto
de la despolarizacién de la membrana. Los piretroides de tipo Il se asocian con una cinética de
activacion mas rapida en los canales de sodio. EI mayor efecto de toxicidad de los piretroides de
tipo Il se atribuye principalmente al efecto hiperexcitativo en los axones, resultado de la

despolarizacion de la membrana”(Schleier y Peterson, 2010, p. 101).

1.2.7 Toxicocinética

Los piretroides son rapidamente absorbidos por el tracto gastrointestinal, En el trato respiratorio

se concentran a través de la inhalacion de polvo y son menos absorbidos a través via dérmica. En
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estudios de absorcion a través de la piel de las ratas, se demostr6 que el 1% de la Cl14-
Cypermetrina fue absorbida después de 8 horas al aplicar una concentracion de 3 ml, La
Deltametrina es absorbida rapidamente hasta llegar al sistema nervios, su vida media plasmatica
es de 38,5 horas después de suministrar una dosis de 26 mg.kg-1. Se administré una dosis de 1 a
5 mg.kg-1 de Cypermetrina. Un dia después se verifico la radioactividad residual en el tejido
adiposo, higado, rifién, sangre, musculo y cerebro, se encontré 2 pg.g-1 en el tejido adiposo,
0,005-0,024 pg.g-1 en el cerebro. Los niveles de residuos disminuyeron rapidamente excepto en

el tejido adiposo”(Scott y Ramsey, 1987, p. 142)

1.2.8 Degradacion de los Piretroides en el medio Ambiente

Los piretroides en el medio ambiente se degradados mas rapidamente por la accién de luz solar,
la lluvia ayuda a remover piretroides en la atmosfera, en el suelo se adhieren fuertemente y son
menos moviles. Al aplicar por via de rocio se puede encontrar sus residuos en las hojas, tallos y
frutos de las plantas (Atsdr, 2003, p. 3). En los analisis realizados por (Curillo, 2015, p. 4), se
evalué la concentracion de plaguicida en ppb el cual demostr6 que la corteza de frutilla contiene
mayores niveles de residualidad con valores superiores a 120 ppb y 75,63 ppb respectivamente,
los cuales sobrepasaron el limite maximo de residuos permitidos (LMR) en frutilla para la

Cypermetrina de 70ppb.

En el aire, los piretroides que se encuentran en fase de vapor se degradan a través de una
reaccion oxidativa o por fotélisis directa, mientras que los que estan en forma de particula se
degradan mas lentamente. En el agua, los pesticidas también se degradan mediante fotdlisis en la
superficie de los cuerpos hidricos, la velocidad de degradacién en el agua puede incrementarse
debido a los agentes fotosensibilizantes (&cidos falvicos y humicos). Generalmente la hidrolisis
se deba cuando se tiene condiciones alcalinas y temperaturas de 20 °C. Ademas, los piretroides
se degradan facilmente por accién de microorganismos en el suelo, el tiempo de degradacion de

los piretroides en medio ambiente es 90 dias aproximadamente.(Fernandez, 2009, p. 29)
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1.2.9 Afectaciones a la salud por ex pocién a piretroides

Los piretroides de Tipo Il (Cypermetrina y Deltametrina) provocan coreoatetosis y salivacién
(sindrome-CS). Para determinar la toxicidad de los piretroides en el cuerpo humano, se realiza un
analisis a nivel de los tejidos del higado para identificar adenomas hepatocelulares, carcinomas y
tumores. La exposicion diaria promedio es de 0.117 pg kg' dia’, pero en ciertas zonas de

fumigacion la exposicion llega a ser de 5 a 25 mg kg™ dia™. (Schleier y Peterson, 2010, p. 111) .

1.3  Micorremediacion

Es un proceso donde los hongos son utilizados para degradar residuos quimicos en el ambiente
mediante la actividad enzimatica. Algunos hongos son hiperacumuladores, capaces de absorber y
concentrar metales pesados .(Stamets, 1998, p. 1). La remocion de componentes recalcitrantes y
toxicos se lleva a cabo durante varias semanas incluso meses, los compuestos con alta masa
molecular son dificiles de degradar. Las estructuras mileciales necesitan de un tiempo de
adaptabilidad para degradar piretroides, los compuestos degradados son utilizados como fuentes

de nutricion para los hongos (Coello, 2011, p. 15; Torres, 2014).

Segin (Thomas, 2000), la Micorremediacién es un proceso de descontaminacién utilizando
agentes bioldgicos, los micelios de los hongos son estructuras capaces de asimilar compuestos
toxicos, en su interior los procesos metabolicos y enzimaticos permiten transformar compuestos

toxicos en sustancias menos nocivas. (Stamets, 2005, pp. 130-210).

El uso indiscriminado de los plaguicidas han sido objeto de numerosas restricciones en varios
paises donde existe una fuerte presién por parte de los consumidores que exigen la limitacién del
uso de estos productos (Alvarado, Ulacio y Sanabria, 2011, p. 219). Al utilizar hongos nativos
en los procesos de regeneracion de nutrientes contribuimos con la agricultura orgénica, ya que

permite acumular compuestos metabolizados.
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1.4  Trichoderma spp.

Es un hongo que actia como controlador biolégico, produce micotoxinas que actdan en la
inhibicion de agentes patdégenos presentes en la plantas. (Insuasty etal., 2014, p. 3). Es un
organismo dominante en los suelos, debido a su naturaleza agresiva y su capacidad metabolica

para competir con otros microorganismos (Rosero, 2008, p. 26).

1.5 Trichoderma hamatum

Es un hongo que actia como un agente de biocontrol de nematodos. Controla patdégenos de
origen vegetal como Pythium, PHytopHthoraand Fusarium spp., Rhizoctonia solani, Sclerotium

rolfsii y Thielaviopsis Basicola..(Bravennan, 2008)

1.6 Trichoderma koningii

Es un hongo caracterizado por su actividad bacteria, para lo cual secreta proteinas y enzimas que
actlan como agentes patdgenos, es utilizado en la germinacion de semillas para evitar

pudricion. (Hernandez-Ruiz, Alvarez-Orozco y Rios-Osorio, 2016).

1.7 Trichoderma harzianum

Es un hongo heterotrofo, filamentoso consta de una pared celular compuesta por quitina, sus
principales fuentes de carbono son los carbohidratos como: pectina y almidén. (Infante, 2009).
Trichoderma harzianum degrada algunos grupos de pesticidas de alta persistencia en el ambiente,
en la agricultura estimula el crecimiento de las plantas. Actda como controlador biol6gico frente

a microorganismos fitopatdgeno.(Céardenas, 2010)
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1.7.1 Taxonomia

Tabla 1-6 Taxonomia del Trichoderma spp

Taxon Nombre
Saper Reino Eucariota
Reino Fungi
Filum Ascomycota
Subfilum; Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Género Trichoderma

Fuente:(Torres, 2014, p. 14).
Realizado por: SALINAS, Fabian ,2019

1.7.2 Caracteristicas

El Trichoderma spp tiene un desarrollo acelerado y emite gran cantidad de esporas verdes,
ligeramente algodonoso parecido a un moho, de color verde obscuro. El hongo actia como un

bioestimulante del desarrollo de las raices.(Falconi, 2013).

1.7.3 Macroscopia

Las colonias de esta especie, en una temperatura de 20-25°C, pueden alcanzar un diametro mayor
de 9 cm en 5 dias. Inicialmente su crecimiento micelial es color blanco, de textura algodonosa y
luego se van tornando a blanco-verdoso hasta llegar a un verde total con una textura
aterciopelada levemente correosa. En algunas ocasiones se pueden observar estructuras de
resistencia que son pequefias, blanquecinas y algodonosas. (Samson, Hoekstra y Frisvad, 2004,
pp. 210-240).
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1.7.4  Microscopia

Esta especie posee hifas, septadas y ramificadas de las cuales se desarrollan conidi6foros
ramificados piramidales, con ramas cortas, que miden de 18- 25um. A partir esta se desprenden
conidios de paredes lisas, ovoides con aproximadamente de 2,8-3,2 x 2,5-2,8um. Este hongo
puede presentar como estructura de resistencia clamidosporas. (Samson, Hoekstra y Frisvad,
2004, pp. 210-240)

1.7.5 Beneficios del hongo Trichoderma spp

La utilizacion de Trichoderma spp adquiere gran importancia por la reduccion directa de residuos
toxicos en los suelos y aguas destinadas para el regadio. Estas interrelaciones entre
microorganismos inciden en la interaccion suelo, planta, microorganismos, ambiente y
repercuten de forma directa y positiva. En el crecimiento de las especies vegetales.(Salazar,
2017, p. 16).

1.7.6  Unidad formadora de colonias (UFC)

Las colonias se desarrollan después de un tiempo de incubacién en un medio de cultivo,
necesitan una temperatura adecuada para su crecimiento, se las determina mediante UFC (

unidad formadora de colonia).(Velasquez et al., 2009, pp. 1-10)

1.7.7 Condiciones de crecimiento

El desarrollo del Trichoderma spp esta influenciado por diversos factores de tipo fisico y
nutricional, la temperatura 6ptima de crecimiento es de 25- 30°C, pero posee una capacidad de
tolerancia a temperaturas entre 10-40°C. El pH 6ptimo de crecimiento es de 4 a 7. La humedad
Optima crecimiento oscila entre 70-80 %, pero puede adaptarse a condiciones extremas de
humedad de 20-90%. Este hongo puede tener una buena esporulacién al ser expuesto a 3 minutos
de luz o de 10-30 segundos de luz UV a 366nm. (Simkovic et al., 2008; Cérdenas, 2010). En
cuando a su nutricidn necesita sustratos como amilasa, celulosa y peptina que las obtiene de la

degradacion enzimaética, sus fuentes de carbono y nitrégeno, son los hidratos de carbono, &cidos
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grasos y aminoacidos, urea, amoniaco Yy nitritos respectivamente. Ademas necesita de

microelementos y vitaminas en cantidades tolerables. (Simkovic et al., 2008; Torres, 2014).

1.7.8 Modo de accion

El hongo present6 un crecimiento micelial blanco durante los 3 primeros dias de incubacidn, al
quinto y sexto dia se evidencié una esporulacion total sobre la placa. Macroscopicamente
presentd un micelio blanco, algodonoso y posteriormente una esporulacion verde oliva de

apariencia aterciopelada. (Cardenas, 2010, p. 29).

1.7.9 Determinacion de la dosis Trichoderma spp

En estudios recientes se determind que la dosis comercial del Trichoderma es de 1 L
(IxIO® conidias ml ™) en 200 litros segiin (Donoso, Lobos y Rojas, 2008, p. 3; Dobrosnki y
Salazar, 2018, p. 12), por lo tanto se experimentd con esta dosis comercial para tratamientos de
suelos. (Conrado et al., 2004), menciona que la Biorremediacion de los piretroides en suelo se
debe a la enzimas difenil-dioxigeno oxidoreductasas que realiza la degradacion en presencia de

oxigeno.

1.7.10 Curva de crecimiento

logC JURC/mi)

Thempe, dias

Figura 1-2 Curva de crecimiento de los Trichoderma

Fuente: (Poalacin.J, 2015, p. 57)

17



El Trichoderma spp a una dosis 2,5 ml/L, alcanza su maxima actividad enzimatica, por lo tanto

inicia su fase de latencia. (Flores et al., 2009, p. 2) .

a - hi

IBisis total
imlFLg
.
Ares rlids com FDA
-
.

Tirmpa de cultive (k)

Figura 1-3 Curva de crecimiento del Trichoderma
Fuente: (Flores et al., 2009, p. 2)

1.7.11 Camara Neubauer

“Camara Neubauer es una camara de contaje, se utiliza para contar células bajo el microscopio.
Consiste en una placa gruesa de cristal de unos 30 x 70 mm y unos 4 mm de grosor y un cubre
objetos. Las mas comunes es la doble camara, donde existen 2 zonas de conteo, una superior y la

otra inferior, en la parte central se encuentra grabada una reticula cuadrangular”’(Raju, 2008).

1.7.12 Método de QUEChERS.

Es una técnica que permite andlisis a los pesticidas, mediante 2 etapas: una etapa de extraccion
simple, y una fase de purificacion. En la primera etapa se extrae analito mediante utiliza
disolventes (sulfato de magnesio y cloruro de sodio). En la segunda etapa, la purificacion
consiste en eliminar agua y los agregados del analito mediante un adsorbente: PSA, C18, y

carbdn activo. (Lehotay y Ae Son, 2010).

1.7.13 Cromatografia de gases con detector selectivo de masas (MSD)

La cromatografia es una técnica permite detectar a las masas de las sustancias. Al introducir una
muestra al cromatdgrafo esta es transportada por una corriente de gas a través de una columna
empacada con un solido o una pelicula de algin liquido. Debido a su efectividad de separar

mezclas es considerada como la herramienta mas importante en quimica. (Harris, 2003, p. 723).
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CAPITULO 2

2 MARCO METODOLOGICO

2.1 Tipoy disefio de la investigacién

2.1.1 Por el tipo de investigacion

Aplicativa porque se realizé con un fin directo e inmediato. Se plante6 determinar una
dosificacion de Trichoderma para tratar suelos contaminados con Piretroides, se escogié una

plantacion de fresas (Fragaria vesca) para realizar la experimentacion.

2.1.2 Por la temporalidad

Transversal debido a que se recolectara muestras de suelo contaminado con Piretroides al
inicio y al final de la experimentacion, la cual durara 15 dias, con los datos recolectados se
realizard inferencia con respecto al porcentaje de remocion de los piretroides al aplicar la
asociacidn de las cepas de Trichoderma spp, asi también se realiza comparacion para determinar

cudl dosis suministrada de la asociacion de las cepas de Trichoderma spp tuvo mejor efecto.

2.1.3  Por el tipo de enfoque

Cualitativo porque se recolectd datos sin medicion numérica para describir las caracteristicas

morfoldgicas de la asociacion de las cepas de Trichoderma spp.

Cuantitativo porque se recolecté datos durante el experimento donde se probé la hipétesis con

base a una relacion numérica y el andlisis estadistico.
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2.1.4 Por el disefio de investigacion

La investigacion fue Experimental.

2.2 Disefio experimental

En la presente investigacion sobre la determinacion una dosificacion de Trichoderma spp para
tratamiento de suelos contaminados con Piretroides, se lo realiz6 mediante un disefio
experimental DCA (Disefio Completamente Azar), que consto de 3 tratamientos con 5
repeticiones y una unidad de control, obteniendo 16 unidades experimentales. Cada tratamiento
correspondié a una dosis diferente de la Asociacion de las cepas de Trichoderma spp (2,5 ml/L,
5 ml/l y 10 ml/l), cada unidad experimental tuvo una superficie de 1 m?, mismos que fueron

dispuestos aleatoriamente en un cultivo Fresa (Fragaria vesca).

Con los datos obtenidos durante el estudio se llevé a cabo un andlisis estadistico con el programa
InfoStat para validar la hipétesis planteada. Se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA de un
factor, y la comprobacion entre tratamientos mediante la prueba de TUKEY para los datos

cuantitativos después de la confirmacion de normalidad y homocedasticidad de los mismos.

Tabla 2-1 Tratamientos del Experimento

Dosis  Tratamiento # Rotulo # Columna # Cama Nomenclatura

ml/L
Dosis 2,5 1 14 5 35 T1R1
2 3 6 6 T1R2
3 6 9 12 T1R3
4 8 11 21 T1R4
5 11 4 28 T1R5
Dosis 5 6 7 6 15 T2R1
7 13 2 32 T2R2
8 9 5 24 T2R3
9 1 3 4 T2R4
10 4 2 8 T2R5
Dosis 10 11 5 3 10 T3R1
12 12 7 30 T3R2
13 2 10 4 T3R3
14 10 3 26 T3R4
15 15 10 38 T3R5
Sin Dosis 16 16 2-5-2 7-18-41 Blanco

Donde: TR: T: Dosis en Trichoderma, R: Numero de repeticiones

Realizado: SALINAS Fabian ,2019
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2.3 Unidad de Andlisis

Las Unidades Analisis corresponden a las 16 muestras extraidas del suelo contaminado con
Piretroides (Cypermetrina y Deltametrina), la extension del cultivo de fresas de la cual se extrajo
las muestras fue de 1680 m?, cada muestra fue obtenida de una unidad experimental de 1 m? el
cultivo se encuentra localizado en la provincia de Tungurahua, canton Ambato, parroquia Huachi

Grande, sector Sagrado Corazon de JesUs.

2.4  Poblacion de estudio

Poblacion estudio corresponde a la asociacion de las cepa de Trichoderma (Trichoderma
harzianum (T1), Trichoderma hamatum (T2), Trichoderma koningii (T3), y Trichoderma sp.(T4)

), mismas que fueron obtenidas del laboratorio Artesanal de bioinsumos del Ministerio de
Agricultura y Ganaderia de la Direccion distrital de Tungurahua en convenio con la
Corporacién Organizaciones Agroproductivas del Cantéon Ambato (COACA), la principal

funcion de los hongos es la degradacién de la Cypermetrinay de la Deltametrina en el suelo.

2.5 Tamano de la Muestra

Tabla 2-2 Calculo Tamafio de Muestra

NOMBRE VARIABLE DATO
Nivel de confianza Z 1,89
% de la poblacion deseada p 95%
% de la poblacion no deseada q 5%
Tamafio Universo N 672
Error de estimacion maximo e 10 %
aceptable
Tamafio de muestra n 16
% de confianza 94 %
72 % N * p*q
Formula T (N=D+ (Z2+prq)

Realizado por: SALINAS, Fabian, 2019

El tamafio de muestra fue calculado con un porcentaje de confianza del 94 % y un error

aceptable del 10 %,el calculo determind que se necesitan 16 muestras para el experimento como
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lo demuestra la ( Tabla 2-2), las muestras para analizar fueron extraidas del cultivo de fresa,
tenia una superficie de 1680 m?, las plantas estaban ubicadas mediante camas de 42 m de largo
y 0,60 m de ancho , el nimero total de camas encontradas fueron 42, a su vez las camas fueron
subdividas en subunidades de 2,50 m de largo y 0,60 m de ancho, el nimero total subunidades
calculadas fueron 672, luego se escogi6 16 subunidades a partir de las 672 subunidades,
mediante el método aleatorio se ubicé las 16 muestras en el cultivo misma que actuaran como

unidades experimentales.

2.6  Seleccion de muestra

Mediante el método del zigzag, se asignd 10 puntos de muestreo en cada una de las unidad
experimental, mediante un barreno se extrajo 100 g suelo en cada punto de muestreo a una
profundidad de 0,25 cm. Se colocd 100 g de suelo en una funda ziploc para su pesaje, se realizé
el mismo proceso en cada uno de los puntos de muestreo hasta obtener una muestra de 1kg, las
muestras fueron analizadas por el laboratorio “LaboLab” para determinar presencia de
Cypermetrina y Deltametrina. Se realiz6 el mismo proceso de seleccién muestra al inicio y al
final del tratamiento, los datos obtenidos del analisis de laboratorio sirvieron para calcular el

porcentaje de remocion del contaminante.

2.7 Hipdtesis y especificacién de variables

2.7.1 Hipotesis general

Hi: Una dosis comercial de 5 ml/ L de la Asociacién de las cepas de Trichoderma permite un

porcentaje de remocién del 50 % para Cypermetrinay del 50 % para Deltametrina.

2.7.2 Variables

Dependiente: porcentaje de remocién de la asociacion de las cepas de Trichoderma spp.

Independiente: dosificacion de la asociacidn de las cepas de Trichoderma spp.
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Intervinientes: temperatura, pH, humedad y conductividad.

2.8 Etapas de Investigacion

La presente investigacion se llevo a cabo en 3 etapas

2.8.1 Primera etapa: Identificacion y caracterizacion del suelo del Cultivo de fresa

2.8.1.1 Georreferenciacion y localizacion del Cultivo de fresas

El cultivé de fresa contaminado con Cypermetrina y Deltametrina se estableci6 su ubicacion en
la provincia de Tungurahua, canton Ambato, parroquia de Huachi Grande, donde se ubicaron 4
puntos para georreferenciacion mediante el sistema GPS (Anexo A), se obtuvieron datos de

altura (m.s.n.m) y coordenadas (UTM).

Tabla 2-3 Puntos de Georreferenciacion del cultivo de fresa

Puntos de Altura (m.s.n.m) Coordenadas (UTM)
Muestreo X Y
P1 3028 761024 9854648
P2 3028 761072 9854673
P3 3028 761052 9854708
P4 3028 761004 9854683

Fuente: SALINAS Fabian ,2019

Cultive do fresas

‘e

Figura 2-1 Localizacion del cultivo para Micorremedicion

Fuente: Google Earth ,2019.
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2.8.1.2 Localizacion y medicion del area del cultivo de fresas

Se midi6 la extension del cultivo, la cual fue de 1680 m? El ancho del cultivo fue 42m y su
largo de 40 m. El lote se dividi6 en 42 camas de 0,60 m de ancho y de 40 m de largo, su
espacio entre camas fue de 0, 60 m. Con los puntos de georreferenciacion se procedi6 a realizar

un mapa de ubicacion del cultivo. ( Anexo A).

2.8.1.3 Delimitaciones de las unidades experimentales

Se determind el area total del cultivo utilizando Argis y Civil cad, luego se dividio las 42 camas
del cultivo en 672 subunidades de 1 m 2, su extension fue de 2,50m de largo y 0,60m ancho.
Mediante el programa Excel se emple6 un método aleatorio para la seleccion de las 16
unidades experimentales a partir de las 672 subunidades de 1m® se localizd 16 unidades
experimentales en el cultivo de fresa, se delimito cada una de las unidades experimentales

mediante estacas de 50 cm de largo y se las ato con una piola plastica. (Anexo D).

2.8.1.4 Caracterizacion del suelo cultivo de fresa

El suelo del sector tienen las siguientes caracteristicas: textura franco-arenoso-limoso,
profundidad de 1.0m, PH de 6.2, conductividad eléctrica de 6.9 meqg/100g, sales solubles 0,26
mmhos/cm, 3% de materia organica, estableciendo que estas tierras son aptas para el

establecimiento de huertos frutales y para el cultivo de la fresa.

Para caracterizar propiedades fisicas y quimicas el cultivo de fresa se tomo varias muestras del
suelo mediante utilizacion de un barreno (25 cm de profundidad) cerca de las raices de la fresa a
una profundidad de 25 cm, el método utilizado para extraer las muestras del suelo fue el zigzag,
en varios puntos muestreo se tomo aproximadamente 100 g, luego fueron colocadas en las fundas
ziploc hasta pesar un 1kg y se mezclé uniformemente, finalmente se trasladd en un coolers con

refrigerantes hasta el laboratorio de Analisis de Suelo de la Universidad Técnica Ambato
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Facultad de Ciencias Agropecuarias. El reporte de los analisis de caracterizacion de suelo
permitio determinar el estado del suelo antes de la contaminacion con Piretroides y posterior a la
aplicacion de la asociacion de las cepas de Trichoderma spp, Los parametros fisicos y quimicos

analizados fueron las siguientes:

Tabla 2-4 Parametros analizados para caracterizar el suelo del cultivo de fresas

Parametros analizados Método Equipo
PH Electroquimico PH/Conductimetro Orion 550A
C.E Electroquimico PH/Conductimetro Orion 550A
Textura Bouyoucos Licuado Bouyoucos
MO Gravimetria Balanza Analitica
N-total KJELDAHL KJELDAHL
Fosforo Oisen Mod Espectrofotdmetro Genesys 20
K, Ca, Mg Oisen Mod Espectrofotémetro de AA Perkin Elmer 100
Fe, Cu, Mn, Zn Oisen Mod Espectrofotémetro de AA Perkin Elmer 100

Realizado por: BUENANO, Marcia, 2019

2.8.2 Segunda etapa: Obtencion de cepas de Trichoderma

2.8.2.1  Descripcion del Lugar

La asociacion de las cepas del Trichoderma spp fueron reproducidas en el laboratorio artesanal
de bioinsumos de la direccidn distrital de Tungurahua del Ministerio de Agricultura y Ganaderia,
en convenio con la Corporacion Organizaciones Agroproductivas del Cantén Ambato
(COACA) ubicada en centro Agricola Ambato, direccion Augusto Bonilla, Pablo Arturo Suérez.
Se utilizaron cepas nativas de la provincia de Tungurahua que fueron aisladas por la Direccion
Distrital de Tungurahua del ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG). Las especies a
estudiar fueron: Trichoderma harzianum (T1), Trichoderma hamatum (T2), Trichoderma
koningii (T3) y Trichoderma sp (T4).
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2.8.2.2 Produccion de las cepas de Trichoderma

El proceso de produccion de las esporas de los hongos Trichoderma harzianum (T1),
Trichoderma hamatum (T2) ,Trichoderma koningii (T3), y Trichoderma spp (T4). Consta de
algunos subprocesos como: preparacion del medio de cultivo a condiciones favorables para
reproduccién del hongo, la esterilizacion permite disminuir la contaminacién microbioldgica
cruzada, la inoculacién genera material genético, y en la incubacién permite el desarrollo de las
cepas. Luego de un tiempo se procede a cosechar, se realiza el contaje de esporas para
determinar la concentracion del producto, finalmente se almacena a temperaturas bajas. Si existe
contaminacién en el medio cultivo después se realiza el autoclavado a una presion de 1 atmy a
Temperatura de 121°C por un tiempo de 30 minutos para garantizar la esterilizacion y muerte de

agentes contaminantes.

Procedimiento de Preparacion del medio de cultivo a base de agar patata dextrosa (PDA)

En la preparacion del medio de cultivo PDA, es necesario pesar una cantidad determinada del
agar, luego se lo diluye en agua destilada segin las especificaciones del fabricante (39 g del
medio en 1000 ml de agua destilada). Se Calent6 la mezcla en una botella pyrex de 400 mi
hasta que alcance el punto de ebullicién para disolverlo por completo, se recomienda agitar la
mescla para evitar que el medio se queme o se derrame. El siguiente proceso es la esterilizacion

en autoclave durante 30 minutos a una presion de 1 atm y a una temperatura de 121 °C.

Se realizo la verificacion del enfriado de la botella de pyrex con el medio de cultivo para evitar
guemaduras durante su manipulacion, luego la botella fue colocada en la camara de siembra.
Después se desinfecto los guantes mediante cloro 0,003 % y se encendid los mecheros de
alcohol, las cajas Petri vacias fueron extendidas alrededor de los mecheros. Se destapd la
botella con agar para flamearla por el mechero. Se procedio a abrir las cajas Petri y se dispenso
el agar hasta alcanzar un espesor de 4mm +/- 1 mm evitando la formacion de burbujas de aire.
Finalmente se encendié la luz ultravioleta de la camara de siembra hasta que se solidifique el

agar durante una media hora aproximadamente para luego cerrarlas. (Anexo D).
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Procedimiento de Resiembra en las cajas Petri

En el Proceso de Resiembra en las cajas Petri, se necesit6 esterilizar la asa metalica mediante
el flameado por el mechero, con mucho cuidado se abrié los vidales donde se encontraban las
cepas y con la asa de siembra se recogidé una muestra. Luego se abridé las cajas Petri para
colocar la muestra de lacepa en centro del agar gelificado y se procedié a cerrar las cajas Petri
donde se propagara el hongo. Las Cajas Petri fueron selladas con la cinta parafina para evitar la
contaminacién, se rotuld las cajas Petri como medida de identificacién de las cepas sembradas.
Luego se las colocd en las incubadoras a una temperatura fija de 22 °C aproximadamente. La
observacion del crecimiento diario del micelio y grado de contaminacion se lo realizo a 7 dias
posteriores a la siembra, las cajas contaminadas fueron separadas para eliminarlas. Finalmente

se espero que el desarrollo del microorganismo se de en toda la caja Petri. (Anexo D).

Procedimiento de preparacion del sustrato en las fundas de polietileno

Se realizo el pesaje de 1 kg de arroz clasificado ausente de contaminacion, luego se lo dejo en
remojo durante 5minutos. Se necesitd revolver, lavar y escurrir el arroz para liberar el
almidén, hasta que el agua de lavado salga transparente. Se precocio el arroz en una olla
arrocera con 40 ml de agua, para que la coccién sea uniforme se mezclé continuamente el
arroz, se depositd la preparacién en un recipiente limpio y seco hasta que se enfrio. Se deposit6
los 100 g de arroz precocido en las fundas de polietileno, para evitar la contaminaciéon al
esterilizar las fundas fueron selladas con 2 dobleces y un nudo de amarre. Se esterilizo las

fundas, luego fueron colocadas en la camara de siembra (Anexo E).

Procedimiento de resiembra en las fundas polietileno

De las cajas Petri se extrajo una muestra de las cepas de Trichoderma spp mediante una asa de
siembra esterilizada, se abri6 el nudo de las Fundas polietileno y se coloc6 la muestra de la
cepa al interior de las fundas polietileno. Luego se rotulo y se realiz6 2 dobleces en las fundas

polietileno con la ayuda del Masking se fijaron las mismas. Al existir grumos en la fundas
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sembradas se procede a mesclar suavemente el indculo hasta que el arroz cubra la muestra, la
incubacion de las fundas dur aproximadamente 15 dias a una temperatura fija de 20 °C

aproximadamente y a una humedad relativa del 50%. (Anexo F).

Proceso de Crecimiento de las cepas del Trichoderma

En el crecimiento de las cepas de Trichoderma spp se dejé las incubadoras semi-abiertas para
evitar el aumento de la temperatura, el indculo en las fundas necesitd de movimientos
rotatorios uniformes para su propagacion después de 5 dias de siembra. Las fundas fueron
depositadas en el area de cultivo para continuar con su crecimiento, su control se los realizo cada

2 dias. Finalmente las fundas fueron clasificar de acuerdo a su cepa de origen. (Anexo F).

Procedimiento de Cosecha

Las fundas con mayor crecimiento fueron seleccionadas y clasificadas de acuerdo a su cepa de
procedencia, se diluyo el cosechador especifico de Trichoderma a una concentracién de 50%
en un vaso de precipitacion de 10ml. Se colocé el contenido de la funda en un recipiente limpio
y se lo desinfecto, se procedié a verter los 200 ml de la dilucién del cosechador en el mismo
recipiente se lo dejo en repose durante 20 min y luego se agité la dilucion con movimientos
constantes. El liquido cosechado fue colocado en otro recipiente después de cernirlo, se devolvid
el arroz con el producto al recipiente inicial y se coloc6 agua para revolver la dilucion durante
10 minutos, finalmente se trasvacio la dilucion nuevamente, se repitid el proceso hasta obtener
un liquido de color verde claro y con menor densidad. Finalmente se colocé el producto

cosechado en un recipiente hermético. (Anexo F).

Procedimiento de Conteo de colonias.

Paso 1. Diluciones seriadas

Las diluciones seriadas son utilizadas para reducir la concentracion de las esporas en relacién a
su concentracidn original, se lo realiza principalmente para en el conteo de nimero de colonias

formadoras (UFC). En un vaso de precipitacion de 100ml se tom6 50ml de cada una de las cepas

28



(T1, T2, T3, T4), luego se colocd 1ml del producto en 100ml de agua destilada se lo agité hasta

desprender todas las esporas, esta solucién se denomina solucién madre.

El siguiente paso fue poner 9ml de agua destilada en los tubos de ensayo rotulados con la
siguiente codificaciéon 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 y 10-5, de la solucién madre se tom6 1ml vy se lo
deposito en un tubo de ensayo, se lo agit6 hasta homogenizarlo ( 10™). Se realizé el mismo
proceso hasta que se obtuvo una dilucién en la cual se puedo contar los microorganismos (107).
La determinacién UFC se lo realizo mediante una cdmara de Neubauer. (Anexo F).

Paso 2. Preparacion de la muestra en la Camara Neubauer

Se tom6 10 ul con una micropipeta y se colocd varias gotas de la dilucion (10%) en la
hendidura entre los dos compartimentos de la camara de Neubauer. Se coloco el cubreobjetos
sobre la camara, en caso de que aparezcan burbujas o se mueva el cubreobjetos hay repetir el

proceso.

Paso 3. Conteo de esporas en la Camara Neubauer

El conteo de esporas en la camara de Neubauer se lo realiza utilizando el microscopio, mediante
el lente 4X se identifican las camaras dobles, donde existen 2 zonas de conteo, una superior y la
otra inferior, (hemisferio superior e inferior) en su parte central se encuentra grabada una reticula

cuadrangular (.Anexo F)

Figura 2-2 Camara de Neubauer

Fuente:(Poalacin.J, 2015, p. 21)
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Mediante el enfoque del lente 10X se identifica cada zona de conteo que es un cuadrado de 3 x 3
mm. La depresién de la camara esta hundida 0,1 mm respecto a la superficie, de tal forma que
cuando se cubre con un cubreobjetos éste sea identificado desde la superficie. EI cuadrado central
se divide en 25 cuadros medianos de 0,2 mm dando un area individual de 0,04 mm?, si se

considera los dos hemisferios se obtiene un area total de 2 mm?.

Figura 2-3 Divisién de la zona centro

Fuente:(Torres, 2014, p. 34)

Mediante el lente 40X se identifica los cuadros medianos, que se subdividen en 16 cuadros
pequefios, dando un total de 400 cuadrados en cada hemisferio. Para el conteo en cada cAmara se
selecciona los 4 cuadrados medianos ubicados en los angulos externos y también el cuadro
central (figura 7). También se cuentan los conidios que se encuentran tocando la primera de las

tres lineas que circundan el cuadrado. Se contaron en total 10 cuadrados, cinco en campo 1y

cinco en campo 2, se procedié a calcular el nimero de conidios por ml (Concentracion).

_.E,_

E3 E4|

iy

Figura 2-4 Cuadros de Conteo de esporas

Fuente: (Torres, 2014, p. 33)
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Tabla 2-5 Concentracion de las esporas del producto

Concentracion # esporas # esporas
UFC/ml Camaral Camara 2
1,08E+08 19 24

Realizado: SALINAS Fabian ,2019

Tabla 2-6 Concentracién de esporas por cepa

Cepa Concentracion  #esporas Camaral # esporas Camara 2
UFC/ml
Trichoderma harzianum T-1 2,50E+08 5 5
Trichoderma hamatum T-2 2,75E+08 5 6
Trichoderma koningii T-3 2,25E+08 6 7
Trichoderma spp T-4 2,75E+08 3 6

Realizado: SALINAS Fabian ,2019

Calculo para determinar el nimero de esporas del producto

NexNc*1000
C=—"7""—- )
A cMx*AxD

C= Concentracién de esporas

Ne= # esporas contadas

Acm= &rea de los cuadrados medianos
Nc= # de cuadrados contados

A= Profundidad de la camara

B (18 + 24) esporas * 10
T 02mm*02mm=0,1mm*1x%10" —1

c 1050000 UFC 1000 uL
= *
ulL ml

UFC
C=105+«10"—-1——
ml
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Procedimiento de envasado

Se encendi6 los mecheros de alcohol para evitar contaminaciones ambientales, se saco el
producto del envase hermético del proceso de cosechado y se tom6 500 ml de cada cepas (T1,
T2, T3 y T4), luego se realizé el contaje de las esporas de cada cepa de Trichoderma spp;

finalmente el producto fue mesclado y envasado en botella hermético. ( Anexo F).

2.8.3  Tercera etapa: Trabajo en Campo

2.8.3.1 Identificacion las unidades experimentales

Mediante un sorteo aleatorio, se ha sign6 a cada unidad experimental uno de los 16 tratamientos,
se elaboraron letreros de identificacion para cada una de las unidades experimentales de acuerdo

al tratamiento asignado y se calculd la cantidad de tierra a contaminarse.

Calculo de Kilogramos de Tierra Contaminados con Piretroides
Kg= 0xAxP @

Ddénde:
Kg = Kilogramos Contaminados
0 =Densidad del Suelo
A= Area de las unidades experimentales
P=Profundidad de muestra
Kg =18 m** 0,25 m * 900 kg/ m®

Kg = 4050 kg
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2.8.3.2 Aplicacion de la Cypermetrina y de la Deltametrina

Se calculé concentracion de los contaminantes a partir de la cantidad suelo a utilizarse de 4050

kg, se prepar6 una solucion de Deltametrina y Cypermetrina en un tanque 200 litros para el

control de arafia roja (Tetranychus urticae Koch), el inyector manual fue calibrado para una

profundidad de 25 cm, mediante la utilizacién de una bomba de fumigacion se inyecto la

solucidn cerca de raices de planta a una profundidad de 0,25m. Se realiz6 el mismo proceso en

todas las unidades experimentales. Finalmente se Esperd 48 horas para ingresar al area tratada.

Tabla 2-7 Dosis aplicadas de la Cypermetrina y Deltametrina

Producto  Ingrediente Activo Dosis (200 L  Tiempo de Carencia

Ramber Cypermetrina 350ml/L
Decis Deltametrina 250 ml/L

Fuente:(Bayer CropScience, 2015)
Realizado: SALINAS Fabian ,2019

Calculo de la Concentracion De los Piretroides

. VP
Dosis = —
vd

Donde:
Vp = Volumen producto
Vd =Volumen de dilusion
Dosis =350 ml /200 L

ml
Dosis = 1,75 T

Célculo de la Concentracion De los Piretroides en un kilogramo se suelo

__ KgB*CA
T KgA

CB

Donde:

CA= Concentracion inicial
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KgA=Kilogramos inicial
CB= Concentracion final
KgB=Kilogramos Final

1,75mTl *1Kg

CB =
4050 Kg

!
CB =4,32E-O4mT
!
CB =4,326-04 2 * 100022
l Kg

CB =0,43224
Kg

Tabla 2-8 Dosis calculadas de Cypermetrina Y Deltametrina

Ingrediente Activo  Dosis 200 L Dosis 1 L Dosis1 L
En 4050 Kg En 1Kkg En 1Kkg

Cypermetrina 1,75 ml/L 4,32E- 04 ml/L 0,432 mg/kg

Deltametrina 1,25 ml/L 3,08E- 04 ml/| 0,308 mg/ kg

Fuente:(Bayer CropScience, 2015)
Realizado: SALINAS Fabian ,2019

2.8.3.3 Recoleccién de las muestras iniciales

Después de 2 dias de la fumigacion se recogié las muestras del suelo mediante la utilizacion de
un barreno de 25 cm de profundidad) cerca de las raices donde se inyecto la solucién del
contaminante a una profundidad de 25 cm, se tomd las muestras en varios puntos de la unidad
experimental; luego las muestras fueron depositas en las fundas ziploc hasta pesar un 1kg y se
procedi6 a mezclar uniformemente, se realizd el mismo procesos en todas las unidades

experimentales. Finalmente se rotuld y se trasladd las muestras en los coolers con refrigerante

hasta el laboratorio de Andlisis Alimentos, Aguas y Afines “Labolab” ((Anexo G).
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2.8.3.4 Aplicacion de las dosis de Trichoderma spp en el suelo

Se realizo el calculo para determinar las 3 dosificaciones utilizadas en la Aplicacién. Se prepar6
una solucion de 40 litros por cada una de las dosis seleccionadas, la cual contienen las cepas
Trichoderma, el inyector manual fue calibrado para una profundidad de 25 cm, mediante la
utilizacion de una bomba de fumigacion se inyecto la solucion en los mismos puntos donde se
realizé la contaminacion cerca de la raiz de planta a una profundidad de 25 cm. Se realiz6 el
mismo proceso en todas las unidades experimentales. Se esper6 8 dias para continuar con la

aplicacion, se realiz6 en mismo proceso con la segunda aplicacion del tratamiento. (Anexo G).

Célculo para determinar la dosis de Trichoderma spp

__ VBxCA
CB=—~ ()

Donde:

CA= Concentracion inicial
VA=Volumen inicial

CB= Concentracion final
VB=Volumen Final

2,5mT1*40L

¢= 1L

ml
C = 1007

Tabla 2-9 Dosificaciones utilizadas

Dosis 1L Dosis 40 L
25ml 100 ml
5ml 200 ml
10 ml 400 ml

Realizado: SALINAS Fabian ,2019
Fuente: (Flores et al., 2009, p. 2)
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2.8.3.5 Recoleccién de las muestras finales

La recoleccion de las muestra de suelo se realizd un dia antes que finalice el tiempo de
residencia de la Cypermetrina y la Deltametrina en el cultivo fresa. El tiempo de residencia de
Piretroides es de aproximadamente 15 dias, se utilizé un barreno de 25 cm de profundidad para
tomar las muestras del suelo cerca de las raices donde se inyecto la solucion del contaminante
.se tomd las muestras en varios puntos, luego las muestras fueron colocadas en las fundas ziploc
hasta pesar un 1kg Yy se procedié a mezclar uniformemente, se realiz6 el mismo procesos en
todas las unidades experimentales. Finalmente se rotulo y se trasladé las muestras en los coolers
con refrigerante hasta el laboratorio de Analisis Alimentos, Aguas y Afines “Labolab”. (Anexo

G).

2.8.3.6  Analisis de laboratorio

Se utilizé6 el Método EPA 1699 para la determinacién de compuestos organoclorados,
organofosforados, triazina y plaguicidas piretroides en muestras ambientales por espectrometria
de masas /alta resolucion cromatografia de gases de alta resolucion (HRGC / HRMS) usando la
dilucién de is6topos y las técnicas de cuantificacion de patron interno. Este método EPA se

aplica generalmente a medios liquidos, so6lidos y tejidos.
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CAPITULO 3

3 MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Primera etapa: Identificacion y caracterizacion del suelo del Cultivo de fresa

Se localiz6 el Cultivo de fresa, mediante el Sistema GPS, se seleccion6 4 puntos representativos
del Terreno, se establecid su ubicacion en la provincia de Tungurahua, cantén Ambato,
parroquia de Huachi Grande, sector Sagrado Corazon de JesUs, mediante el programa
informética Argis se elaboré un mapa de ubicacién (Anexo A). El érea total del cultivo fue
1680 m?, en la plantacién se encontraba 42 camas de 40 m de largo y 0,60 m de ancho; las 16

las unidades de analisis tenian las siguientes dimensiones 2,50 m de largo y 0,60 m de ancho.

Para caracterizar las propiedades fisicas y quimicas del suelo del cultivo de fresa se tomd varias
muestras del suelo mediante utilizacion de un barreno (25 cm de profundidad) cerca de las
raices de la fresa a una profundidad de 25 cm, el método utilizado para extraer las muestras del
suelo fue el zigzag, en varios puntos de muestreo se tomé aproximadamente 100 g. Luego fueron
colocadas en las fundas ziploc hasta pesar un 1kg y se mezcl6é uniformemente, finalmente se
trasladd en un cooler con refrigerante hasta el laboratorio de Analisis de Suelo de la Universidad

Técnica Ambato Facultad de Ciencias Agropecuarias.

La toma de muestra de suelo para el analisis de la caracterizacién, se lo realiz6 ante de la
contaminacion con piretroides y al final del tratamiento posterior a la aplicacion de la asociacion
de las cepas de Trichoderma spp. El reporte de los analisis generd resultados de caracterizacion

de las propiedades fisicas y quimicas del suelo antes del tratamiento y posterior al tratamiento.
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Tabla 3-1 Reporte de los parametros para la caracterizacion del suelo

Parametros Unidad Andlisis Antes del ~ Andlisis después del ~ Nivel
Analizados tratamiento tratamiento
PH 7,48 7,60 Neutro
CE Mmhos/cm 0,3 0,3 No Salino
Textura Arena /  limo
Arcilla 2,5 3 Bueno
M.O %
N-total ppm 19 14 Bueno
P ppm 81 78 Alto
K meq/ 100 g 1,2 1,0 Alto
Ca, meq/ 100 g 7 7 Alto
Mg meq/ 100 g 15 1,3 Alto
Cu ppm 5 4 Alto
Mn ppm 15 12 Medio
Zn ppm 4 3 Medio
Ca/Mg meq/ 100 g 5 5 Optimo
Mn/k meq/ 100 g 1 1 Bueno
Ca +Mg/k meq/ 100 g 7 6 Bueno

Realizado por: BUENANO, Marcia, 2019

Andlisis de calidad del suelo para el tratamiento de las cepas de Trichoderma

Analisis

Las principales propiedades fueron analizadas al inicio y al final del tratamiento con las cepas
de Trichoderma spp, permitieron categorizar al suelo como: franco-arenoso-limoso, este tipo de
textura es ideal para la produccion agricola, los principales pardmetros que permitieron
determinar la calidad del suelo fueron: pH, porcentaje de materia orgénica, cantidad de
microelementos, conductividad eléctrica y cantidad de nitr6geno. Para evidenciar las
modificaciones de los pardmetros del suelo durante el tratamiento, se realizd la comparacion
del andlisis inicial y del andlisis final, los resultados generados fueron los siguientes : el pH
inicial fue de 7,48 y pH final fue de 7,60 por lo tanto se obtuvo un suelo neutro en el

experimento y el porcentaje de la materia organica se mantuvo en 3 % en todo el tratamiento.
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Al comparar la cantidad de los microelementos en el analisis inicial (81 ppm de P, 5 ppm Cu.
12 ppm de Mn, 3 ppm de Zn, 1,2 meq/100g de K, 7 meg/100g de Cay 1,5 meq/100g de Mg),
con la cantidad de los microelementos del analisis final (78 ppm de P, 4 ppm Cu. 15 ppm de Mn,
4 ppm de Zn, 1,0 meg/100g de K, 7 meg/100g de Cay 1,3 meg/100g de Mg, se evidencio un
consumo de microelementos por parte de las hongos al insertarlos en el cultivo. La
conductividad eléctrica se mantuvo en 0,3 mmhos/cm, por lo que considerd que los compuestos
salinos no inhibieron en el crecimiento de las cepas y la cantidad de nitrégeno inicial fue de 19
ppm Yy la cantidad nitrégeno final fue de 14 ppm, lo que indica que las bacterias necesitan de
nitrdgeno para su crecimiento, se considerado al nitrégeno como la principal fuente de nutrientes

de la especie Trichoderma spp.

Discusién

El analisis de laboratorio de la ( Tabla 3-1), permitié comparar los resultados inicial y final,
considerando que no existe diferencia significativa entre ambos. El pH del suelo obtuvo un
valor inicial de 7,48, se contrastd con los estudios de (Simkovic et al., 2008; Cardenas, 2010),
por lo que al pH del suelo se lo categorizo neutro ideal para la propagacién del hongo
Trichoderma spp, El pH final del estudio aumento a 7,60, por lo no existio tanta diferencia. El
porcentaje de materia organica se mantuvo en 3 % considerados como un porcentaje bajo para
reproduccién de hongos, El tiempo persistencia Cypermetrina y Deltametrina en suelo fue de 16
dias esto se debid a la baja cantidad de materia orgéanica, por lo tanto tiempo de persistencia y
cantidad de materia organica estan relacionados directamente, a mayor contenido de materia
mayor sera su fijacion, eso concuerda con (Wadhwa et al., 2010), en donde menciond que la
Cypermetrina se degradaba con facilidad en suelo con baja cantidad de materia organica,

permitiendo asi disminuir su tiempo de persistente en el suelo.

La textura reportada en el andlisis de suelo fue franco- arenoso-limoso, se compar6 con el Plan
de Ordenamiento Territorial (GAD Huachi Grande, 2015) en donde menciona que los suelos
francos-arenosos de la zona son los ideales para el cultivo de fresa. Los microelementos en
suelo obtuvieron los siguientes valores: 81 ppm de P, 5 ppm Cu. 15 ppm de Mn, 4 ppm de Zn,
1,2 meq/100g de K, 7 meq/100g de Cay 1,5 meg/100g de Mg, por lo tanto el hongo disponia

de nutrientes para su desarrollo. La conductividad eléctrica fue 0,3 mmhos/cm, se puede
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considerar que no existié presencia de sales que puedan inhibir la esporulacion. La cantidad de
nitrogeno total inicial fue de 19 ppm vy cantidad final 14 ppm, generando un consumo de la
fuente de nitrégeno por parte del hongo, como lo menciona (Simkovic et al., 2008; Torres, 2014)

el nitrégeno es principal fuente de nitrégeno de la especie Trichoderma spp.

3.1.1 Andlisis microbioldgico del suelo

En los estudios microbioldgicos realizados por (Paucar, Diaz y Alvarado, 2011) menciona que
los suelos de la sierra ecuatoriana se encontraron mayor cantidad de actinomicetos con 6,84 x
1077 (UFC/qg), seguidos por bacterias (2,30 x 1076 UFS/g) y por ultimo los hongos con 2,71 x
10" UFC/g esto concuerda lo mencionado por (Olalde y Aguilera, 1998) que la bacteria méas
abundantes en suelo, seguido por los actinomicetos y luego por los hongos (Aspergillus spp.,
Fusarium spp., Trichoderma spp., Cladosporium spp.).

3.2 Segunda etapa: Obtencién de cepas de Trichoderma spp.

Tabla 3-2 Caracteristicas macroscépicas de la cepa de Trichoderma spp.

Laboratorio Referencia Bibliogréafica

Fuente: SALINAS, Fabian ,2019 Fuente: (Torres, 2014)
Realizado por: SALINAS, Fabian ,2019

Analizando la .Tabla 3-2, la imagen de la columna de la izquierda pertenecen a los
resultados obtenidos en laboratorio, las cajas Petri los 8 dias de incubacion a 22 °C, presento un
crecimiento micelial de color blanco, de textura algodonada en forma de anillos concéntricos y
presenta esporas de color verdoso hasta llegar a un verde total con una textura aterciopelas,

estas caracteristicas fueron comparadas con la columna de la derecha (Torres, 2014, p. 43) que
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describe las caracteristicas macroscépicas del hongo como son: los micelios blancos
algodonados y esporas de color verde y no se observa presencia de estructuras de resistencia o en
relacion a los estudios de (Samson, Hoekstra y Frisvad, 2004, pp. 210-240) que existe

estructuras de resistencia.

Tabla 3-3 Caracteristicas Microscopicas de la cepa de Trichoderma.

Laboratorio Referencia Bibliogréafica

Fuente: SALINAS, Fabian ,2019

Fuente: SALINAS, Fabian ,2019 Fuente: (Torres, 2014)
Realizado por: SALINAS, Fabian ,2019

La imagen de la columna de la izquierda pertenecen a los resultados obtenidos en laboratorio
durante 8 primeros dias de la reproduccién del hongo en las cajas Petri ( Tabla 3-3), se
encontraron hifas con caracteristicas septadas. Los conidiéforos tiene una forma piramidal las
cuales se ramifican en ramas mas cortas, no se observé presencia de clamidosporas, los anélisis
fueron comparadas con la columna de la derecha estudios obtenidos de (Torres, 2014, p. 43) que
describe las caracteristicas microscopicas del hongo mismos resultados tienen relacién con las
comparaciones realizadas por (Samson, Hoekstra y Frisvad, 2004, pp. 200-210), por tanto se

determind que las cepas corresponden a Trichoderma spp .

3.2.1 Conteo de esporas y determinacion de Dosificacién

En la Tabla 2-6 se describid el nimero esporas (UFC) correspondiente a cada cepa, contenidas
en 1 ml del producto comercial, la cantidad de esporas contenidas en el producto analizado fue
de 1,02E+09 UFC/ml correspondiendo al 100% de la concentracion, estos resultados se

contrastaron con la concentracion de 1,00E+09 UFC/ml del estudio de (Donoso, Lobos y
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Rojas, 2008, p. 3; Dobrosnki y Salazar, 2018, p. 12), la cepa T3 (Trichoderma koningii ) generd
la concentracion mas baja de 2,25E+08 UFC/ml correspondiendo al 22 % de la concentracion
del producto, seguidos de la cepa T1 (Trichoderma harzianum) generé la concentracion
intermedia de 2,50E+09 UFC/mI correspondiendo al 24 % de la concentracion del producto,
finalmente la cepa T2 (Trichoderma hamatum) y la cepa T4 (Trichoderma spp ) generaron la
concentracion mas alta de 2,75E+09 UFC/ml correspondiendo al 27% de la concentracion del
producto, se concluy6 que la diferencia de concentracion de cada cepa en el producto oscila
entre 1% al 3 % siendo poco significativo al momento de la aplicacion del producto .

Tabla 3-4 Conteo de esporas

|y EE
< INEE N EEEE|
SINNEN L AN

Realizado por: SALINAS, Fabian ,2019

3.3 Caracterizacion y dosificacion de los Piretroides

Analisis

La dosis que se suministré de Cypermetrina fue de 350 mly de Deltametrina fue de 250 ml,
esta dosificacion fue la recomendada por los almacenes de agroquimicos, los piretroides
tienden a almacenarse en la corteza de frutos, al ser ingeridos por el ser humano pueden causar
afectaciones a nivel sistema nervioso. Los piretroides se consideran como sustancias de
persistencia moderada, debido a que se degradan répidamente durante los primeros dias, por
la intervencion de la luz solar o agua, pero ciertos estudios demuestran que pequefias trazas
de Piretroides pueden permanecer durante 6 meses en el suelo, su fijacién al suelo depende de la
cantidad materia organica presente el suelo,a menor cantidad materia organica menor sera su

fijacion.
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La densidad del suelo estudiado corresponde a 900 Kg/ m® el area total de las unidades
experimentales fue de18 m? la profundidad para la toma demuestra fue de 0,25 m, con esta
informacion de determino la cantidad de Kilogramo a contaminarse con Cypermetrina y
Deltametrina en las unidades experimentales, la cantidad de Kilogramos a contaminarse en el
suelo correspondieron a 4050 kg. Luego se calculé la concentracién del producto para un
volumen de 200 L de disolvente, para la Cypermetrina fue de 1,75 ml / L y para la
Deltametrina fue de 1,25 ml/ L, una vez obtenidas las concentraciones se procedié a contaminar
los 4050 kg de suelo. Finalmente se estimé la concentracion de cada uno de los Piretroides
contenidos en un kilogramo de suelo para la Cypermetrina fue de 4,32E-04 ml/L y para la
Deltametrina fue de 3,08E-04 ml/L, se procedi6 a transformar la concentracion de ml/ L a
mg/Kg para ponerlos comparar con los datos obtenidos en el laboratorio y los limites
permisibles. Para la Cypermetrina fue de 0,432mg/Kg y para la Deltametrina fue de 0, 308

mg/Kg, los cuales fueron muy superiores a los limites permisibles de 0,05 mg/kg.

Discusién

En el presente estudio se observd que la acelerada remocion de los piretroides durante los
primeros dias, se genero por la intervencion de un nivel elevado de precipitacion, el cual fue de
13,9 mm vy el valor de la humedad relativa fue del 83 %, esto permitié establecer la incidencia
directa de la precipitacién sobre el experimento. Se consider6 que la principal forma de
remocién natural piretroides es por infiltraciobn cuando se tienen una alta intensidad de
precipitacion, pero la concentracion removida por infiltracion puede ocasionar contaminacion
de los rios subterraneos esto concuerda con lo mencionado por (INIAP, 2002, p. 120), en
donde la infiltracion y la escorrentia son considerados como una de las formas de dispersar a

los contaminantes a otros medios agravan la problematica contaminacion.
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3.4 Comportamiento de Trichoderma spp en el suelo

Tabla 3-5 Pardmetros para determinar el comportamiento del Trichoderma spp

Parametro Valor
Precipitacién 13,3 mm
Temperatura de remediacion 25°C
Porcentaje de materia organica 3%
"Humedad relativa del suelo 87 %

PH del suelo en tratamiento 7,60
Porcentaje de consumo Micronutrientes 14 %
Precio de litro de Cepa de Trichoderma 1350 %

Realizado por: SALINAS, Fabian,2019

Analisis

En cuando al Andlisis de laboratorio ( Tabla 3-1), se determin6 que el suelo del cultivo es apto
para produccion agricola, sin embargo sus caracteristicas afectaron a la reproduccion de las
cepas de Trichoderma spp en el suelo, se considerd a la precipitacion, porcentaje materia
organica,  porcentaje de consumo micronutrientes y al pH como los principales factores
causantes de esta afectacion, las mediciones realizadas durante el estudio permitieron elaborar la
( Tabla 3-5).donde es evidencia que la precipitacion de 13,3 mm fue muy
elevada y produjo 87 % de humedad en suelo permitiendo asi una pérdida de las cepas por
efecto de arrastre de infiltracion, esto concuerda con los estudios realizados por (Simkovic et al.,
2008; Cardenas, 2010) en donde menciona que al tener condiciones extremas de humedad

pueden afectar al desarrollo de las cepas de los hongos.

En cuando a la cantidad materia organica en el suelo se obtuvo 3%, por lo tanto se considero
como deficiente para la propagacion de hongos en el suelo, debido a que este parametro permite
la adherencia del hongo al suelo. Esto concuerda con el estudio (Wadhwa et al., 2010) donde
menciona que la persistencia de sustancias quimicas y de organismos vivos en el suelo estan
relacionados directamente materia organica, es decir al tener una escases de este parametro

disminuyendo el tiempo de persistente de los agregados en el suelo.

Los micronutrientes consumidos por las cepas de Trichoderma spp fue del 13, 3 %, por lo tanto

existe un aprovechamiento de los nutrientes para el crecimiento fangico, las cantidades
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encontrada de microelementos como fosforo inicialmente fue de 81 ppm y se redujo a 78 ppm,
en cambio el potasio se redujo de 1,2 meq/100g al 1,0 meqg/100g , si mencionamos al calcio se
mantuvo en 7 meq/100g. La cantidad de nitrogeno encontrada inicialmente fue de 19 ppm se
redujo a 14 ppm, su principal fuente de obtencion son: acidos grasos y aminoacidos, urea,
amoniaco y nitritos respectivamente. Segun, (Simkovic et al., 2008; Torres, 2014) el NaCl y

KCI a concentraciones altas puede inhibir la esporulacion fangica.

La cantidad de microelementos y nutrientes que se encontré en el suelo fue muy baja para el
crecimiento del hongo Trichoderma spp, esto gener6 una competencia por nutrientes entre las
cepas de Trichoderma spp, por lo tanto las cepas que sobrevivieron generaron la enzima difenil-
dioxigeno oxidoreductasas para la remocion de los Piretroides. Esto concuerda con los estudios
(De Luccas A, 2007). En donde sefiala que los hongos al existir escases de nutrientes generan

competicion.

45



3.5 Analisis estadistico

Tabla 3-6. Degradacién de la Cypermetrina

Repeticion | Concentracié | Concentracion | Concentracién | Concentracion Diferencia
n Inicial del Final del degrada sin ('mg/kg)
De partida Tratamiento tratamiento tratamiento
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
TO (Oml/L) Blanco 0,432 0,141 0,037 0,291 0,104
R1 0,432 0,285 0,004 0,147 0,281
T1 R2 0,432 0,12 0,027 0,312 0,09
(2,5ml/L) R3 0,432 0,118 0,071 0,314 0,047
R4 0,432 0,114 0,096 0,318 0,018
R5 0,432 0,199 0,01 0,233 0,189
R1 0,432 0,134 0,092 0,298 0,042
™ R2 0,432 0,056 0,009 0,376 0,047
(5 ml/L) R3 0,432 0,09 0,02 0,342 0,07
R4 0,432 0,003 0,0005 0,429 0,0025
R5 0,432 0,069 0,02 0,363 0,049
R1 0,432 0,085 0,013 0,347 0,072
T3 R2 0,432 0,207 0,056 0,225 0,151
(10ml/L) R3 0,432 0,238 0,125 0,194 0,113
R4 0,432 0,08 0,036 0,352 0,044
R5 0,432 0,029 0,015 0,403 0,014
Repeticion % sin Diferencia de Diferencia de Porcentaje de TOTAL
Remocion Concentracion | Concentracion Remediacion
(%) (mg/kg) (%) (%)
TO (Oml/L) Blanco 67,36% 0,104 24,07% 8,56% 100,00%
R1 34,03% 0,281 65,05% 0,93% 100,00%
T1 R2 72,22% 0,09 21,53% 6,25% 100,00%
(2,5ml/L) R3 72,69% 0,047 10,88% 16,44% 100,00%
R4 73,61% 0,018 4,17% 22,22% 100,00%
R5 53,94% 0,189 43,75% 2,31% 100,00%
R1 68,98% 0,042 9,72% 21,30% 100,00%
T R2 87,04% 0,047 10,88% 2,08% 100,00%
(5 ml/L) R3 79,17% 0,07 16,20% 4,63% 100,00%
R4 99,31% 0,0025 0,58% 0,12% 100,00%
R5 84,03% 0,049 11,34% 4,63% 100,00%
R1 80,32% 0,072 16,67% 3,01% 100,00%
T3 R2 52,08% 0,151 34,95% 12,96% 100,00%
(10ml/L) R3 44,91% 0,113 26,16% 28,94% 100,00%
R4 81,48% 0,044 10,19% 8,33% 100,00%
R5 93,29% 0,014 3,24% 3,47% 100,00%

Realizado por: SALINAS, Fabian
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Tabla 3-7. Degradacién de la Deltametrina

Repeticion | Concentracion | Concentracion | Concentracién | Concentracion Diferencia
De partida Inicial del Final del degradacion ( mg/kg)
(mg/kg) Tratamiento tratamiento sin tratamiento
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
TO Blanco 0,308 0,141 0,037 0,167 0,104
(Oml/L)
R1 0,308 0,269 0,003 0,039 0,266
T1 R2 0,308 0,093 0,012 0,215 0,081
(2,5ml/L) R3 0,308 0,085 0,049 0,223 0,036
R4 0,308 0,074 0,06 0,234 0,014
R5 0,308 0,153 0,007 0,155 0,146
R1 0,308 0,123 0,065 0,185 0,058
T2 R2 0,308 0,027 0,004 0,281 0,023
(5 ml/L) R3 0,308 0,062 0,023 0,246 0,039
R4 0,308 0,002 0,0005 0,306 0,0015
R5 0,308 0,043 0,009 0,265 0,034
R1 0,308 0,051 0,012 0,257 0,039
T3 R2 0,308 0,19 0,028 0,118 0,162
(10ml/L) R3 0,308 0,153 0,082 0,155 0,071
R4 0,308 0,045 0,016 0,263 0,029
R5 0,308 0,018 0,015 0,29 0,003
Repeticion Porcentaje sin Diferencia de Diferencia de Porcentaje de TOTAL
Remocion (%) | Concentracion | Concentracion Remediacion
( mg/kg) (%) (%)
TO Blanco 54,22% 0,104 33,77% 12,01% 100,00%
(Oml/L)
R1 12,66% 0,266 86,36% 0,97% 100,00%
T1 R2 69,81% 0,081 26,30% 3,90% 100,00%
(2,5ml/L) R3 72,40% 0,036 11,69% 15,91% 100,00%
R4 75,97% 0,014 4,55% 19,48% 100,00%
R5 50,32% 0,146 47,40% 2,27% 100,00%
R1 60,06% 0,058 18,83% 21,10% 100,00%
™ R2 91,23% 0,023 747% 1,30% 100,00%
(5 ml/L) R3 79,87% 0,039 12,66% 7,47% 100,00%
R4 99,35% 0,0015 0,49% 0,16% 100,00%
R5 86,04% 0,034 11,04% 2,92% 100,00%
R1 83,44% 0,039 12,66% 3,90% 100,00%
T3 R2 38,31% 0,162 52,60% 9,09% 100,00%
(10ml/L) R3 50,32% 0,071 23,05% 26,62% 100,00%
R4 85,39% 0,029 9,42% 5,19% 100,00%
R5 94,16% 0,003 0,97% 4,87% 100,00%

Realizado por: SALINAS, Fabian, 2019
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3.5.1 Porcentaje de Remocion de la Cypermetrina sin tratamiento

Tabla 3-8 Analisis de la varianza % de Remocion sin tratamiento de la Cypermetrina

Andlisis de la varianza % de Remocidén sin tratamiento de la
Cypermetrina
Variable N R?2 R2 Aj CV
Porcentaje de Remocién sin Tr.. 16 0,27 0,09 23,061

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1288,22 3 429,41 1,51 0,2630
TRATAMIENTO 1288,22 3 429,41 1,51 0,2630
Error 3420, 93 12 285,08
Total 4709,15 15

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=44,83553
Error: 285,0777 gl: 12

TRATAMIENTO Medias n E.E.

2,5ml1/L 61,30 5 7,55 A
Blanco 67,36 1 16,88 A
10ml/L 70,42 5 7,55 A
5ml/L 83,70 5 7,55 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

95,301

84,54+ A

73,78

A
63,021
A
A
52,27 _ 1
Blanco 2,5mli/L 10ml/L 5mi/L
TRATAMIENTO

Fuente: Infostat, 2019
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Tabla 3-9 Analisis de varianza del % de Remocién Sin tratamiento Tukey al 5%

Medias % y Rangos
TO T1 T2 T3
Coeficiente Suelo + Suelo + Suelo + Suelo +
de Significancia Piretroide Piretroide+ Piretroide+ Piretroide+
Variacion 2,5ml/L 5ml/L 10ml/L
Trichoderma | Trichoderma | Trichoderma
23,61 *k 67,36 A 61,30 A 83,70 A 70,42 A

Realizado por: SALINAS, Fabian, 2019

Analisis

Segun la Tabla 3-9 se observa que el coeficiente de variacion es de 23,61% y se determina que los
datos son confiables, porque se encuentra dentro de los valores permitidos para este tipo de
ensayos experimentales. EI ANOVA muestra una significancia estadistica baja lo que indica que
ningdn tratamiento es diferente. La prueba de comparacién multiple de medias de acuerdo a
Tukey al 5% establece que las medias de TO, T1, T2 y T3 son iguales al ubicarse en el mismo
rango A, los valores de las medias del % de remocidn sin tratamientos genero el siguientes
resultado: TO con un valor de 67,36 %, T1 con un valor de 61,30 %, T2 con un valor de 83,70 %

y T3 con un valor de 70,42%.

El tratamiento T1 obtuvo la media méas baja del % de remocidn sin tratamientos del 61,30 %
mostrando que existié remocidn sin tratamiento, los tratamientos TO y T3 tuvieron una media de
(67, 36% a- 70,42 %) y El tratamiento T2 obtuvo la media mas alta de 83,70% presenciando

una intervencion directa de la Infiltracion en la pérdida de contaminante.

Discusién

La media del porcentaje de remocion sin tratamiento del experimento corresponde a un valor de
70,44 % indicando que se perdié una cantidad alta de contaminante luego de la fumigacién,
esto se debié a que los dias posterior a aplicacion de Cypermetrina existié un alto nivel de
precipitacion de 13, 9 mm, permitiendo disolver con mayor facilidad la Cypermetrina existente
en el suelo, esto concuerda con los estudios realizados por (Shimadzu, 2019, p. 2),que la
solubilidad de las sustancias en el suelo esta influenciada con la cantidad de disolvente, la
solubilidad de la Cypermetrina en el agua es de 0,004 mg/L, por lo que al existir una elevada

precipitacion en el suelo aumenta su solubilidad.
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Otro factor que genero un aumento en el % de remocion sin tratamiento fue el bajo porcentaje
de materia organica presente en el suelo (2,5 %), Al existir escases de la materia organica en el
suelo disminuyo la fijacion de la Cypermetrina al mismo, permitiendo asi que la mayor parte

de concentracion de Cypermetrina se degrade con facilidad . (Wadhwa et al., 2010, p. 583).

3.5.2 Porcentaje de la Remocidn sin tratamiento de la Deltametrina

Tabla 3-10 Analisis de la Varianza Porcentaje de Remocidn sin tratamiento de la Deltametrina

Andlisis de la varianza % de Remocidn sin tratamiento de la
Deltametrina

Variable N R? R?2 Aj CV
Porcentaje de Remocidén sin T .. 16 0,25 0,07 32,53

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 2066,19 3 688,73 1,37 0,2995
TRATAMIENTO 2066,19 3 688,73 1,37 0,2995
Error 6040, 14 12 503,35
Total 8106, 34 15

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=59,57632
Error: 503,3451 gl: 12

TRATAMIENTO Medias n E.E.
Blanco 54,22 1 22,44 A
2,5ml/L 56,23 5 10,03 A
10ml/L 70,32 5 10,03 A
5ml/L 83,31 5 10,03 A
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

95,30

84,54+ A

73,787

A
63,02
A
A
52,27 _ 1
Blanco 2,5ml/L 10ml/L 5mi/L
TRATAMIENTO

Fuente: InfoStat, 2019
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Tabla 3-11 Analisis de varianza del % de Remocion sin Tratamiento Tukey al 5%

Medias % y Rangos
TO T1 T2 T3
Coeficiente Suelo + Suelo + Suelo + Suelo +
de Significancia Piretroide Piretroide+ Piretroide+ Piretroide+
Variacion 2,5ml/L 5ml/L 10ml/L
Trichoderma | Trichoderma | Trichoderma
32,53 *k 54,22 A 56,23 A 83,31 A 70,32 A

Realizado por: SALINAS, Fabian, 2019

Analisis

Segun la Tabla 3-11, el coeficiente de variacion para Deltametrina fue 32,53% y se determind
que los datos son confiables, porque se encuentra dentro de los valores permitidos para este tipo
de ensayos. EI ANOVA presenta una significancia estadistica baja lo que indica que ningun
tratamiento es diferente. La prueba de comparacion multiple de medias de acuerdo a Tukey al
5% establece que las medias de TO, T1, T2 y T3 son iguales al ubicarse en el rango A, Las
medias del % remocidn sin tratamiento genero los siguientes resultados: TO con un valor de
54,22 %, T1 con un valor de 56,22 %, T2 con un valor de 83,31 % y T3 con un valor de 70,32%.

Discusién

El % de remocidn sin tratamiento de la Deltametrina fue menor con respecto a la Cypermetrina.
Ya que la Deltametrina se degrada en gases toxicos como lo menciona (Machinery, 2018, pp. 1-
15). Los tratamientos que obtuvieron las medias mas baja en cuando al % de remocién sin
tratamiento fueron: TO con 54,22 % vy la T1 con 56,23, mostrando que existi6 una mayor
fijacion del contaminante al suelo, El tratamientos T3 genero una media de 70,32 % y el
tratamiento T2 obtuvo la media mas alta de 83,33% por lo que existi6 menor fijacion de
Deltametrina al suelo. La media del % de remocion Sin tratamiento de la Deltametrina fue de
66,02 %, generando perdia considerable luego de la fumigacion. Durante los 2 primeros dias de
la aplicacién del contaminante este se degrada con facilidad mediante la luz solar, otro factor por
el cual existi6 una elevada remocion del contaminante fue la Precipitacion de 13,9 mm,
permitiendo disolver con mayor facilidad la Deltametrina ,segin (Shimadzu, 2019, p. 2) la
solubilidad puede diferir de acuerdo al volumen del disolvente, la solubilidad de la Deltametrina
en el agua es de 0,003 mg/L, por lo que existié una elevada precipitacion en el suelo durante el
tratamiento del suelo. Los Piretroides se pueden disolver con facilidad en el Agua cuando existe

una precipitacion mayor a 13,9 mm.
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3.56.3 Porcentaje de Remocion del Trichoderma al tratar Cypermetrinay Deltametrina

Tabla 3-12 Varianza de la Concentracion removida y % Remocién de la Cypermetrina

Andlisis de la varianza de la Concentracién removida de Cypermetrina

Variable N R? R? Aj Cv

remediado 16 0,22 0,03 85,86

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sC gl CM F p-valor

Modelo. 0,02 3 0,01 1,15 0,3677
Dosis 0,02 3 0,01 1,15 0,3677

Error 0,06 12 0,01

Total 0,08 15

Prueba T para muestras Independientes

Grupo 1 Grupo 2 n(l) n(2) Media(l) Media(2) Media(l)-Media(2) LI(95) LS(95) pHomVar T p-valor
{Oml/L}{10ml/L} 1 5 0,10 0,08 0,03 -0,04 0,09 <0,0001 1,04 0,358
{Oml1/L}{2,5ml/L} 1 5 0,10 0,13 -0,02 -0,16 0,11 <0,0001 -0,43 10,6878
{Oml/L}{5ml/L} 1 5 0,10 0,04 0,06 0,03 0,09 <0,0001 5,63 0,0049
{10ml/L}{2,5ml/L} 5 5 0,08 0,13 -0,05 -0,17 0,08 0,2091 -0,85 10,4198
{10ml/L}{5ml/L} 5 5 0,08 0,04 0,04 -0,02 0,10 0,1531 1,37 0,2065
{2,5ml1/L}{5ml1/L} 5 5 0,13 0,04 0,08 -0,06 0,22 0,0138 1,66 10,1713

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,19002
Error: 0,0051 gl: 12

Dosis Medias n E.E.

5ml/L 0,04 5 0,03 A
10ml/L 0,08 5 0,03 A
Oml/L 0,10 1 0,07 A
2,5ml/L 0,13 5 0,03 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Analisis de la varianza del % de Concentracién removida de Cypermetrina

Variable N R? R?2 Aj Cv
% Remediacidénlo6 0,23 0,03 85,52
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 962,50 3 320,831,17 0,3607
Dosis 962,50 3 320,831,17 0,3607
Error 3281,69 12 273,47
Total 4244,19 15

Prueba T para muestras Independientes

Grupol Grupo2 n(l) n(2) Media(l) Media (2) Media (1l)-Media(2) LI(95) LS(95) pHomVar T p-valor
{Oml/L}{10ml/L} 1 5 24,07 18,24 5,83 -9,80 21,47 <0,0001 1,04 0,3588
{Oml/L}{2,5m1/L} 1 5 24,07 29,07 -5,00 -36,15 26,15 <0,0001 -0,45 0,6789
{Oml/L}{5ml/L} 1 5 24,07 9,75 14,33 7,26 21,40 <0,0001 5,63 0,0049
{10ml/L {2,5ml/L}5 5 18,24 29,07 -10,83-39,78 18,12 0,2104 -0,86 0,4133
{10ml/L}{5ml/L} 5 5 18,24 9,75 8,50 -5,76 22,75 0,1531 1,37 0,2065
{2,5ml1/L}{5ml/L} 5 5 29,07 9,75 19,33 -12,61 51,27 0,0139 1,68 0,1683

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=43,91358
Error: 273,4741 gl: 12

Dosis Medias n E.E.

5ml/L 9,75 5 7,40 A
10ml/L 18,24 5 7,40 A
Oml/L 24,07 1 16,54 A
2,5ml/L 29,07 5 7,40 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Tabla 3-13 Varianza de la Concentraciéon removida y % Remocién de la Deltametrina

Analisis de la varianza de la Concentracién removida de Deltametrina

Variable N R? R? Aj Cv
remediado 16 0,22 0,03 100,58
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo. 0,02 3 0,01 1,14 0,3715
Dosis 0,02 3 0,01 1,14 0,3715
Error 0,06 12 4,8E-03
Total 0,07 15

Prueba T para muestras Independientes

Grupol Grupo2 n(l)n(2) Media(l) Media(2) Media(l)-Media(2) LI (95) LS(95) pHomVar T p-valor
{Oml1/L}{10ml/L} 1 5 0,10 0,06 0,04 -0,03 0,12 <0,0001 1,57 0,1919
{Oml1/L}{2,5m1/L}1 5 0,10 0,11 -4,6E-03 -0,13 0,12 <0,0001 -0,10 0,9241
{Oml/L}{5ml/L} 1 5 0,10 0,03 0,07 0,05 0,10 <0,0001 7,82 10,0014
{10ml/L}{2,5m1/L}5 5 0,06 0,11 -0,05 -0,17 0,07 0,3572 -0,90 0,3941
{10ml/L}{5m1/L} 5 5 0,06 0,03 0,03 -0,04 0,10 0,0589 1,02 0,3369
{2,5ml1/L}{5m1/L} 5 5 0,11 0,03 0,08 -0,05 0,21 0,0096 1,67 0,1695

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,18472

Error: 0,0048 gl: 12

Dosis Medias n E.E.
5ml/L 0,03 5 0,03 A
10ml/L 0,06 5 0,03 A
Oml/L 0,10 1 0,07 A
2,5ml/L 0,11 5 0,03 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Andlisis de la varianza del % Remocién de Deltametrina
Variable N R? R?2 Aj Ccv

% Remediacidénlo6 0,22 0,03 100,51

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 1753,46 3 584,49 1,15 0,3702

Dosis 1753,46 3 584,49 1,15 0,3702

Error 6120,12 12 510,01

Total 7873,57 15

Prueba T para muestras Independientes

Grupol Grupo2 n(l) n(2) Media(l) Media(2) Media(l)-Media (2) LI(95) LS(95) pHomVar T p-valor
{Oml1/L}{10ml/L} 1 5 34,00 19,74 14,26 -10,57 39,09 <0,0001 1,59 0,1861
{Om1/L}{2,5ml/L} 1 5 34,00 35,26 -1,26 -42,15 39,63 <0,0001 -0,09 0,9359
{Oml/L}{5ml/L} 1 5 34,00 10,10 23,90 15,51 32,30 <0,0001 7,90 0,0014
{10m1/L}{2,5m1l/L}5 5 19,74 35,26 -15,52 -55,25 24,21 0,3573 -0,90 0,3940
{10ml/L}{5ml/L} 5 5 19,74 10,10 9,64 -12,13 31,41 00,0589 1,02 0,3370
{2,5ml/L}{5ml/L} 5 5 35,26 10,10 25,16 -16,58 66,90 00,0096 1,67 0,1695

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=59,96943

Error: 510,0097 gl: 12

Dosis Medias n E.E.
5ml/L 10,10 5 10,10 A
10ml/L 19,74 5 10,10 A
Oml/L 34,00 1 22,58 A
2,5ml/L 35,26 5 10,10 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes

(p > 0,05)
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Analisis

Tabla 3-14 Andlisis de varianza del % de Remocion de Cypermetrina por Tukey al 5%

Medias % y Rangos
TO T1 T2 T3
Coeficiente Suelo + Suelo + Suelo + Suelo +
de Significancia Piretroide Piretroide+ Piretroide+ Piretroide+
Variacién 2,5ml/L 5mi/L 10ml/L
Trichoderma | Trichoderma | Trichoderma
85,86 * 24,07A 29,07 A 9,75 A 18,24 A

Realizado por: SALINAS, Fabian, 2019

Como se observa en la Tabla 3-14 el coeficiente de variacion es de 85,86% Yy se establece que los
datos son confiables, puesto que se encuentra dentro de los valores permitidos para este tipo de
ensayos experimentales. EI ANOVA muestra baja significancia estadistica lo que indica que
todos los tratamientos son iguales. La prueba de comparacién multiple de medias de acuerdo con
Tukey al 5% establece los tratamientos TO, T1, T2 y T3 en el rango A, no existe diferencia

entre tratamientos por lo que no existe el rango B.

La concentracion partida del piretroide cypermetrina fue de 0,432 mg/kg (Tabla 3-6). Luego de
los 2 dias de la aplicacion se obtuvo una concentracion inicial de 0,1141 mg/kg generando un
porcentaje de remocion sin tratamiento del 73,55 % de Cypermetrina. Luego de la inoculacion de
los hongos en los tratamientos, la media de degradacién fue reducido A 29,07 % en el T1 (Suelo
+ Piretroide+ 2,5ml/L Trichoderma), ubicandolo como el mejor tratamiento debido a la més alto
media, seguido por el tratamiento testigo con un valor de 24,07 % , el tratamiento T3 (Suelo +
Piretroide+ 10ml/L Trichoderma) con un media de 18,24% y el tratamiento que presento la
menos media de degradacién fue T2 (Suelo + Piretroide+ 5ml/L Trichoderma), con un valor de
9,75 %.
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Tabla 3-15 Analisis de varianza del % de Remocion Deltametrina por Tukey al 5%

Medias % y Rangos
TO T1 T2 T3
Coeficiente Suelo + Suelo + Suelo + Suelo +
de Significancia Piretroide Piretroide+ Piretroide+ Piretroide+
Variacion 2,5ml/L 5ml/L 10ml/L
Trichoderma | Trichoderma | Trichoderma
100,51 o 34,0A 35,26A 10,10 A 19,74 A

Realizado por: SALINAS, Fabian, 2019

Tabla 3-15), se observa que el coeficiente de variacion es de 100,51% y se establece que los
datos son confiables, puesto que se encuentra dentro de los valores permitidos para este tipo de
ensayos experimentales. EI ANOVA muestra baja significancia estadistica lo que indica que
todos los tratamientos son iguales. La prueba de comparacion multiple de medias de acuerdo con
Tukey al 5% establece los tratamientos TO, T1, T2 y T3 en el rango A, no existe diferencia
entre tratamientos por lo que no existe el rango B.

La concentracion partida del piretroide Deltametrina fue de 0,308 mg/kg (Tabla 3-7). Luego de
los 2 dias de la Aplicacion se obtuvo una concentracion inicial de 0,0095 mg/kg generando una
remocion sin tratamiento del 68,99 % de Deltametrina. Luego de la inoculacién de los hongos en
los tratamientos, la media de degradacion fue reducido A 35,26 % en el T1 (Suelo + Piretroide+
2,5ml/L Trichoderma), ubicdndolo como el mejor tratamiento debido a la mas alto media,
seguido por el tratamiento testigo TO (Suelo + Piretroide), genero un valor de 34,0 %, En el
tratamiento T3 (Suelo + Piretroide+ 10ml/L Trichoderma) con un media de 19,74% y el
tratamiento que presentd la menos media de degradacion fue T2 (Suelo + Piretroide+ 5ml/L
Trichoderma), con un valor de 10,10 %.

El tratamiento T1(Suelo + Piretroide+ 2,5ml/L cepas de Trichoderma), la cantidad remocién de
la Cypermetrina fue del 29,07 % y de la Deltametrina fue 35,x6 %, resultdé como el mejor
tratamiento, debido a que las cepas de los Trichoderma a una dosis de 2,5 ml/l con una
concentracion 1,0E+9 UFC/ml es ideal para la actividad enzimética de la difenil-dioxigeno
oxidoreductasas (Conrado et al., 2004; Mukherjee y Mittal, 2005, p. 1036; Flores et al., 2009, p.
2) mencionan que la actividad enzimaética difenil-dioxigeno oxidoreductasas es mayor cuando
existe menor concentracion de Trichoderma, debido que existe menos competencia por
nutrientes. (De Luccas A, 2007) sefiala que los hongos més resistentes aumentaron su poblacion
cuando alcanzaron su actividad enzimatica, presentando una accién méas favorable durante los 15

dias de aplicado el tratamiento.
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Discusién

En el tratamiento que actu6 como Blanco TO (Suelo + Piretroide), la degradacion se genero sin
presencia fungica, puesto que en el tratamiento TO no se inocularon hongos, el rango remocion
de los insecticidas fue de 25 %, probablemente porque el suelo ya tenia una presencia de
microorganismos nativos que ayudaron a la degradacién del contaminante, por lo cual la
actividad microbiana nativa tiene gran importancia en procesos de biorremediacion in situ.
Segun, (Betancur, 2013) se debe tener en cuenta los factores fisicoquimicos de los

contaminantes y cantidad de remocidn por parte de los agentes bioldgicos.

El tratamiento T2 (Suelo + Piretroide+ 5 ml/L Trichoderma), con su rango de remocién de 6% a
10 % resultdé como el peor tratamiento, una dosis de 5 ml/ L con una concentracion de
1,0E+09 UFC / ml es considerada como una dosis comercial, en esta concentracion existe un
aumento de la competencia de Trichoderma spp por nutrientes, (Espinosa, 2013) menciona que la
competencia de las cepas de Trichoderma spp se genera por la escases hierro, fosfato carbono y
nitrato. Por lo que el hongo activar su mecanismo de defensa, bajando su poblacion y su
actividad enzimaética, (De Luccas A, 2007).El tratamiento T3 (Suelo + Piretroide+ 10 ml/L
Trichoderma), con su rango de remocién de 15% a 20 % resulté como un tratamiento medio a
esta dosis existe una estabilidad, (Dobrosnki y Salazar, 2018) sefiala que el hongo puede
generar mayor actividad enzimética después de un periodo de competencia , porque las cepas

sobrevivientes generan mayor cantidad de enzimas.

Al final del tratamiento después de los 15 dias de la aplicacion del inoculo, la cantidad de
residuo de Cypermetrina fue de 0,039 mg/kg y Deltametrina fue de 0,026 mg/Kg,
demostrando que se encuentran por debajo de los limites permisibles (0,05 mg/kg). Al comparar
el porcentaje de remocidn el tratamiento T1 (35%), con el porcentaje de remocion blanco TO
(30%) se obtuvo una diferencia del 5%, En el estudio de (Torres, 2014) al comparar el
porcentaje remocion del tratamiento (Suelo + Piretroide+ Trichoderma), con el blanco se

obtuvo una diferencia de remocion del 89 % .
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3.5.4 Seleccién de la dosis de dosis

Analisis

Luego de realizar la estimacion estadistica mediante la comparacion de Tukey al 5%, se
determind que estadisticamente no existe diferencia significativa, sin embargo numéricamente la
dosis con mayor porcentaje de remocién fue el tratamiento T1 (Suelo + Piretroide+ 2,5ml/L

cepas de Trichoderma).

Si se realiza un analisis del aprovechamiento del producto por aplicacion se obtiene que, con una
dosis de 2,5ml se logra un rendimiento de 400 litros, mientras que con una dosis de 10ml el

rendimiento llegaria hasta 100 I, lo que significa una merma del 75%.

Discusién

Con la dosis de 2,5 ml/L se puede remover mayor cantidad de Piretroides, por lo que existe
mejor aprovechamiento del producto y menor residual del mismo en el suelo, esto concuerda
con (Carbonell y Briozzo, 1975), en su estudio demostraron que las dosis bajas generan un menor
efecto residual por genera un mejor aprovechamiento del mismo. En su estudio (Villacrés, 2014,
p. 47) sefiala que la sobredosificacion puede causar menor aprovechamiento de los plaguicidas.
Los resultados que se obtuvieron demuestran que las dosis inferiores a dosis comercial,
generan mayor porcentaje de remocion, generando un beneficio econémico al utilizar el producto
(TrichoFert).
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CONCLUSIONES

» Se caracterizd las propiedades Fisicas, Quimicas y Biologicas del suelo, resultando los
siguientes valores: PH de 7,60, Porcentaje de materia de 2,5 %, la textura Franco-Arenoso-
limoso, 81 ppm de P, 5 ppm de Cu. 15 ppm de Mn, 4 ppm de Zn, 1,2 meg/100g de K, 7
meq/100g de Ca,1,5 meq/100g de Mg, conductividad eléctrica de 0,3 mmhos/cmy Nitrogeno
Total de 19 ppm ideales para produccién agricola, pero al existir escases de materia organica y
microelementos influenciaron el crecimiento de las cepas de Trichoderma en suelo, se
encontraron microorganismos nativos (Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichoderma spp.,
Cladosporium spp.) Que intervinieron probamente con la remocion de la Cypermetrina y

Deltametrina.

« Las medias del porcentaje de remocion de la Cypermetrina por cada tratamiento fueron los
siguientes: 29,07 % en el T1 (Suelo + Piretroide+ 2,5ml/L Trichoderma), 24,07 % en el TO
(Suelo + Piretroide), 18,24% en el T3 (Suelo + Piretroide+ 10ml/L Trichoderma) y 9, 75 % en el
T2 (Suelo + Piretroide+ 5ml/L Trichoderma), en cuando a la Deltametrina se obtuvo los
siguientes datos: 35,26 % en el T1 (Suelo + Piretroide+ 2,5ml/L Trichoderma), 34,0 % enel TO
(Suelo + Piretroide), 19,74% en el T3 (Suelo + Piretroide+ 10ml/L Trichoderma) y 10, 10 % en
el T2 (Suelo + Piretroide+ 5ml/L Trichoderma), la concentracién de las esporas de la asociacion
de las cepas de Trichoderma spp fue de 1,05E+09 UFC/ml, Al comparar el porcentaje remocion
de la Cypermetrina del tratamiento (T1) con el tratamiento Blanco (TO), se obtuvo un porcentaje
de remocion del 5 %, en cuando Deltametrina se obtuvo un porcentaje de remocion del 1 %. Por
lo tanto permitié demostrar la intervencion de las cepas de Trichoderma spp en la remocién de la
Cypermetrina y Deltametrina, debido a la actividad enzimética de la  difenil-dioxigeno

oxidoreductasas.

» La dosis de Trichoderma (Tricofer) seleccionada para la recomendacion aplicacién a suelos
contaminados con piretroides es 2,5 ml/l, esto debido a que aungue estadisticamente no existid
diferencia significativa numéricamente fue la que mejor porcentaje de remocion presento en la

investigacion.
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RECOMENDACIONES

* Realizar el tratamiento de suelo contaminados con Piretroides con cepas Trichoderma spp, pero
controlando la intervencién de las variables: Precipitacion, pH, Temperatura, Cantidad Materia

Orgénica y nutriente, misma que influyen en el crecimiento de las cepas en suelo.

+ Evaluar el comportamiento de las concentraciones de los Trichoderma spp (UFC/ml), para

comprobar su significancia en el proceso de biodegradacion de los contaminantes en el suelo.
« Comprobar el desempefio de remocién de las cepas Trichoderma spp al asociarse con otros
Microrganismos nativos que generen la enzima difenil-dioxigeno oxidoreductasas como es el

caso del Pleurotus ostreatus.

« Aumentar el nimero de tratamiento para verificar si las dosificaciones inferiores a la

dosificacion comercial tienen mejores resultados de remocion de los Piretroides.
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ANEXOS

Anexo A Mapa de identificacion
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Anexo B Reporte de pardmetros para la caracterizacion del suelo estudio

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
LABORATORIO DE SUELOS

Casilla 18-01-234 Telts. 26151746171 Fax 746231 Cevalios - Tungurabus

UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO @

REPORTE # 10
Datos del cliente:
Wo-m- Fabwn Marcelo Salinas
[Flucaon: Fabian Marcelo Salinas COD. LAB 10 2019
[DIRECCION: Huacht Grande MUESTRA: Suelo
|PROVINCIA: Tungurahua MATRIZ S
[cAanTON: Ambato ANALISIS: Completo
Datos de la
FECHA DE TOMA DE MUESTRA
28/02/2019
RESPONSABLE DE TOMA DE MUESTRA INGRESO AL LAR. © 25/02/2019
LOTE SALIDA © ORON2019
CULTIVO ANTERIOR!
CULTIVO ACTUAL FRESA
ANALISIS Unidad Valor Nivel INTHRPRE TACION
pi exfracio
sucio agua 7,48 . » A Wy Acan
CE extracto
suelo agua 1 2.5 | mmbos/ cm 03 N Ac Acsan
Toxtura Clase e Ae Mol wnarurte Acao
Arena ™ e wmorts Acae
Limo % " Pruchcamants Neutry
Arcilla % AL Qe arrartn Akl ine
MO % 25 a8 e AL Modanarmennn Aanno
N - TOTAL ppm 19 8 AL Acuino
” ppm a1 A ~ Neuma
" meq/100 g 1.2 A " Tt
Ca meq/100 g 7 A ~ Med e
Mg meq/100 g 1.5 A A Arn
Cu ppm 5 A 1 | marcn
Mn ppm 15 ™M 'S o S
/n ppm 4 M L8 | grumerne Sanne
Ca/Mg mea/100 g 5 o . Halre
Mg/ meq/100 g 1 ] ws My Bano
Ca+Mg/K meq/100 g 7 a8 o Optwre
Paramatro analisnde Mernan
it R = N VConautimutr Oren MOA_
C | ctrogureies 1N WCoramtrmmtra Onan S60A
jeey Hevysucos Lioungers hosyouess
MO ot e hwarsu Acaiecn
N Tonw LA AL DA,
Jeree 2000 tind Yspeconiviomyve Quraeys 20
LA L) Ohsen Mo Z Oe A A eri 1 imer 100
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Anexo C Taxonomia del Trichoderma spp

- Plantsphere

L Laboratories

TAXONOMIA DE TRICHODERMA spp

DATOS DE IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

fecha de emision Lab: 37.12.2013
Remitente: MINISTERIC DE AGRICULTURA Y GANADERIA
Tipo de muestra: Aidlades de Tichodema nofivos

Marca Comercial; rinauna :

Orden de frebajo No.. PSL.0P0199
Responsable: ing. Cristing Traya
Tipo de Andlisis: faxcnomice
Codigo del Clente: MAGAP

TUNGURAHUA

Especie / Genero

Principales rasgos Taxondmicos

I-1

ichoderma harzanum

Covnos amanlo verdoms, Coriddforo: de esvucthep
phomidol Hios e 37 =7, un diam,, conkios Ce 2.5- 57 x
2325 um Comdomporsintarcoarasgda 12.2- 155 ym

1.2

Trichodenrna hamaolum

Raverto og coler amdnito, pisiulos Ionas, foices 43-8.5x
37-57 pym, corididlores de mis oa 144 um. Conigig 3,5-3.7
%2.7-3.9 um

1-3

Trichadamna koning

Colnias de ripido oecimento. conididdos varkabies,
figigas Dol de 30 5 Iokdes da 7.2-12.2 x 2.2—=35 um
Conk3os 354 7x2 5237 um

T-4

mchadema s,

Reverso sin coor, ides varaoos, 3575 € 3.0-a0pm, |
condios veede pobdas 2.54.8x1.3.2.F

Dr. Ing. MSc. Carlos Falconi Barja Ph.D,
PLANTSPHERE LABORATORIES (PSL)
Q9997946977 - 4023531
www. agriculiure-technology.de
plontspherelab@bioscftware .de
psi@hiosoftware.de




Anexo D Identificacién, Preparacién Medio Cultivoy Siembra Caja Petri

Delimitaciones las Unidades Experimentales

Georreferenciacion del Cultivo

Preparacion Agar PDA

Vidal de Cepa

Siembra en Caja Petri




Anexo E Incubacidn, Identificacion Microbiana, Preparacion de Sustrato

Siembre de la Cepa en Funda

Precoccion y Enfundado del
Sustrato

Crecimiento de la Cepa en Funda




Anexo F Replicacion, Cosecha, Dilucién seriada y Contaje

Incubacion de la Cepa
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Preparacion de Placa




Anexo G Fumigacion y Toma de Muestras

Solucién de Cypermetrina y Deltametrina

. &=

| T;'{\'\‘ ‘7,).0,0“' v

R mbaie

Muestra de Suelo

Toma y Pesaje de Muestra Suelo




Anexo H Contaje Esporas Camara 1
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Anexo | Contaje Esporas Camara 2
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Anexo J Analisis de laboratorio
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