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RESUMEN

El presente proyecto de investigacion fue realizado con el propdsito de evaluar la eficiencia del
hongo Pleurotus ostreatus en la biodegradacion de suelos contaminados con clorpirifos. Para la
fase inicial de recopilacion y analisis de informacion, se consideraron como datos referenciales la
informacion que consta en el Plan de Desarrollo y Ordenamiento Territorial vigente de la
parroquia San Luis. En la fase in situ, para obtener la informacion, se efectuaron 53 encuestas en
la comunidad Sagrado Corazon de Jesus, dirigidas hacia los agricultores de la zona; para
determinar la cantidad y proporciones de usuarios de cultivos de tomate rifion bajo invernadero y
cuyo plaguicida de uso fuese “Lorsban”, principal ingrediente activo de los clorpirifos.
Complementariamente se determind la concentracién de clorpirifos en el suelo, dando como
resultado una concentracion inicial de 380 ppm en el pardmetro mencionado. Ademas,
paralelamente para la obtencién del micelio del hongo, se logré extraer una muestra madre para
luego ser replicada en con las condiciones ambientales requeridas, mismas que se detallan
documentadamente en bibliografia disponible. Finalmente, para el anélisis en laboratorio de los
porcentajes de degradacion de Pleurotus ostreatus, solo y en presencia de trigo (Triticum spp) y
cebada (Hordeum vulgare) como sustratos de crecimiento, se desarrollaron tres tratamientos,
obteniendo los siguientes resultados: el ensayo de menor concentracion final de clorpirifos fue el
tratamiento tres (P. ostreatus + trigo + suelo) con 128,33 ppm, seguido del tratamiento dos, (P.
ostreatus + cebada + suelo) con 139,67 ppm y finalmente el tratamiento uno (P. ostreatus en
suspensién + suelo) con 210,33 ppm. Por lo tanto, el tratamiento que alcanz6 la mayor efectividad
debido a una mayor tasa de degradacion de clorpirifos, fue el que emplea el pleurotus ostreatus

en sinergia con el trigo y el suelo agricola.

Palabras clave: <BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL>, <CONTAMINACION DEL SUELO>,
<PLAGUICIDAS>, <HONGO OSTRA (Pleurotus ostreatus)>, <BIODEGRADACION>,
<CONTROL BIOLOGICO>, <REMEDIACION>, <SAGRADO CORAZON DE JESUS
(COMUNIDAD)>,

26/01/2021
0579-DBRAI-UPT-2021
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ABSTRACT

The current research work was carried out in order to evaluate the efficiency of Pleurotus ostreatus
mushroom in the biodegradation of chlorpyrifos-polluted soils. For the initial stage with regard
to the information analysis and collection, some referential information which is part of the
current Plan de Desarrollo y Ordenamiento Territorial belonging to San Luis Parish was taken
into account. In the on-site stage, for collecting information it was necessary to apply 53 surveys
to farmers from Sagrado Corazdn de Jests community to determine the number of users as well
as the proportion of rifion tomato crops grown in a greenhouse and which pesticide was “"Lorshan”
as the main active ingredient of chlorpyrifos. As a complementary stage, it was possible to
determine the chlorpyrifos soil concentration, resulting in an initial concentration of 380 ppm.
Parallel to the obtaining of the mushroom mycelium, it was possible to extract a mother sample
for its further replication under the required environmental conditions, the ones which are
documented and detailed in available bibliography. Finally, for the degradation laboratory
analyzes of Pleurotus ostreatus in an isolated way as well as together with wheat (Triticum spp)
and barley (Hordeum vulgare) as growing substrata, three treatments were applied with the
following results: The chlorpyrifos lowest concentration final testing belonged to treatment three
(P. ostreatus + wheat + soil) with 128 ,33 ppm, followed by treatment two, (P. ostreatus + barley
+ soil) with 139,67 ppm, finally treatment one (P. ostreatus in suspension + soil) with 210,33
ppm. Thus, the treatment with the highest effectiveness due to a greater chlorpyrifos degradation

rate was the one that uses plerotus ostreatus in synergy with wheat and agricultural soil.

Key words: <ENVIRONMENTAL BIOTECHNOLOGY>, <SOIL POLLUTION>,
<PESTICIDES>,  <OYSTER  MUSHROOM  (PLEUROTUS  OSTREATUS)>,
<BIODEGRADATION>, < BIOLOGICAL CONTROL>, <REMEDIATION>, <SAGRADO
CORAZON DE JESUS (COMMUNITY)>,

XVi



INTRODUCCION

La contaminacién y sus consecuencias son producto de las actividades de tipo industrial, agricola
o de servicios, siendo el area industrial la principal fuente de residuos contaminantes (Silva Moran,
2017) Actualmente, los niveles de contaminacion ambiental han alcanzado un punto de quiebre en
el cual los ecosistemas naturales y sus recursos estan seriamente amenazados. Uno de estos
recursos es el suelo, este ha sido alterando por la generacién directa, voluntaria o involuntaria de
una gran variedad de residuos y contaminantes, modificando la dindmica natural de los

ecosistemas.

Las nuevas tecnologias en una sociedad industrializada han permitido sintetizar maltiples
compuestos de tipo organico, destinados a satisfacer un sin nimero de necesidades. Una ingente
cantidad y variedad de elementos quimicos organicos se producen al afio en el planeta, solo los
Estados Unidos es capaz de producir mas de 60 millones de toneladas métricas. En esta cantidad
se incluye los plésticos y plastificantes, lubricantes y refrigerantes, combustibles y disolventes,
plaguicidas y fertilizantes(Brady y Weil, 2008, pp. 850-860)

Cuando se habla de la contaminacién del suelo a partir de compuestos organicos, se considera
basicamente a la ocasionada por los productos elaborados a base del petrdleo. EI hombre, en el
transcurso del tiempo ha sido capaz de transformar el petrdleo en combustible y varios productos
que son basicos para el desarrollo productivo de las sociedades (Hernéndez, Alvarez y Rios, 2017, pp.
139-159). Formando parte del conjunto de contaminantes de tipo organico que se derivan del
petrdleo estan los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP). Estos conforman una familia
especial de compuestos gque se constituyen a partir de un minimo nimero de anillos bencénicos

unidos a dos 0 mas atomos de carbono.

Los hidrocarburos aromaéticos policiclicos son la base de una gran variedad de plaguicidas. Los
cuales han tenido una fuerte presencia y acogida en los Gltimos afios, ya que estos productos
permiten dar un control eficiente a plagas indeseadas en cultivos agricolas. De esta forma es
posible que los cultivos puedan producir mas y al mismo tiempo se obtiene un producto sano. La
parte negativa y la que ha causado una gran polémica a nivel mundial viene dada debido a que
una aplicacion excesiva llega a ser tdxica para los suelos y contamina los recursos naturales que

se encuentren a su alrededor.

Formando parte de los plaguicidas de mayor aplicacion agricola a nivel mundial estan los
compuestos organofosforados (OPs), ya que son de bajo costo y poseen una gran efectividad

(Ramirez, J y Lacasafia, 2001). Los clorpirifos son compuestos organofosforados cuya molécula es la



base de una gran variedad de insecticidas. Estos se aplican para el control de moscas, mosquitos,
plagas domésticas, larvas acuaticas y diversas plagas de cultivos que se dan en el suelo o en las

hojas (Petter et al. 2012)

A nivel agricola su aplicacion es de forma directa a los cultivos, por su gran adherencia a las
particulas del suelo y ain mas en aquellos que tienen gran contenido organico. Al momento que
llega a formar parte del ambiente, este se degrada con la ayuda de la luz solar, bacterias u otros
procesos quimicos. Se ha determinado que su permanencia en el suelo puede ser de algunos dias
0 afos, en el caso de los productos de consumo esta varia de 3 a 60 dias(Koshlukova y Reed, 2014).
Ademas, se debe considerar que este compuesto ha sido encontrado en multiples muestras de agua

tanto subterraneas como superficiales y potables.

Debido a la persistencia de este tipo de compuestos en el suelo, a los dafios que ocasionan con el
tiempo y que se ha determinado que son altamente contaminantes producto de su acumulacion;
son varias las propuestas que se han planteado para recuperar las areas contaminadas. La
biorremediacion es un método eficiente que en la actualidad se estd aplicando para degradar los
contaminantes del ambiente como es el caso de los pesticidas. Estos se pueden implementar in
situ, sin que sea necesario movilizar o transportar el material que se encuentre contaminado. Una
parte importante de este método es que no se genera otro tipo de contaminantes durante el proceso
de remediacion, esto ha hecho que sea ampliamente aceptada por el publico en general (Demnerova
y Otros, 2005, pp. 205-211).

Diversas investigaciones de los Gltimos afios han demostrado que la biorremediacién se puede
transformar en una de las primeras opciones a considerarse cuando se trata de recuperar suelos
contaminados. Formando parte de los avances alcanzados en los procesos investigativos, esta el
uso de un grupo de organismos cuyas caracteristicas ecoldgicas los hacen distintos al resto, estos
son los hongos de pudricion blanca. La relevancia que tienen este tipo de organismos se
fundamenta en la capacidad de degradar un sin nimero de contaminantes organicos y compuestos
que son persistentes en el ambiente entre los cuales estan los clorofenoles, dioxinas, aminas

aromaticas, fenoles organofosforados e hidrocarburos policiclicos aromaticos (Sifuentes, E. 2014)

Pleurotus ostreatus es un hongo de la pudricion blanca con una gran relevancia a nivel
economico, gastrondmico y medicinal normalmente se le conoce como hongo ostra o seta. Este
se produce de forma industrial como alimento para el consumo humano, convirtiéndose en el
tercer hongo que mas se cultiva en el mundo(Cohen, Persky y Hadar, 2002, pp. 582-594). Este hongo
posee una caracteristica enzimatica muy particular, ya que su complejo multienzimético al estar
conformado por lacasas, peroxidasas y glucosas oxidasas le confiere la posibilidad de degradar

varios compuestos de tipo ligninocelulésicos. La capacidad de sus enzimas ha sido aprovechada



en maltiples metodologias de biorremediacidn, en las cuales se ha degradado los contaminantes

gue forman parte de varios tipos de insecticidas, colorantes, herbicidas y fungicidas, entre otros
(Blue, Gomes y Roberto, 2006, pp.468-473).



JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Los plaguicidas organofosforados son los més utilizados por los agricultores para el control de
plagas en cultivos de tomate rifion bajo invernadero, donde el gusano trozador (Agrotis sp.) y el
pulgén (Aphis sp.) se consideran como las plagas que mas atacan a este tipo de cultivos. En la
parroquia San Luis uno de los mas utilizados es el Lorshan, cuyo ingrediente activo son los
clorpirifos. Esto debido a que tiene un precio de venta bajo y posee una gran eficiencia una vez

que es aplicado, a pesar de esto, su uso de forma intensiva causa la degradacién de los suelos.

Los beneficios que aporta este insecticida en el normal desarrollo del cultivo estan sujetos a serias
alteraciones en los suelos, entre las que se puede destacar la pérdida de fertilidad del suelo, de su
capacidad biodegradadora y la pérdida de su biodiversidad. Disminuir la presencia de los
contaminantes en el suelo y revertir su infertilidad requiere de una inversion de tiempo y dinero
alta, por esta razon los agricultores optan por convertir areas protegidas como el paramo, en
nuevas superficies cultivables. Recursos naturales como el suelo, son esenciales para el desarrollo
econdmico y social de las personas, por ende, recuperarlos y conservarlos es importante para

garantizar un ambiente sano con una dinamica ecoldgica equilibrada.

En este contexto, resulta primordial buscar nuevas metodologias que permitan reducir, no solo la
aplicacion de este tipo de plaguicidas, sino aquellas con las cuales se consigan degradar de forma
rapida y a un bajo costo los contaminantes que se encuentran en el suelo. De esta forma se
disminuira el impacto que tienen en los componentes abioticos y biéticos del ambiente. Los
procesos de biorremediacidn se presentan como una alternativa ecoldégicamente sustentable, la
cual aprovecha el potencial metabdlico y enziméatico de los microorganismos para biodegradar

los contaminantes.

El presente trabajo investigativo se plantea como una alternativa ecolégica para la remocion de
los clorpirifos del suelo. Considerando que se ha demostrado la eficiencia de Pleurotus ostreatus
al momento de disminuir las altas concentraciones de otros tipos de contaminantes presentes en
plaguicidas, insecticidas, hidrocarburos o metales pesados que se han registrado tanto en el suelo
como en el agua. Para esto se evaluara la capacidad biodegradadora de Pleurotus ostreatus en
muestras de suelo con presencia de clorpirifos, provenientes de cultivo de tomate de la zona

agricola de la parroquia San Luis.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

General:

Evaluar la eficiencia del hongo Pleurotus ostreatus en la biodegradacién de suelos contaminados

con clorpirifos.

Especificos:

Cuantificar la concentracién de clorpirifos presente en muestras de suelo provenientes de

cultivos de tomate rifién de la parroquia San Luis.

Determinar la inhibicién del crecimiento de Pleurotus ostreatus a diferentes concentraciones

de clorpirifos a nivel de laboratorio.

Establecer el porcentaje de degradacion de clorpirifos presente en el suelo por efecto de

Pleurotus ostreatus.

Analizar los porcentajes de degradacion de Pleurotus ostreatus, solo y en presencia de trigo

y cebada como sustratos de crecimiento.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. El suelo

El aire, la capa de ozono, la cubierta vegetal, el suelo y el agua, constituyen los elementos
ambientales indispensables para que la tierra adquiera la capacidad para albergar la vida. La parte
solida de la tierra, denominada gedsfera, es donde se producen los procesos quimicos; esta seccion
del planeta se constituye por el conjunto de rocas y material mineral. El suelo es una parte muy
importante de la ge6sfera que tiene la funcion de dar cabida al normal desarrollo de la vegetacion,

la cual es la base del alimento de todos los seres vivos (Villacis, J. 2013, p. 15) .

La interaccion de los componentes del planeta, anteriormente descritos, producen numerosos
procesos quimicos y bioldgicos, uno de ellos es la degradacion natural. El suelo tiene una
importante caracteristica de que, cuando se produzca algun tipo de alteracién, recupera la
dindmica estructural, recobrando asi su estado de equilibrio normal. A esta caracteristica se la
llama resiliencia (Brady y Weil, 2088, pp.850-860). Los parametros que determinan la resiliencia en el
suelo son: la resistencia del suelo, las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de cada tipo de

suelo y su cubierta vegetal (Siebe, Jahn y Stanhr, 2006, p.64).

La capacidad de resiliencia que tiene el suelo, se relaciona enormemente con los diferentes tipos
de climas que se presentan alrededor del planeta. Por ejemplo, debido a la cantidad de
precipitaciones, la distribucion geografica o los cambios de temperatura, determinan el desarrollo
normal de infinidad de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos, los cuales provocan una adecuada

proteccion y auto regeneracion del suelo

Entre los factores que se toman en cuenta, en la determinacion de la resistencia del suelo a la
degradacién o alteracion, se encuentran el nivel de la intensidad de las actividades agricolas,
industriales o mineras, el régimen de implementaciéon y la duracién. Otro pardmetro a ser
considerado constituye los distintos tipos de uso que tiene el suelo. Estos indicadores

determinaran qué tan resistente puede llegar a ser un suelo a los procesos de degradacion(Gimsing
et al. 2011, pp.1-3).



1.1.1. Importancia del suelo en el ambiente

El suelo tiene una funcién relevante en el normal desarrollo de los organismos en el planeta. Las
funciones que se dan en el suelo de acuerdo con sus caracteristicas y sus usos potenciales se

detallan en la tabla 1-1.

Tabla 1-1. Funciones ecoldgicas del suelo

Potenciales Funciones Ecoldgicas Criterios
Documental Elemento natural Perfiles del suelo
Bidtico Superficie para el desarrollo de la | Biodiversidad de los organismos,
vegetacion. rendimientos, propiedades

fisicoquimicas y bioldgicas del

suelo.

Abidtico Filtro, area de amortiguamiento, | Cantidad y calidad de la recarga de
escurridero, transformacion, regula | sistemas lacustres y redes hidricas,

el ciclo hidrico. calidad de aire, escorrentia.
De area Construccion, sostén de elementos | Extension, capacidad de carga,
vegetales. resistencia a la penetracion

Fuente: Villacis, J. (2013)

Realizado por: Minta, Jessica,2020.

Segun el criterio de Villacis, J. (2013. pp. 20-25), el suelo tiene 6 funciones esenciales para el normal

desarrollo de todo ecosistema del cual forma parte:

1. El suelo proporciona el &rea apta en la cual se desarrolla la vegetacion, proveyendo al sistema

radicular de todos los macro y micronutrientes elementales para un normal crecimiento.

2. La regulacion del ciclo hidroldgico tiene una relacion muy importante con las propiedades
fisicas del suelo. En todos los perfiles del suelo, se desarrollan los procesos de disminucion,

implementacion, contaminacion y purificacién del recurso hidrico.

3. El suelo funciona como un complejo sistema de reciclaje dindmico. Este ocupa y asimila todos
los residuos de las plantas, los animales y los humanos para convertirlos a sus elementos basicos,

de esta forma vuelven a estar disponibles para ser utilizados por las siguientes generaciones.

4. El suelo es el habitat o medio de vida de un sin nimero de microorganismos, insectos, reptiles,

mamiferos y el ser humano.



5. El suelo tiene la propiedad de captar y liberar una enorme cantidad de didxido de carbono,
oxigeno y otros gases, por lo que se constituye en una parte fundamental de los procesos de

autorregulacion a nivel de la atmdsfera.

6. El suelo también juega un papel muy importante, como recurso de ingenieria, en lo referente a
los ecosistemas que son construidos por el ser humano. Su importancia no solo radica en que se
constituye como el Gnico proveedor de la materia prima para la elaboracién de ladrillos, cemento,
adornos, etc.; sino que también representa la superficie base para la construccion de caminos y

edificaciones.

En consecuencia, con lo anterior, se puede afirmar que el suelo constituye un recurso natural
fundamental para la actividad econémica, por ser un insumo esencial para actividades como las
agricolas y ganaderas. Sin embargo, es un recurso bastante vulnerable, pues la sobreutilizacion
del suelo mediante dichas actividades puede deteriorarlo de forma irreversible. Esto genera que
el suelo pierde sus funciones ambientales y, por ende, disminuyen sus bienes y servicios.
Especificamente, el uso de sustancias toxicas, como los plaguicidas, puede llegar a generar efectos
negativos en el recurso suelo, debido a que sus caracteristicas fundamentales como persistencia,
vida media y toxicidad, entre otras, pueden degradar los componentes de este recurso y llevarlo a

su destruccion(Silvay Correa, 2009, pp. 2-5).
1.2. Contaminacion del suelo

La implementacion de un sin nimero de actividades antropogénicas o producidas por el ser
humano, trae como consecuencia la contaminacion de los suelos. Una de las principales
actividades contaminantes es la produccidn de tipo industrial a gran escala para la elaboracion de
tintes, productos sintéticos, preservantes para la madera o conservantes para los alimentos.
Ademés de todos los procesos que se implementan al momento de extraer, transportar, refinar,

transformar y usar el petr6leo y sus derivados (Sifuentes,E., 2014, p.4).

El suelo contaminado representa un indicador de que en su estructura existen uno o varios
componentes quimicos que tienen la capacidad de alterar la dindmica del ecosistema vy
compromete la funcionalidad y sustentabilidad del mismo. El nivel de contaminacién que se
puede tener en un suelo esté ligado a la concentracion o proporcion de residuos liquidos, solidos

0 gaseosos que se han colocado en este, sin importar que sea de forma accidental o intencional
(Dias et al., 2008, pp.23-25).

La aplicacién en exceso de fertilizantes, plaguicidas y gran variedad de compuestos quimicos,
que por lo general sucede por el derrame de los residuos liquidos o sélidos, hacen que el suelo

agricola sufra contaminaciéon. Los suelos, sin importar tenga niveles bajos o altos de



contaminacién, se convierten en una seria amenaza para las personas gue estan en un contacto
continuo. Ademas, en varios escenarios un suelo contaminado se transforma en un elemento
contaminante del recurso hidrico, esto tiene lugar debido a varios procesos como la infiltracion o
la escorrentia superficial. Los cuales ocasionan que durante las precipitaciones como
consecuencia del arrastre que se producen en la superficie del suelo, los contaminantes sean

llevados a los cuerpos hidricos como rios, lagunas o acuiferos (Gresham, T. 2012, p.4).
1.2.1. Tipos de contaminantes del suelo

De acuerdo a los establecido por Napoles y Abalos (villacis, 1., 2013, pp.4-5) se diferencian dos grupos

de contaminantes en el suelo: contaminantes organicos e inorganicos.
1.2.1.1. Contaminantes organicos

Entre los contaminantes organicos estan aquellos que conforman el grupo llamado BTEX
(benceno, tolueno, etilbenceno y xileno), fenoles, policlorobifenilos (PCBs), hidrocarburos
policiclicos arométicos (PAHS) y plaguicidas. Estos se encuentran en cuatro formas variadas en

el suelo: vapor, disolucion acuosa, liquido no acuoso o adsorbidos en los sélidos y coloides.
1.2.1.2. Contaminantes inorganicos

En este tipo de contaminantes se destacan los metales pesados, mismos gque a su vez se clasifican

en dos subgrupos:

e TOxicos en concentraciones altas. como el cobre, zinc, manganeso, hierro y cromo.

e ToOxicos en concentraciones bajas. como el cadmio, mercurio, plomo, niquel, selenio,

arsenico.
1.3. Los Plaguicidas

Uno de los principales problemas del sector agricola, y que afectan a los cultivos, son las plagas,
que se las definen como “cualquier tipo de organismo que tienen la capacidad de disminuir la
cantidad o calidad de los cultivos, incrementando los costos de produccion y disminuyendo el
valor final de la cosecha” (Cano et al. 2004). Por esta razdn es muy importante contar con un medio
para controlar el problema de las plagas, la técnica méas utilizada a nivel mundial es el uso de
compuestos quimicos denominados plaguicidas. Es asi como el nimero de principios activos y

formulaciones de plaguicidas registradas en el mundo ha crecido exponencialmente (Campos, 2016,pp.
3-4).



Se define también a un plaguicida, como toda sustancia o combinacién de las mismas, que se
aplican en el ambiente, a los animales o plantas, para prevenir, controlar y combatir a todos los
organismos que ocasionan algun tipo de dafio a los seres humanos, animales, plantas, semillas y

objetos inanimados, como es el caso de la madera.

Dentro del término plaguicida se retnen un conjunto de compuestos quimicos con propiedades
quimicas y aplicaciones bioldgicas heterogéneas, estas se clasifican en: herbicidas, insecticidas,
mosquicidas, fungicidas y rodenticidas (Cavieres,F. 2004). Sin importar que los plaguicidas mejoren
la produccion de los cultivos, siempre ha existido la preocupacion sobre las consecuencias que

estos pueden traer para la salud humana y su impacto en el ambiente (Campos,N., 2016, pp.3-5).
1.3.1. Caracteristicas de los plaguicidas

En forma extensa y exclusiva, los plaguicidas, se los utiliza en la agricultura, para combatir todo
tipo de plagas y las consecuencias que provocan estas. Las caracteristicas toxicas que presentan
los plaguicidas sobre las especias que actlia, no representan un problema, debido a que esa
propiedad es la base para medir su eficacia y una de las razones de su implementacion. Sin
embargo, el principal problema que se deriva de la utilizacion de plaguicidas es la falta de
selectividad, que ocasiona que cuando se aplica, la toxicidad del plaguicida afecta a otras especies
gue no son el objetivo principal. Esta consecuencia no intencionada que se presenta en otros tipos
de organismos ha obligado a que se considera estimaciones previas de los posibles impactos
ambientales como una manera de disminuir los efectos en los organismos y los variados

ecosistemas (Silva y Correa, 2009).

Existen algunos impactos que se producen en el ambiente por la accién de los plaguicidas, como
son la disminucién de la actividad microbiana del suelo, el crecimiento irregular, la reduccién de
la biomasa o muerte de la vegetacion que es sensible a estas sustancias y los efectos que se
manifiestan en la salud de las personas. En la tabla 2-1 se describen los efectos que tienen los

plaguicidas en el agua y en el suelo (Silvay Correa, 2009).

Tabla 2-1. Tipos de plaguicidas y sus efectos

Tipos de plaguicidas Efecto

Herbicidas

Acidos aromaticos Un exceso de residuos ocasiona dafios en las cosechas posteriores

Aminas, anilinas, nitrilos, | Su persistencia tiende a causar dafios en cosechas posteriores

esteres, carbamatos.

Insecticidas
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Organoclorados Los residuos ocasionan dafios s cosechas futuras, la movilidad en las

aguas superficiales afecta a la vegetacién aledafia

Organofosforados, Los efectos sobre las plantas son por acumulacién

carbamatos, piretroides

Fuente: (Silva 'y Correa, 2009).

Realizado por: Minta, Jessica,2020.

1.3.2. Contaminacion del suelo por clorpirifos (Plaguicida Organofosforado)

Los plaguicidas que son usados con mayor intensidad en la agricultura estan los compuestos
organofosforados (OPs), por su bajo costo de produccién y la gran efectividad que tienen una vez
que son aplicados (Ramirez, J y Lacasafia, 2001, pp.67-75). Estos se utilizan para el control de plagas en
una gran variedad de cultivos, debido a que, a més de eliminar de forma directa a los insectos,
estos compuestos llegan a ser absorbidos por la vegetacion, lo que las hace toxicas para los
organismos que se desean combatir (Mufioz, M., 2011, pp. 95-104). Uno de los compuestos
organofosforados que mas se utiliza de este grupo son los Clorpirifos [O, O-dietil O-(3,5,6-
tricloropiridin-2-il) fosforotioato], éste es un solido cristalino de coloracién blanca. Sus

caracteristicas méas importantes se describen en la tabla 3-1.

Tabla 3-1. Caracteristicas de los clorpirifos

Caracteristicas Descripcion
Formula Molecular CoH1:CIsNO3sPS
Masa Molecular 350.6 g/mol
Solubilidad en aguaa 20 C 0.39 — 1.05 mg/l
Log Kow a 20 °C 4.7-511
Punto de ebullicién 145 -160°C
Punto de fusion 42 -43°C

Fuente: Ramirez y Lacasafia (2001)

Realizado por: Minta,Jessica,2020.

Los Clorpirifos constituyen un insecticida muy utilizado en las actividades agricolas, para
controlar moscas, mosquitos, plagas domésticas, larvas acuaticas y una gran variedad de plagas
que estan presentes en el suelo o las hojas de los cultivos. La aplicacion se la realiza de manera
directa al cultivo, debido una de sus principales caracteristicas, como es la alta adherencia que
tiene a las particulas del suelo, principalmente a los que poseen un alto contenido de materia
organica (ATSDR, 1997, pp.2-4).
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Algunas investigaciones han determinado que los clorpirifos tienen una gran persistencia en el
suelo, pudiendo estar presentes hasta mas de 4 afios. En el caso de los vegetales el rango de tiempo
varia aproximadamente entre 3y 60 dias. Ademas, este compuesto se ha registrado en analisis de
muestras de agua tomadas en acuiferos, rios y en agua destinada para el consumo humano (Martinez
etal.,2008:pp: 247-260). En funcién al modelo de distribucion de Clorpirifos, un 49,64% esta presente
en el suelo, el 46,33% en sedimentos y el 2,29% se encuentra en el agua. Los porcentajes antes
mencionados dependen de la tasa de aplicacidn, el ecosistema donde este se aplique y los factores

ambientales como temperatura o precipitaciones (Campos,N. 2016, pp.5-6).

La Agencia de Proteccion del Medio Ambiente, ha ubicado a los Clorpirifos en una clasificacion
de clase Il o moderadamente tdxico como un insecticida (EPA citado en Campos, 2016, p.6). ESto quiere
decir que el grado de afeccion al sistema nervioso central es moderado, ya que posee un efecto
inhibidor de la enzima acetilcolinesterasa, encargada de transmitir los impulsos nerviosos. En el
caso de los seres humanos, respirar o ingerir este compuesto ocasiona dolores de cabeza, vision
borrosa y salivacion, hasta llegar a producir convulsiones e incluso llegar a la muerte (ATSDR,
1997, pp.2-4), esto dependera de la cantidad, concentracion y el tiempo de exposicion. Ademas, este
compuesto puede llegar a ser muy tdxico tanto para la vida acudtica y los organismos

invertebrados (Giesy et al., 1999, pp.3-9).
1.3.2.1. Caracteristicas fisicoquimicas de los clorpirifos

La molécula de los clorpirifos tiene una clasificacién de poco soluble, debido a que su ingrediente
activo posee una solubilidad en agua a 20°C de 1,05 mg/L. Por ello tiene una alta afinidad con las
particulas del suelo, acumulandose en éste y llegando a sedimentarse. Tiene un peso molecular
de 350,6, por lo que, por su tamafio, es dificil que se disuelva en agua. Tiene una presion de vapor
de 3.35 x 10-3 Pa a 25°C, este valor lo clasifica como un compuesto volatil que puede dispersarse
en un area extensa. En combinacion con soluciones acuosas neutras o acidas es estable, sin

embargo, su estabilidad se reduce al incrementar el pH.

1.3.2.2. Propiedades eco toxicoldgicas de los clorpirifos

Los clorpirifos pertenecen a una gran variedad de insecticidas de amplio espectro, por lo que
pueden llegar a ser altamente tdxicos para un sin nimero de insectos. Uno de los principales
problemas que se produce, es que, al no ser selectivo dentro del control de las plagas, se eliminan
también a especies beneficiosas para el ambiente como es el caso de las abejas, mariquitas y
avispas. La alta toxicidad que tiene los clorpirifos se evidencia también en artropodos de tipo

acudtico, esto ha sido comprobado tanto en investigaciones de campo como en las realizadas a
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nivel de laboratorio. En el caso de los peces es toxico incluso a bajas concentraciones,
disminuyendo su crecimiento o produciente un crecimiento anormal; el grado de afeccién se

reduce cuando se trata de invertebrados acuaticos.

Los clorpirifos llegan a bioconcentrarse en una gran variedad de organismos acuaticos, pueden
llegar a ser moderadamente toxicos en mamiferos que se encuentren bajo condiciones de
exposicion aguda, en el caso de las aves, estas son mas vulnerables con un nivel de toxicidad que

se encuentra en el rango de alta a muy alta.
1.3.2.3. Persistencia de clorpirifos

En el caso de la persistencia el valor DT50 para la degradacién a nivel del suelo es de 120 dias,
incluso varios reportes han determinado que su vida puede llegar a ser de hasta 4 afios. Por lo

tanto, se considera que este compuesto quimico (Figura 1-1) es persistente en el suelo.
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Figura 1-1. Estructura de los clorpirifos

Fuente: Colquier (2017)

1.4. Biorremediacion

Se denomina biorremediacion al método mediante el cual se utiliza la actividad bioldgica de los
microorganismos y plantas para lograr modificar o degradar una gran variedad de contaminantes,
con lo que se obtiene como resultado sustancias inertes que no provocan ninguna clase de dafio o
alteracion al medio ambiente. También, a la biorremediacion se la define como una “tecnologia
de biorrestauracién orientada para ambientes naturales que han sido contaminados con
compuestos xenobidticos, manipulando la capacidad metabdlica que poseen las bacterias, hongos,
levaduras, alga, plantas y nutrientes para incrementar la velocidad de los procesos de

biodegradacion natural que tienen los ecosistemas™ (Napoles, J y Abalos, 2010, pp. 6-7).
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Las etapas de mineralizacién de los contaminantes organicos que constituye la capacidad que
presentan los microorganismos para la transformacion de los contaminantes organicos en didxido
de carbono, agua y biomasa; estas etapas se encuentran relacionadas con los procesos biolégicos
que suceden en los suelos contaminados. La biorremediacion se implementa con los organismos
propios (autéctonos) del area contaminada o de otras areas (exdgenos), su aplicacion puede
realizarse in situ o ex situ, en condiciones de tipo aerobias cuando hay presencia de oxigeno o

anaerobias cuando no se tiene la presencia del oxigeno (Volke y Velasco, 2002, pp.33-34).
Las ventajas que se logran utilizando los procesos de biorremediacién son:

e La percepcion del publico, sobre la biorremediacién por ser un proceso natural, es
considerarlo un método de recuperacion de residuos correcto y adecuado para las areas
contaminadas del suelo. Los residuos generados mediante estos métodos son generalmente
productos inofensivos para el ambiente, como es el caso del dioxido de carbono, el aguay la

biomasa celular.

e Mediante la biorremediacion se logra la degradacién parcial o completa de una infinidad de
contaminantes, muchos de ellos sumamente peligrosos, los cuales se transforman en
productos inocuos e inofensivos para el ambiente. Esto permite eliminar por completo la
posibilidad de una responsabilidad compartida con los tratamientos de recuperacién y

supresion del material contaminado.

e Los procesos de remediacion se los puede implementar en el sitio afectado sin interrumpir las
actividades normales de las poblaciones aledafias. Con ello, no es necesario transportar los
residuos contaminados fuera del &rea de afectacion y no existen riesgos para la salud humana

y el ambiente al transportar los residuos.

e Enrelacion a otras tecnologias y procedimientos que se aplican para la recuperacion de areas
contaminadas, la biorremediacién puede Ilegar a tener un costo final mas bajo (Villacis, J., 2013,
p.35).

1.4.1. Métodos de biorremediacién

Los métodos de biorremediacion dependen de los microorganismos que estan en forma natural
en el suelo, por ello son muy seguros. Son también Utiles y especialmente no representan ningln
riesgo para el ser humano. Estos métodos no utilizan ningin quimico peligroso y los nutrientes
complementarios encargados del desarrollo de los microorganismos son utilizados en forma

comun como es el trigo, avena, cebada o césped. Ademas, todos los métodos tienen la capacidad
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de transforman los quimicos contaminantes en agua o gases inocuos, por lo que estos son

completamente degradados (EPA citado de Campos,2016, pp.17-22).

En funcién como se implementan los procesos de biorremediacién, se diferencian dos tipos de

tecnologias que son la biorremediacion in situ y la biorremediacion ex situ.
1.4.1.1. Métodos in situ

Este método resulta la alternativa méas idonea para la recuperacion de los suelos contaminados,
debido a que no es necesario prepara o remover el material contaminado. Sin embargo, primero
se debe valorar los diferentes factores que pueden influir al momento de su implementacién, como
son los impactos ambientales que se generan en el area afectada, las actividades industriales que
se pueden detener, los costos de implementacion en comparacién con otros métodos, el grado de
dificultad para ingresar al area afectada para dotar de oxigeno y nutrientes o la velocidad del

proceso. (Suarez, R., 2013, pp.23-31)
Entre los métodos in situ que mas se utilizan estan los siguientes:

e Fitorremediacion. En este método se implementan plantas para la remocién, transferencia,
estabilizacion y destruccién de los contaminantes tanto organicos como inorganicos a nivel
del suelo, lodos o sedimentos. Es eficiente para degradar solventes hidrocarburos,

agroquimicos clorados y organofosforados o metales pesados.

e Bioventilacion. Este método utiliza aire comprimido en el area afectada con la finalidad de
promover el oxigeno requerido para mantener la actividad microbiana y por ende la

degradacion de los contaminantes.

e Biolabranza. El &rea afectada es tratada mediante arados continuos con el objetivo de
mezclar el suelo contaminado con suelo limpio, ademas de que se facilita la aireacion. Se

utiliza por lo general para suelos contaminados con gasolina y aceites.

e Bioaumentacion. La bioaumentacion utiliza microorganismos como hongos o bacterias que
tengan la capacidad de degradar los contaminantes para facilitar la recuperacion de los suelos
contaminados. La eficiencia de este método se ha probado en la degradacién de herbicidas y
plaguicidas.

(Sifuentes, E., 2014, p.8)
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1.4.1.2. Métodos ex situ

Los métodos ex situ consisten en el traslado del suelo contaminado del area afectada para
implementar los procesos de degradacion en otro lugar bajo condiciones controladas, que pueden
ser a nivel de laboratorio o implementando estaciones mdviles que hagan factible aplicar el
método seleccionado. Este método tiene el inconveniente de que en la mayoria de casos es

imposible implementarlo debido a que tiene una mayor inversion. (Suarez, R., 2013, pp. 38-22)
Los métodos ex situ mas utilizados son los siguientes:

e Biorreactores. El proceso de degradacion se realiza en fase acuosa debido a que el suelo
contaminado se mezcla con un liquido, en este caso los microorganismos en suspension o
inmovilizados en la fase sélida. También es posible implementar reactores secuenciales de

lodos a nivel aerobio o anaerobio.

e Compostaje. En el método de compostage, los suelos contaminados son mezclados con
materiales complementarios como paja, heno, orines, estiércol o residuos agricolas, con ello
se mejora los nutrientes, se asegura una adecuada aireacion y produccion de calor. Esto
facilita la activacion de los microorganismos y se aceleran los procesos de degradacion de los

contaminantes.
(Sifuentes, E., 2014, p.8)

1.5. Micorremediacion

La micorremediacion es un proceso mediante el cual se implementa un cierto tipo de hongos que
actlan como agentes biodegradadores, estos poseen la capacidad de degradar los contaminantes
en funcion de la especie que se utilice. Ademas, sus hifas (red de filamentos que hacen de raices)
tienen la posibilidad de ingresar en el suelo contaminado y generar el material enzimatico
extracelular necesario para degradar los contaminantes. Los hongos que tienen la capacidad para
descomponer la madera son generalmente efectivos degradando contaminantes aromaticos,

clorados e hidrocarburos (Torres y Zuluaga, 2009, p.17).
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1.5.1. Hongos saprofitos

Este tipo de hongos se alimentan de la materia organica muerta que estd compuesta
principalmente de polisacaridos existentes en la pared celular y otros biopolimeros, estos incluyen
polimeros como celulosa, hemicelulosa, lignina y pectina, polisacaridos de los hongos (quitina) y
polisacaridos de reserva de nutrientes (almiddn) asi como proteinas. Este grupo es fundamental

en los ciclos de la mayoria de los macroelementos y sustancias indispensables para la vida. (Boddy,
Frankland y West, 2008)

1.5.2. Grupos de hongos saprofitos

Una caracteristica importante de este tipo de hongos es que queden ser cultivados en ambientes
controlados, debido a que son independientes de otros seres vivos y solo necesitan desarrollar un
sustrato lignocelulésico determinado y tener las condiciones de temperatura, ventilacion,
humedad y luz adecuadas para lograr que estos hongos crezcan y fructifiquen. Si es un degradador
primario s6lo basta como sustrato varios tipos de desechos agroforestales frescos como pajas de
cereales o aserrines y virutas, si se trata de un degradador secundario, el sustrato pueden ser los

mismos tipos de desechos anteriormente indicados, pero con un proceso de composteo previo.
(Stamets, P., 2005, pp. 2-5)

1.5.2.1. Degradadores Primarios

Los depredadores primarios constituyen a los hongos llamados colonizadores y son los que inician
el proceso de degradacion. Este grupo incluye especies del género Pleurotus, Lentinula edodes y
Grifola frondosa. Sin embargo, estas especies poseen sistemas enzimaticos distintos para

degradar la materia organica en diferentes estadios de descomposicion (Stamets, P., 2005, pp. 2-5).
1.5.2.2. Degradadores Secundarios

Este tipo de hongos acceden Unicamente a sustancias organicas simples y pre-degradadas por los
degradadores primarios. Los descomponedores secundarios trabajan en conjunto con los
actinomicetos, bacterias y hongos, incluyendo levaduras; en el suelo del bosque o en pilas de

compost. EI hongo mas conocido perteneciente a este grupo es Agaricus bisporus (Stamets, P., 2005,

pp. 2-5).

1.5.2.3. Degradadores terciarios

Dentro de los degradadores terciarios se incluyen hongos que prosperan en hébitats creados por

los descomponedores primarios y secundarios sobre un periodo de afios fructificando
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normalmente en suelos con poca materia para descomponer. En este grupo se encuentran especies

de géneros como Conocybe, Agrocybe, Mycena, Pruteus y Agaricus (Stamets, P., 2005, pp. 2-5).

1.6. Aplicacion de hongos filamentosos para biorremediacion

La micorremediacion consiste en la utilizacion de hongos para degradar o remover los compuestos
contaminantes del ambiente, este proceso consiste en mezclar el micelio con el suelo
contaminado, colocacion de plantas de micelio en lugares toxicos 0 una combinacién de ambas

técnicas en tratamientos sucesivos o de una sola aplicacion (Sifuentes, E., 2014, p.11).

Dentro de las moléculas orgénicas degradadas, descompuestas o transformadas por los hongos,
se incluyen biomoléculas recalcitrantes de plantas, hidrocarburos policiclicos aromaticos,

compuestos BETEX, tintes, pesticidas, componentes de efluentes e incluso cianuro (Gadd G., 2001,
p.472).

1.6.1. Hongos de pudricién blanca

Los basidiomicetos, son conocidos como hongos de pudricion blanca, son especies que tienen las
caracteristicas mas adecuadas para utilizarlos en procesos de micorremediacion y constituyen
organismos capaces de degradar y mineralizar la lignina (Martin etal., 2004, pp.103-120). EStos
hongos, no utilizan la lignina como fuente de carbono, sino que la oxidan y rompen para eliminar
esa barrera quimica y poder acceder a los polisacaridos de la madera, que si constituyen una
importante fuente de energia para ellos. Las enzimas extracelulares utilizadas por los
basidiomicetos saprotroficos para la toma de nutrientes, participan en interacciones
interespecificas con otros microorganismos del suelo, pero también estan involucrados en la

transformacidn de material organico del suelo (Papinutti, Diorio y Forchiassin, 2003).

Los hongos de pudricién blanca tienen un complejo de enzimas oxidasas y peroxidasas,
destinadas a catalizar las primeras reacciones que rompen las uniones dentro de la molécula de la
lignina y generan moléculas méas pequefas. Luego se incorporan estos productos de degradacion

a los ciclos metabdlicos del organismo para dar como producto final agua y CO2 (Papinutti, Diorio
y Forchiassin, 2003).

Este tipo de hongos tienen la capacidad de degradar o modificar diferentes sustratos tales como,
pulpas papeleras, clorofenoles, hidrocarburos policiclicos aromaticos, lignina kraft, sustratos
lignocelulésicos. Algunas de las especies mas estudiadas y eficientes son: Trametes versicolor,
Grifola frondosa, Pleurotus ostreatus, Ganoderma applanatum, Ganoderma lucidum,

Phanerochaete chrysosporium entre otras(Quintero, Feijoo y Lema, 2006, pp.61-67).
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1.6.1.1. Capacidad enzimética de los hongos de pudricién blanca

La presencia de un sistema de enzimas lignoliticas extracelulares, les dan a los hongos de
pudricion blanca la capacidad Unica para degradar la lignina, entre estas enzimas que han sido
caracterizadas estan la Lignina Peroxidasa (LiP), Manganeso Peroxidasa (MnP) y Lacasa (LAC),
el patrén de expresion de estas enzimas depende de cada organismo. Algunos secretan LiP y MnP
sin producir lacasas, mientras otros secretan MnP y no lacasas. La habilidad de estas enzimas para
degradar la lignina y otros compuestos recalcitrantes tales como compuestos aromaticos, confirma
su naturaleza inespecifica. Es precisamente en esa caracteristica que radica el interés por su

potencial aplicacion en areas como la industria del papel y/o la biorremediacion (Gao et al., 2010,
pp.70-71).

Los procesos de biodegradacion de los hongos, en especial la ecologia de los basidiomicetos
saprofitos en el suelo, tiene relacion con el metabolismo de los contaminantes organicos. Esto
favorece la identificacion de factores ambientales que afectan la colonizacion del suelo, los
requerimientos nutricionales, la fisiologia de la produccion de enzimas y la interaccion con la

microflora nativa (Papinutti, Diorio y Forchiassin, 2003).
1.6.2. Ventajas del uso de los hongos de pudricién blanca

La tecnologia de biorremediacion de los hongos de pudricién blanca, se diferencia de otros
procesos de remediacion, inclusive de la utilizacion de bacterias, debido principalmente a los
mecanismos que se aplican, que representan una serie de ventajas para la degradacion de

contaminantes (Singh, H. 2006, p.48). Estos ventajes son:
1. Esta clase de hongos son abundantes en muchos ecosistemas.

2. Las enzimas clave del sistema de degradacion de la lignina son extracelulares, lo cual obvia la

necesidad de internalizar el sustrato y permite a los sustratos de baja solubilidad ser oxidados.

3. Estas enzimas permiten que los hongos toleren una concentracion relativamente alta de

contaminantes tOxicos.

4. Los hongos de pudricion blanca son capaces de degradar una amplia variedad de contaminantes

debido a su mecanismo no especifico de radicales libres.

5. Pueden ser empleados conjuntamente con sustratos lignoceluldsicos de bajo costo, los cuales
se afladen a los sitios contaminados para incrementar la degradacion de contaminantes por estos

mecanismos.
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6. Su crecimiento es por extension de hifas, lo cual facilita la eficiente colonizacién y exploracion
del suelo, por lo tanto, pueden alcanzar contaminantes en el suelo en formas que otros organismos

no.
1.7. Pleurotus ostreatus — Hongo Ostra

Pleurotus ostreatus es una especie de hongo saproéfito perteneciente al grupo de los hongos de
pudricion blanca més conocida debido a sus excepcionales propiedades lignoliticas, crecimiento
rapido y facil manejo bajo condiciones de campo. Su micelio es blanquecino, de crecimiento
radial, tornandose rapidamente de textura de algoddn y conforme envejece forma una alfombra
de micelio firme y delgado. El micelio envejecido generalmente secreta gotas amarillo-naranja de

un metabolito que es una toxina para nematodos, la cual requiere un mayor estudio (Gaitan y
Bouchard, 2006) (Gaitan, 2006, pp.893-899).

En el caso de las setas el pie es lateral, debido a eso su desarrollo se da en forma de ostra u oreja.
El término Pleurotus, deriva del griego “pleura” o “pleurén” que significa costado o lado y del
latin “otus” que quiere decir oreja. Sin embargo, para fines de esta investigacion el hongo se

trabajard a nivel microbioldgico (micelio) sin llegar al desarrollo de cuerpos fructiferos (Gaitan y
Bouchard, 2006) . (Gaitan, 2006, pp.7-12.

A diferencia de otros hongos de pudricion blanca, P. ostreatus no produce lignina peroxidasa,
sino que su habilidad para degradar lignina esta relacionada con su actividad lacasa y manganeso
peroxidasa (Colquier G., 2008) La secrecion de este tipo de enzimas le permite a P. ostreatus degradar
una amplia gama de compuestos naturales y antropogénicos que presenten similitudes
estructurales y quimicas con la subestructura de la lignina como pesticidas, HAP, PCB,
colorantes, entre otros. Varios estudios han expuesto las diferentes aplicaciones de P. ostreatus y
sus enzimas en la desintoxicacién de aguas residuales urbanas e industriales, biodegradacion,
biopulpacion, degradacién y desintoxicacion de sustancias recalcitrantes (Ganash, M. Ghany, 2016).
Por ejemplo, se ha reportado que P. ostreatus es capaz de degradar pentaclorofenol en un 78 —

90% presente en suelo mezclado con aserrin en un tiempo aproximado de 4 semanas (Quintero,
Feijoo y Lema, 2006, pp.61-67).

1.7.1. Taxonomia

Pleurotus ostreatus se clasifica taxondmicamente de la siguiente manera (Base de datos

taxonémica de UniProt) (Colquier, G., 2008):

e Dominio: Eukaryota
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e Reino: Fungi

¢ Phyllum: Basidiomycota

e Clase: Homobasidiomicetos
e Orden: Agaricales

e Familia: Pleurotaceae

e Género: Pleurotus

e Especie: Pleurotus ostreatus

1.7.2. Consideraciones para el cultivo de Pleurotus ostreatus

Solo las especies de Pleurotus (el género mas usado para la produccion de hongos comestibles)
poseen un requerimiento de temperatura moderado tanto para su crecimiento como para la
produccién de enzimas (Tabla 4-1) y, en comparacion a otras especies de hongos, son menos

afectados por los organismos nativos del suelo (Sanchez y Royse, 2017: p.115-120).

Tabla 4-1. Pardmetros por considerarse para el cultivo de Pleurotus ostreatus

Factor Crecimiento del micelio Fructificacion
Temperatura 24a230C 15a18C
Luminosidad Oscuridad Luz indirecta (longitudes de onda

menores a 600 nm) y un fotoperiodo de 12

horas
Humedad relativa 30 a 40% 85 a 90%
Aireacion 28% de CO>, 20% de oxigenoenel | 20% de oxigeno y menos de 700 ppm de
ambiente CO; en el ambiente
pH 5 — 6 (bajo 4 existe inhibicion) 5 — 6 (bajo 4 existe inhibicion)

Fuente: (Sanchez y Royse, 2001)

Realizado por: Minta, Jessica,2020.

El cultivo de P. ostreatus requiere un rango de temperatura entre 20 a 28°C, siendo la temperatura
Optima de 25 °C. La colonizacién total del sustrato ocurre entre los 15 y 20 primeros dias de
iniciado el cultivo. Generalmente se realiza en bolsas de PVC, polietileno o polipropileno, asi

como en botellas de vidrio (Sanchez y Royse, 2001).

Para el crecimiento de Pleurotus se han citado rangos de crecimiento entre 4 y 7 de pH. Con un
optimo entre 5 y 6. Este valor sin embargo suele variar entre cepas y especies. Los substratos
acidos (pH 4) pueden inhibir el desarrollo de P. ostreatus y P. eryngii y que estos hongos

encuentran un pH 6ptimo en un rango entre 5.5 y 6.5 (Sanchez y Royse, 2001).
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Para el futuro se requiere una seleccidn de especies de hongos con una capacidad competitiva
tanto natural como obtenidas mediante ingenieria genética. Actualmente, ya se han desarrollado
sistemas eficientes de transformacion genética para las setas Pleurotus, el champifion Agaricus,
y el Shiitake Lentinula los hongos comestibles de mayor importancia social, ecolégica y

econdmica (Sanchez y Royse, 2001).
1.7.3. Aplicacion de Pleurotus ostreatus en métodos de biorremediacién

En la dltima década se han realizado estudios para probar la degradacién de diversos
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) por el hongo P. ostreatus en suelo contaminado
tanto natural como artificialmente. En uno de estos estudios llevado a cabo en el 2000, P. ostreatus
logr6 metabolizar 4 - HAP adsorbidos en suelo: 50% de pireno, 68% de antraceno y 63% de
fenantreno, todos en 21 dias de ensayo. Para realizar estos ensayos se utilizé spawn de trigo para
inocular el suelo. Se pudo determinar ademas que al agregarse 0.15% de Tween 40, la
biodegradacion increment6 a 75%, 80% y 75%, de la concentracion inicial respectivamente. La
biodegradacion de pireno en presencia de surfactante y H,O, (1.0 mM) alcanz6 un 90%. El

Benz[a]pireno también fue oxidado por P. ostreatus, pero no fue mineralizado (Marquez et al. 2000,
pp. 108-115) (Marquez et al., 2000: pp. 108 - 115).

Se ha descrito los efectos del hongo P. ostreatus en compuestos policiclicos arométicos (CAP)
en un experimento a escala de campo con suelos reales contaminados procedentes de un astillero
clausurado y de una vieja fabrica de asfalto y brea. Se utilizé un control, un tratamiento con aserrin
y uno con sustrato usado del cultivo de P. ostreatus. Se cuantificaron los CAPy la actividad lacasa
comprobandose gue el sustrato usado del cultivo de P. ostreatus tiene potencial para propdsitos

de biorremediacion (Hestbjerg et al. 2003, pp.692-698).

En otra investigacion, sobre sedimentos del rio Mahoning, se adicion6 Pleurotus ostreatus
cultivado en grano de cebada sobre dicho sedimento contaminado y fue suplementado con aserrin,
con y sin fuente de nitrégeno y ciclodextrina. Las concentraciones totales de HAP (en el orden de
ppm) fueron analizadas usando un cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrometro de masas
(GCMS), estas concentraciones disminuyeron significativamente en aproximadamente 50-60%
en todos los tratamientos. Los datos obtenidos indicaron que existe un gran potencial para la
biorremediacion de sedimentos contaminados con HAPs mediante la estimulacion de bacterias

autoctonas bajo condiciones anaerdbicas seguida de la adicién de hongos de pudricién blanca
(Gacura, M., 2009, pp.03-4).

Se han utilizado también cepas de P. ostreatus var. florida para tratamiento ex situ y en
laboratorios de suelos contaminado de zonas de derrame. Para estos ensayos se utilizaron

muestras esterilizadas y no esterilizadas de suelo y se determind la 25 concentracion de
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hidrocarburos totales de petréleo (HTP) mediante técnicas cromatograficas, antes y después del
tratamiento con el hongo. Se observé la actividad del hongo P. ostreatus como degradador de los
hidrocarburos presentes, y al trabajar con suelos esterilizados, se determin6 que por si sélo es
capaz de degradar los hidrocarburos hasta en un 97%, y en interaccion con la flora bacteriana
autdctona presente en bajas cantidades, se logra degradar los HTP en un porcentaje similar pero
en tiempo menores a los utilizados en otras investigaciones, demostrando asi su potencial como

biodegradador de suelos contaminados con hidrocarburos de petr6leo (Deley, A., 2010, pp. 16-55).

Asimismo, el sustrato usado proveniente del cultivo de P. ostreatus también ha sido usado para
tratar cortes de perforacién que contenian HAP en condiciones de laboratorio. Se probaron cuatro
opciones de los diferentes niveles de tratamiento en reactores de plastico conteniendo cantidades
fijas de cortes de perforacion y una cubierta de suelo fresco inoculado con diferentes cantidades
de sustrato usado del cultivo de P. ostreatus. Los resultados mostraron que este sustrato es
adecuado para el tratamiento de estos cortes. Luego de 56 dias de compostaje la degradacion total
de HAP fue entre 80.25 y 92.38%. La degradacion individual de HAP estuvo en un rango de
97.98% en ancenaftreno a 100% en fluoreno, fenantreno y antraceno. Estos resultados
demostraron que el sustrato usado de cultivo de P. ostreatus puede ser adecuado para biotratar

cortes de perforacion contaminados con HAP (Okparanma et al,. 2011, pp.5146-5149).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Zona de estudio

El presente estudio se realizé en la comunidad Sagrado Corazon de Jesus perteneciente a la

parroquia San Luis, Cantdn Riobamba, Provincia de Chimborazo.
2.1.1. Lugar de la investigacion

La fase de campo correspondiente a la recoleccion de muestras de suelo se efectud en un cultivo

de tomate rifidn bajo invernadero localizado en la comunidad Sagrado Corazdn de JesUs.

La fase de laboratorio se ejecuto en los laboratorios de la carrera de Biotecnologia Ambiental de
la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. Adicionalmente para
determinar la concentracion de clorpirifos en el suelo, las muestras fueron analizadas en el Centro
de Soluciones Analiticas Integrales CENTROCESAL Cia. Ltda. De la ciudad de Quito.

2.2. Tipo de investigacion

El presente trabajo investigativo es de tipo cuantitativo ya que se determiné la concentracion de

clorpirifos en las muestras de suelo antes y después de la aplicacion de Pleurotus ostreatus.

e Segln el tipo de inferencia es deductivo porque se parte de la premisa general de que

Pleurotus ostreatus tiene capacidad de degradar de compuestos xenobioticos.

e SegUn el periodo temporal es de tipo transversal ya que se realizara en un lapso corto de
tiempo, en lo que concierne a la toma de muestras de suelo e implementacion del proceso de
biodegradacion.

e Segun el nivel de profundizacién en el objeto de estudio es explicativa, ya que se determinara
si la adicién de un sustrato influye en el porcentaje de degradacion de clorpirifos por parte

del hongo.
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2.2.1. ldentificacidn de variables e Hipétesis
2.2.1.1. Variables
Variable dependiente

e Concentracion de clorpirifos en el suelo
Variable independiente

e Pleurotus ostreatus

e Sustratos de crecimiento (trigo y cebada)
e pH

e Humedad

e Temperatura
2.2.1.2. Hipotesis
Hipotesis Alternante

Pleurotus ostreatus degrada los clorpirifos presentes en los suelos contaminados con plaguicidas

organofosforados.
Hipotesis Nula

Pleurotus ostreatus no degrada los clorpirifos presentes en los suelos contaminados con

plaguicidas organofosforados.
2.2.2. Disefio Experimental
2.2.2.1. Tipo de disefio

Mediante un DCA (Disefio completamente al azar) se evalué la capacidad de biodegradacion de
clorpirifos presente en suelos contaminados por accion de Pleurotus ostreatus solo y con dos
sustratos de crecimiento adicionales (trigo y cebada). Ademas, se determiné si la adicion de un

sustrato influye en el porcentaje de degradacion de clorpirifos por parte del hongo.
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En la tabla 1-2 se esquematiza las condiciones de cada tratamiento a ser implementado

Tabla 1-2. Disefio Experimental

Tratamiento ri r2 r3

T1 Tirl T1r2 T1r3
T2 T2rl T2r2 T2r3
T3 T3rl T3r2 T3r3

Elaborado por: Minta, Jessica, 2019.

Tratamientos/ Nomenclatura=T

e T1 = Pleurotus ostreatus + suelo
e T2 = Pleurotus ostreatus + cebada + suelo

e T3 =Pleurotus ostreatus + trigo + suelo

Repeticiones / Nomenclatura = r - Se realizara un total de tres repeticiones

El DCA se analizara con un analisis de varianza (ADEVA), de existir diferencias significativas

se implementara la prueba de Tukey para la separacion de medias.

2.2.3. Esquema del proceso
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Seleccion del sitio de muestreo

Implementacién de Encuestas Anélisis de las Encuestas

Muestreo de Suelo
Contaminado

Andlisis de la concentracion
de clorpirifos en el suelo

Obtencién de micelio de Pleurotus
ostreatus

Evaluacion de inhibicion de Pleurotus ostreatus a diferentes
concentraciones de clorpirifos

Cultivo de Pleurotus ostreatus en semillas de
trigo y cebada

Siembra de Pleurotus ostreatus en las muestras
de suelos contaminado

Fructificacion de Pleurotus ostreatus

Evaluacion de la eficiencia de Pleurotus
ostreatus en la degradacion de clorpirifos

Discusion

Graéfico 1-2. Esquema del proceso

Elaborado por: Minta, Jessica, 2019.
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2.2.4. Marco metodolégico

2.2.4.1. Seleccidn del sitio de muestro

Para la seleccion del sitio de muestreo se tom6 como referencia los datos registrados en el Plan
de Desarrollo y Ordenamiento Territorial (PDOT) del GAD parroquial Rural de San Luis del afio
2016. En dicho documento se establece que la comunidad Sagrado Corazén de Jesus y la Cabecera

parroquial son las comunidades con mayor produccion de tomate rifién bajo invernadero.

Se selecciond a la comunidad Sagrado Corazon de JesUs para encuestar a los agricultores del
sector con la finalidad de determinar el nimero de personas con cultivos de tomate rifion bajo
invernadero y cuyo plaguicida de uso fuese Lorsban (Ingrediente activo - Clorpirifos). EI formato

de encuesta utilizado se muestra en el anexo 1.

Se realiz6 un total de 53 encuestas a los agricultores de la zona (Figura 1-2). El criterio de
seleccion del sitio de muestreo fue que el agricultor contara con cultivos de tomate rifion bajo

invernadero y que utilizara el plaguicida Lorsban cada siete dias.

[ T S N ,;\
Figura 1-2. Elaboracion de encuestas a los agricultores de la comunidad

Sagrado Coraz6n

Elaborado por: Minta, Jessica, 2019.
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2.2.4.2. Muestreo del suelo contaminado

Con el fin de obtener una muestra representativa de suelo se utiliz6 la metodologia propuesta por

el Instituto Nacional Auténomo de Investigacion Agropecuaria — INIAP.

Se tomd un total de 15 muestras de aproximadamente dos kg repartidas en toda el area del
invernadero seleccionado, para esto se utilizé un recorrido en zigzag que permitié abarcar de
manera uniforme la totalidad del terreno. Las muestras fueron extraidas con la ayuda de una pala
de desfonde realizando un hoyo en forma de “V” de 20 cm de profundidad, de una de las paredes
del hoyo se tomé una porcion de aproximadamente cinco cm de espesor y con un cuchillo se retird
los extremos (Figura 2-2).

Figura 2-2. Toma de muestras de suelo en el cultivo de

tomate bajo invernadero.

Elaborado por: Minta, Jessica, 2019.

Cada una de las muestras fue depositada en un saco de yute para la obtencién de una muestra

general, misma que fue homogenizada con ayuda de la pala de desfonde al finalizar la recoleccion
(INIAP, 2006, pp.79-87).

Las herramientas utilizadas fueron previamente desinfectadas con alcohol al 70% para asi evitar

la influencia de otras sustancias en el andlisis de laboratorio.
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Para el anélisis inicial de la concentracion de clorpirifos en el suelo se tom6 un kg de suelo de la
muestra general y se coloc6 en una funda hermética estéril para su posterior envio. Finalmente,
la muestra general se situd en recipientes estériles para la subsiguiente implementacion de los

tratamientos planteados.
2.2.4.3. Analisis de la concentracion de clorpirifos en el suelo

La concentracién de clorpirifos en el suelo tanto de la muestra inicial como de las muestras al
finalizar la implementacion del experimento se realiz6 en los laboratorios del Centro de
Soluciones Analiticas Integrales CENTROCESAL Cia. Ltda. de la ciudad de Quito, utilizando
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

2.2.4.4. Obtencién de micelio de Pleurotus ostreatus

El micelio de P. ostreatus se obtuvo a partir de una cepa previamente aislada y conservada en el

Laboratorio de Anélisis Bioquimicos y Bacterioldgicos de la Facultad de Ciencias.

Para la obtencion del micelio se utilizé el medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA), el cual se
esteriliz6 en conjunto con las cajas Petri de vidrio (15) a 121 °C durante 15 min bajo una presién
de 15 psi. Finalizado el proceso de esterilizacién se dejo enfriar el medio de cultivo hasta una
temperatura aproximada de 40 °C, se procedio a verterlo en las cajas Petri de vidrio y se dejo

solidificar (Figura 3-2) (Suarez, R., 2013)

Figura 3-2. Preparacion de medio de cultivo (PDA)

para la siembra de P. ostreatus
Elaborado por: Minta, J. (2019)
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Con un asa de siembra esterilizada a flama directa se corté porciones de agar con micelio de la
cepa original de aproximadamente 5 mm de lado y se sembré una porcion en cada cuadrante de
las cajas con el medio de cultivo previamente preparado. Finalmente, las cajas fueron incubadas
a una temperatura de 28 °C hasta que el micelio abarque completamente la superficie del agar
(Fotografia 4-2). Durante el periodo de incubacion se examinaron periddicamente las cajas para

descartar el crecimiento de algun tipo de contaminacién (Suarez, R., 2013).

Figura 4-2. Incubacion de P. ostreatus en medio
PDA a 28°C.

Elaborado por: Minta, J. (2019)

2.2.4.5. Evaluacion de inhibicion de Pleurotus ostreatus a diferentes concentraciones de

clorpirifos

Se realizé ensayos de inhibicion del crecimiento de P. ostreatus en cajas Petri con medio de
cultivo PDA a seis concentraciones de clorpirifos con dos repeticiones para cada una, juntamente
con un cultivo de control (Sin clorpirifos). En cada caja se colocé 22 mL de medio PDA, una vez
que este se haya solidificado se incorporé 10 mL de agua destilada estéril con concentraciones de
200, 100, 50, 10, 0.5 y 0.1 mL/L y una porcion cuadratica de 5 mm por lado de micelio en el
centro de la placa. EI micelio fue sembrado utilizando un asa de siembra esterilizada a flama

directa (Fotografia 5-2) (Lopera, Pefiuela, Gustavo Dominguez y Mejia, 2005, pp.58-69).
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concentraciones de clorpirifos.

Elaborado por: Minta, Jessica,2019.

Las cajas fueron incubadas por ocho dias a una temperatura de 28°C. Terminado el periodo de
incubacion se evalud visualmente el crecimiento del hongo a las distintas concentraciones del

plaguicida (Lopera, Pefiuela, Gustavo Dominguez y Mejia, 2005, pp.58-69).

2.2.4.6. Elaboracion del inoculo de Pleurotus ostreatus en semillas de trigo y cebada

Para el cultivo de P. ostreatus en semillas de trigo y cebada se siguio el procedimiento descrito
por Barba y Lépez (2017, p.21). Se limpid las semillas de trigo y cebada por medio de enjuagues
continuos con agua para eliminar impurezas o granos infectados, asi como desechos vegetales
producto de su recoleccion. Posteriormente se sumergid las semillas en agua por una noche,

finalizado el periodo de hidratacion se escurri6 el exceso de agua.

Las semillas fueron colocadas en frascos de vidrio de boca ancha de un litro de capacidad
desinfectados con alcohol al 70%, se llenaron los frascos dos terceras partes de su capacidad y se
fueron sellados con papel aluminio y una liga para ser esterilizados a 121 °C durante 45 min bajo

una presion de 15 psi (Fotografia 6-2).
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Figura 6-2. Preparacion y esterilizacion de semillas de trigo y cebada.

Elaborado por: Minta, Jessica, 2019.

Finalizado el proceso de esterilizacion se dejé enfriar los frascos a temperatura ambiente previo
a la inoculacion del hongo. Para lo cual se cort secciones de aproximadamente un cm de lado de
micelio con agar utilizando un asa de siembra esterilizada a flama directa de los cultivos

previamente realizados.

En cada frasco se colocd ocho secciones sobre la superficie de las semillas, una vez sellados los
frascos se procedid a agitar cuidadosamente para poder dispersar las secciones de micelio
(Fotografia 7-2). Finalmente, los frascos fueron incubados en oscuridad a una temperatura de 28

°C por 15 dias o hasta que el micelio haya cubierto totalmente los sustratos.
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Figura 7-2. Siembra de P. ostreatus en semillas de trigo y cebada.

Elaborado por: Minta, Jessica, 2019.

2.2.4.7. Siembra de Pleurotus ostreatus en las muestras de suelo

Para la implementacion del experimento se colocaron tres kg de suelo proveniente de la muestra
general en recipientes de plastico previamente desinfectados con alcohol al 70%. La siembra P.
ostreatus se realizo en cada uno de los recipientes una sola vez durante todo el experimento. Se
suministro 30 g de hongo colonizado en semillas de trigo, cebada o en suspension por cada kg de
suelo evaluado (Fermandez, F, 2004, p.54). Por lo que cada tratamiento recibira 90 g de indculo.

El primer tratamiento fue inoculado con una suspensién del micelio del hongo, por lo tanto, se
procedio6 a recortar discos de micelio de cinco cm de didmetro utilizando un bisturi estéril. Se
evitd tomar agar al momento de remover el micelio y se recort6 discos hasta alcanzar un peso de
50 g.

El micelio fue homogenizado con 40 mL de agua estéril con ayuda de una licuadora previamente
desinfectada con alcohol al 70% y enjuagada con agua estéril (Fotografia 8-2) (Cabezas, K., 2014,

pp.43-44). Finalmente se coloco la suspension en el suelo y fue homogenizada manualmente.
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Figura 8-2. Preparacion de la suspension de P. ostreatus para

su posterior siembra en el primer tratamiento.

Elaborado por: Minta, Jessica, 2019.

En el caso de los tratamientos dos y tres, se colocd en el suelo 90 g de semillas de trigo y cebada
colonizadas con P. ostreatus en las muestras de suelo correspondiente a cada tratamiento. A

continuacion, se homogenizé las semillas en el suelo con ayuda de una espatula estéril (Fotografia

9-2).

colonizadas con P. ostreatus.

Elaborado por: Minta, Jessica, 2019.
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2.2.4.8. Fructificacion de Pleurotus ostreatus

La fructificacion de P. ostreatus constd de dos etapas. Primera etapa: Inicialmente todos los
tratamientos fueron recubiertos con bolsas plasticas de color negro y se las incubd en un lugar
oscuro a temperatura ambiente, hasta que se observo colonizacion del suelo. Esta etapa tuvo una
duracion de 15 dias (Fotografia 10-2).

= e G 2, =
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Figura 10-2. Incubacion de los tratamientos en oscuridad (Primera etapa).

Elaborado por: Minta, Jessica, 2019.

Segunda etapa: Posteriormente se retird las fundas plasticas y los tratamientos fueron expuestos
a periodos de 12 horas de luz por aproximadamente hasta la formacién de carp6foros. Durante
todo el proceso se mantuvo el suelo hiumedo para lo tanto se rocié agua a los tratamientos de

forma periddica (Fernandez, F, 2004, p.54).

2.2.3.1.8. Evaluacion de la eficiencia de Pleurotus ostreatus en la degradacion de clorpirifos

El porcentaje de degradacion de clorpirifos por accion de P. ostreatus se calcul6 al comparar la
concentracion inicial y final del plaguicida en los diferentes tratamientos utilizando la ecuacion

descrita por Monge et al. (2009, pp.24-47).

[Clorpirifos], - [Clorpirifos],

% de degradacion de clorpirifos = x 100

[Clorpirifos],
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Tabulacion y analisis de las encuestas realizadas a agricultores de la comunidad

Sagrado Corazon de Jesus para la seleccion del sitio de muestreo.

De las encuestas realizadas a 53 personas (Anexo 1) pertenecientes a la comunidad Sagrado
Corazén de Jesls se determind que el 35% (39) de las personas cultivaban tomate rifion
convirtiéendose en el cultivo predominante de la zona, seguido por los cultivos de pimiento (29;
26%), pepinillo (23; 21%) y tomate de arbol (16; 15%) (Gréafico 1-3). Cabe destacar que, en

ciertos casos las personas poseian dos o tres de los cultivos mencionados.

Pregunta 1: ;Cudl de los siguientes cultivos siembra bajo
invernadero actualmente?

3,3%
23,21%
39, 35% = Tomate rifion
= Tomate de érbol
Pimiento
Pepinillo
= Otros
29, 26%

16, 15%

Gréfico 1-3. Resultados obtenidos de la primera pregunta de la encuesta

realizada a los agricultores de la comunidad Sagrado Corazon de Jesus.

Elaborado por: Minta, Jessica,2019.

Los resultados de la segunda pregunta evidencian que de las 53 personas encuestadas el 62% (33)

utiliza actualmente el plaguicida Lorsban y el 38% (20) no lo utiliza actualmente (Gréafico 2-3).
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20, 38%
= Si
= No

33, 62%

Pregunta 2: ;Utiliza actualmente e
cultivos?

plaguicida Lorsban en sus

Grafico 2-3. Resultados obtenidos de la segunda pregunta de la encuesta

realizada a los agricultores de la comunidad Sagrado Coraz6n de Jesus.

Elaborado por: Minta, Jessica,2019.

La pregunta tres s6lo contestaron las personas que respondieron “Si” en el apartado anterior, por
lo tanto, la poblacion total se redujo a 33 personas. Con respecto a la frecuencia de aplicacion del
plaguicida Lorshan en los cultivos se establecio que el 58% (19) de las personas la utiliza cada 15
dias, el 24% (8) lo utiliza cada siete dias, y el 18% (6) cada 21 dias (Grafico 3-3). Siendo esta
ultima la frecuencia de aplicacion recomendada para este tipo de plaguicida.

Pregunta 3: ;Con qué frecuencia aplica el plaguicida Lorsban en
sus cultivos?

= Cada 15 dias
= Cada 7 dias

19, 58% = Cada 21 dias
8, 24% 0

Gréfico 3-3. Resultados obtenidos de la tercera pregunta de la encuesta realizada
a los agricultores de la comunidad Sagrado Corazén de Jesus.

Elaborado por: Minta, Jessica,2019.
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En base a los resultados obtenidos se determind el sitio de muestro adecuado fue aquel que cumpla
con el siguiente criterio de seleccion. Los invernaderos que se consideraron elegibles fueron
aquellos cuyo cultivo fuera de tomate rifion y utilizar el plaguicida Lorsban cada siete dias.
Considerando lo ya mencionado, solo 5 invernaderos resultaron elegibles, siendo elegido el
invernadero perteneciente a la sefiora Ana Pinduizaca debido a la apertura y facilidades brindadas

para el muestreo del suelo.

3.2. Obtencion de micelio de Pleurotus ostreatus

El micelio de P. ostreatus sembrado en medio PDA se caracterizé por presentar una coloracion
blanca, textura ligeramente algodonosa, baja densidad y escaso crecimiento, durante los primeros
cuatro dias de incubacién. Durante este periodo se descartd la contaminacion del cultivo al no

observar la presencia de bacterias u otros hongos en el medio de cultivo (Fotografia 1-3).

! /i
Figura 1-3. Micelio de P. ostreatus al

cuarto dia posterior a la siembra.

Elaborado por: Minta, Jessica,2019.

Doce dias después de la siembra el micelio coloniz6 completamente el medio de cultivo, en esta
instancia el hongo mantuvo su coloracion blanca, su crecimiento fue abundante con una textura

visiblemente algodonosa y de alta densidad (Figura 2-3).
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Figura 2-3. Micelio de P. ostreatus al

doceavo dia posterior a la siembra.
Elaborado por: Minta, Jessica, 2019.

Los datos obtenidos concuerdan con los reportados por Maftoun et al. (2017, pp. 106-110) quien
igualmente observd crecimiento total de P. ostreatus en medio PDA después de 12 dias de cultivo,
el micelio se caracteriz6 por presentar un color blanco y una textura algodonosa. Hoa y Wang
(2015) sefialan en su investigacion que el crecimiento maximo y de mayor densidad de micelio
de P. ostreatus en medio PDA se logra al cultivarlo a una temperatura Optima de 28°C,
asemejandose a los resultados registrados en laboratorio donde se manejaron las mismas

condiciones de cultivo.

3.3. Evaluaciéon de inhibicién de Pleurotus ostreatus a diferentes concentraciones de
clorpirifos

En las pruebas de inhibicidn se evidencio que, a los siete dias posteriores a la siembra el cultivo
control invadié un 95% el medio, el micelio presentaba una textura algodonosa y densidad
ligeramente alta, este comportamiento fue similar en los cultivos que contenian clorpirifos a
concentraciones de 0.1 y 0.5 mL/L. Mientras que los cultivos con clorpirifos a concentraciones
de 10 y 50 mL/L presentaron un micelio con textura ligeramente algodonosa, densidad y
crecimiento regular. En contraste los cultivos con concentraciones de 100 y 200 mL/L con el
mismo tiempo de siembra que los cultivos anteriores exhibieron una textura ligeramente

algodonosa, densidad y crecimiento escaso (Figura 3-3).
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Figura 3-3. Cultivo de siete dias de P. ostreatus - control (1zg.) y con clorpirifos al 50 mL/L
(Med.) y 200 mL/L (Der.).

Elaborado por: Minta, Jessica,2019.

La tendencia mostrada en los primeros siete dias de cultivo por los tratamientos con clorpirifos a
concentraciones de 10 y 50 mL/L se mantuvo hasta el dia 18 posterior a la siembra. Después de
este periodo de tiempo el micelio invadié completamente el medio de cultivo, su textura se torno
algodonosa y presentaron una densidad ligeramente alta. En cuanto a los cultivos con
concentraciones de 100 y 200 mL/L de igual manera a los 18 dias posteriores a la siembra
invadieron completamente el medio. Sin embargo, se observo dos tipos de texturas, el centro
presentd una textura algodonosa y mientras que avanzaba hacia los bordes la textura se tornaba

ligeramente algodonosa (Figura 4-3).

Figura 4-3. Cultivo de 18 dias de P. ostreatus con clorpirifos a 50
(Izq.) y 200 (Der.) mL/L.

Elaborado por: Minta, Jessica,2019
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El tratamiento control y los tratamientos con clorpirifos a 0.1 y 0.5 mL/L invadieron
completamente el medio a los 13 dias, su textura era completamente algodonosa y de alta
densidad. Si bien la adicion de concentraciones medias y altas de clorpirifos al medio de cultivo

no inhibid el crecimiento de P. ostreatus, estas pueden ralentizar su crecimiento y desarrollo.

Los resultados obtenidos concuerdan con pruebas de tolerancia realizadas por Stamatiu et al. (2015:
pp.52-55) a Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor y algunas especies de Trichoderma
para clorpirifos en condiciones in vitro, en las que el contaminante no inhibi6 el crecimiento
micelial, simplemente retrasé su desarrollo y las cepas exhibieron una recuperacion paulatina
conforme transcurrian los dias de cultivo. Asimismo, Gouma et al. (2019) demostrd que P.
ostreatus tiene tolerancia a diferentes concentraciones de plomo, ya que el crecimiento de su
micelio no presentd diferencias significativas en relacion con el crecimiento control, alcanzando

su misma textura y densidad.

3.4. Cultivo de Pleurotus ostreatus en semillas de trigo y cebada

Las semillas de trigo y cebada fueron colonizadas completamente por el micelio de P. ostreatus
14 dias posterior a su siembra (Fotografia 5-3). El tiempo registrado concuerda con lo sefialado
por Karas, Perruchon y Karpouzas (2011) quienes determinan que el tiempo aproximado para que
el micelio cubra totalmente las semillas (trigo, sorgo, maiz, cebada) es de dos a tres semanas,
ademas mencionan que dicho tiempo puede variar en funcién de la humedad y temperatura del
sitio de incubacién. Lo anteriormente mencionado se refleja en el estudio realizado por Wali et al.
(2020) quien obtuvo una propagacion completa del micelio P. ostreatus en semillas de cebada

luego de aproximadamente 20 dias.

Figura 5-3. Crecimiento de micelio de P. ostreatus en semillas de trigo y cebada.

Elaborado por: Minta, Jessica,2019.
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3.5. Fructificacion de Pleurotus ostreatus en suelo contaminado con clorpirifos
3.5.1. Crecimiento durante la primera etapa de fructificacion

En el primer tratamiento (P. ostreatus en suspension + suelo) se observé un crecimiento interno
escaso de micelio en el suelo. Solo en la primera repeticion se pudo observar un crecimiento sutil
de micelio en la superficie, en las repeticiones dos y tres no se observé presencia de micelio en la
superficie. El periodo de incubacién finaliz6 en el veinteavo dia, al no existir cambios

significativos en el crecimiento micelial (Fotografia 6-3).

Trigo + Hongo

~

Hongo Solo Honao Solo = Honao Solo

Figura 6-3. Crecimiento de micelio de P. ostreatus después de 15 dias de incubacion en
oscuridad.

Elaborado por: Minta, Jessica,2019.

El tratamiento dos (P. ostreatus + cebada + suelo) presentd crecimiento abundante de micelio
tanto en la parte superior como en el interior del suelo en todas sus repeticiones. En la parte
superficial el micelio se caracteriz6 por su coloracion blanquecina de textura algodonosa, mientras

que en el interior del suelo el micelio se asemejaba a una malla entretejida.

En el tratamiento tres (P. ostreatus + trigo + suelo) el micelio exhibié las mismas caracteristicas

que en el tratamiento dos, pero su crecimiento fue notoriamente mayor, a excepcion de la
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repeticion tres cuyo crecimiento fue similar al tratamiento dos. Como se observa en la Fotografia
6-3 la superficie del suelo del tratamiento tres en sus repeticiones uno y dos presentd mayor
crecimiento de micelio al compararlo con el tratamiento dos. La primera etapa finaliz6 para los
dos tratamientos el dia 17 posterior a la siembra al no existir cambios significativos en el

crecimiento de micelio.

Los periodos de colonizacion registrados en los tratamientos implementados estan en
concordancia con los reportados por Tobar, L. (2018, p.31) quien evalud la eficiencia de P. ostreatus
para degradar carbaryl en el suelo. En dicha investigacion el micelio sin un sustrato adicional
invadio el suelo a los 19 dias de incubacion en oscuridad y en compafiia de semillas de avena y
trigo la colonizacién completa del suelo fue a los 17 y 15 dias, respectivamente. Cabe destacar
que la mayor invasion de micelio en el suelo igualmente se presentd en el ensayo con semillas de

trigo.

3.5.2. Crecimiento durante la segunda etapa de fructificacion

El primer tratamiento (P. ostreatus en suspension + suelo) mostr6 la generacion de primordios
diez dias después de estar expuestos a 12 horas de luz diaria. Nueve dias después los primordios
aumentaron ligeramente su tamafio, no obstante, no generaron cuerpos fructiferos. Se finalizé el
ensayo cuatro dias después al observar que los primordios no presentaron cambios (Fotografia 7-
3).

P

Figura 7-3. Presencia de primordios en

el tratamiento uno, diez dias después de
iniciada la segunda etapa de

fructificacion.

Elaborado por: Minta, Jessica,2019.

44



En el segundo tratamiento (P. ostreatus + cebada + suelo) los primordios aparecieron siete dias
después del inicio de la segunda etapa. La formacion de cuerpos fructiferos surgi6 cuatro dias
més tarde, donde se observé pequefios sombreros de color blanquecino, aplanados con forma de
ostra y margen enrollado (Fotografia 8-3). Tres dias después los cuerpos fructiferos no
aumentaron de tamafio ni mostraron cambios significativos en su estructura, por lo que si finaliz6

la etapa.

Figura 8-3. Cuerpos fructiferos en el
tratamiento dos, 11 dias después de

iniciada la segunda etapa de fructificacion.

Elaborado por: Minta, Jessica,2019.

Finalmente, en el tercer tratamiento (P. ostreatus + trigo + suelo) los primordios se desarrollaron
cinco dias después de iniciada la segunda etapa y los cuerpos fructiferos se formaron tres dias
més tarde. Los cuerpos fructiferos presentaron las mismas caracteristicas estructurales
mencionadas para el tratamiento dos, pero el tamafio del sombrero del cuerpo fructifero fue
visualmente mayor en el tratamiento tres. La etapa finaliz6 tres dias después al no observar
cambios en los cuerpos fructiferos (Fotografia 9-3). Cabe recalcar que el tiempo de aparicion de
primordios y formacion de cuerpos fructiferos fue menor para el tratamiento tres en comparacién

con los registrados para el tratamiento dos.
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Figura 9-3. Formacion de cuerpos

fructiferos en el tratamiento tres, ocho
dias después de iniciada la segunda

etapa de fructificacion.

Elaborado por: Minta, Jessica,2019.

Al comparar el tiempo de fructificacion de cada tratamiento con los obtenidos por Tobar, L. (2018,
p.31-34) se determino las siguientes similitudes. La formacién de primordios y cuerpos fructiferos
fue notoriamente mas rapida al utilizar sustratos adicionales, Tobar, L. (2018)registr6 formacion
de primordios a los nueve y ocho dias posterior a la exposicién a luz solar y cuerpos fructiferos
siete y cinco dias después, para avenay trigo respectivamente. Mientras que el micelio sin sustrato
adicional gener6 primordios a los 12 dias y cuerpos fructiferos luego de nueve dias. Ademas, el
ensayo con semillas de trigo exhibié cuerpos fructiferos de mayor tamafio, caracteristica analoga

a la presentada en el tratamiento tres.

Investigaciones como la realizada por Simbafia (2016, pp. 51-60) ratifican la capacidad de P. ostreatus
para adaptarse y desarrollarse en suelos con presencia de sustancias xenobioticas. Simbafia
consiguio la fructificacion de P. ostreatus en un periodo de seis semanas en suelo contaminado
con hidrocarburos, el mismo que fue acondicionado con cascara de arveja, bagazo de cafia y cacao
para favorecer la propagacién del micelio. Ratificando los resultados obtenidos en el presente
ensayo, donde P. ostreatus complementado con semillas de trigo y cebada fructificé en suelo

contaminado con clorpirifos, aproximadamente a las cuatro semanas de la inoculacién en el suelo.
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3.6. Evaluacion de la eficiencia de Pleurotus ostreatus en la degradacion de clorpirifos

La muestra general de suelo registré una concentracién inicial de clorpirifos de 380 ppm,
finalizado el proceso de fructificacion en cada uno de los tratamientos se analizé las muestras de
suelo para determinar la concentracion final de clorpirifos. La tabla 1-3 detalla la concentracion

final de clorpirifos en el suelo luego de la adicion de P. ostreatus.

Tabla 1-3. Concentracion final de clorpirifos en cada tratamiento.

Tratamiento | Repeticion Concentracion | Concentracion final | Concentracion final
inicial (ppm) (ppm) promedio (ppm)

ri 210

T1 r2 380 212 210.33
r3 209
rl 140

T2 r2 380 138 139.67
r3 141
ri 129

T3 r2 380 130 128.33
r3 126

Elaborado por: Minta, Jessica,2019.

En el Gréafico 5-3 se observa la reduccion de la concentracion de clorpirifos en cada uno de los
tratamientos, evidenciando asi la degradacion de clorpirifos por accion de P. ostreatus. El
tratamiento que presentd la menor concentracion final de clorpirifos fue el tratamiento tres (P.
ostreatus + trigo + suelo) con 128.33 ppm, seguido del tratamiento dos, (P. ostreatus + cebada +
suelo) con 139.67 ppm y finalmente el tratamiento uno (P. ostreatus en suspension + suelo) con
210.33 ppm. Se debe destacar que existié una diferencia notoria en la concentracion final de
clorpirifos cuando el hongo se encontraba acompafiado de un sustrato de crecimiento adicional,

que al encontrarse solo.
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Gréfico 4-3. Comparacion del promedio de la concentracion final de clorpirifos de cada
tratamiento con la concentracion inicial presente en el suelo.

Elaborado por: Minta, Jessica, 2019.

Finalmente, se procedié a valorar la capacidad de degradacidn de clorpirifos por parte de P.
ostreatus. Se calcul6 el porcentaje de degradacion para cada tratamiento en funcion de la
concentracion inicial y final de clorpirifos (Tabla 2-3). Con los resultados obtenidos en esta
seccion se realizé un andlisis de varianza (ADEVA) para determinar si existié o no diferencia
significativas entre los tratamientos, en el caso del primer escenario se implemento una prueba de

Tukey para la separacion de medias.

Tabla 2-3. Porcentaje de degradacion de clorpirifos en cada tratamiento.

» . ) Porcentaje de
) L Concentracion | Concentracion | Porcentaje de »
Tratamiento | Repeticion | ) B degradacion
inicial (ppm) Final (ppm) degradacion )
Promedio
rl 210 44.74%
Tl r2 380 212 44.21% 44.65%
r3 209 45.00%
rl 140 63.16%
T2 r2 380 138 63.68% 63.25%
r3 141 62.89%
rl 129 66.05%
T3 r2 380 130 65.79% 66.23%
r3 126 66.84%

Elaborado por: Minta, Jessica , 2019
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Como se observa en el Gréfico 6-3 el tratamiento dos (P. ostreatus + cebada + suelo) y tres (P.
ostreatus + trigo + suelo) obtuvieron los mayores porcentajes de degradacion, 63.25% y 66.23%
respectivamente. El tratamiento uno (P. ostreatus en suspension + suelo) consiguié una tasa de

degradacion de 44.65%, siendo visiblemente menor en contraste con los otros tratamientos.

70.00% C3.05% 66.23%
.25%

60.00%
50.00% 44.65%
40.00%
30.00%

20.00%

Porcentaje de degradacion

10.00%

0.00%

m T1: Pleurotus ostreatus en suspension + suelo
= T2: Pleurotus ostreatus + cebada + suelo
= T3: Pleurotus ostreatus + trigo + suelo

Gréfico 5-3. Comparacion de los porcentajes de degradacion promedio obtenidos
en cada tratamiento.

Elaborado por: Minta, Jessica, 2019.

La diferencia de crecimiento y degradacion entre el tratamiento uno con los tratamientos dos y
tres, responde a que los hongos de pudricion blanca utilizan sustratos lignoceluldsicos como
fuente primaria de nutrientes, los cuales promueven el crecimiento y como resultado las hifas
alcanzan una mayor extension e invasién, incrementando asi la degradacion de los contaminantes

presentes (Quintero, J. 2011, pp. 5867-5882).

Magan, N., (2007, pp.63-67) recalca que los mecanismos de biodegradacion que utilizan los hongos de
pudricién blanca transforman o mineralizan los contaminantes, sin utilizarlos como sustratos de
crecimiento, por tanto, su degradacion se da por cometabolismo. Se define como cometabolismo
a la degradacién concomitante de dos compuestos organicos (Garcia y Peralta, 2008, pp. 2-12). En el
caso del tratamiento uno al no existir una fuente de nutrientes lignocelulésica directa, P. ostreatus
se desarrolld Unicamente con los nutrientes presentes en el suelo por lo que su crecimiento y

degradacion de clorpirifos por cometabolismo fue limitada.
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Los porcentajes de degradacion obtenidos en cada tratamiento guardan relacién con el estudio
realizado por Supreeth y Raju (2017) quien alcanz6 una degradacion de clorpirifos del 59.54% en
suelos de cultivo de papa mediante la aplicacion de P. ostreatus. Adicionalmente logré obtener
una degradacion de clorpirifos del 66.80% al utilizar P. ostreatus junto con Trichoderma

harzianum.

Diversas investigaciones han demostrado la capacidad de P. ostreatus de degradar compuestos
xenobiéticos, como la realizada por Kulshrestha y Kumari (2011) en la que P. ostreatus presentd
la capacidad de degradar toxafeno en suelo, ademas se demostr6 que la adicion de sustratos de
crecimiento como cascarilla de arroz y aserrin generan una accion sinérgica con el hongo
aumentando la degradacion del contaminante hasta un 90%. También se puede citar al estudio
realizado por Ganash y Ghany (2016 pp.1-6) quien ejecutd pruebas in vitro en las que P. ostreatus

exhibio porcentajes de degradacion de malation de hasta 76.4%.

La Norma de Calidad Ambiental del Recurso Suelo y Criterios de remediacion para suelos
contaminados vigente en el pais, no estipula un limite maximo permisible para pesticidas
organofosforados o sus derivados para la remediacion o restauracion de suelo. El clorpirifos se
hidroliza rapidamente en 3,5,6 — tricloro — 2 — 2 piridinol (TCP) que se caracteriza por ser mas
movil que su molécula parental a causa de su mayor solubilidad en agua, generando
contaminacion extendida en agua y suelos. Por lo que la Agencia de Proteccion Ambiental de Los
Estados Unidos la ha incluido en la lista de contaminantes persistentes. EI TCP manifiesta gran
actividad antimicrobiana, imposibilitando su degradacidn por accién de microrganismo, ademas
de restringir la degradacion de clorpirifos (Hernandez, Alvarez y Rios, 2017, pp139-159). Por esta razén
es importante que se delimite y se controle el uso de este tipo de pesticidas a nivel agricola, en

funcion de su efecto en el ambiente.

3.7. Analisis estadistico

El analisis de varianza se llevo a cabo para determinar si existio diferencias significativas entre

los tratamientos implementados, y poder aceptar o rechazar las hipotesis planteadas.

Hi: Pleurotus ostreatus degrada los clorpirifos presentes en los suelos contaminados con

plaguicidas organofosforados.

Ho: Pleurotus ostreatus no degrada los clorpirifos presentes en los suelos contaminados con

plaguicidas organofosforados.
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En funcion a los resultados obtenidos en cada uno de los tratamientos se acepta la hipdtesis
alternante y se concluye que P. ostreatus tiene la capacidad de degradar los clorpirifos presentes
en suelos contaminados con plaguicidas organofosforados. El p — valor obtenido (< 0.0001) del
andlisis de varianza fue menor a 0.05 en consecuencia, se establecié que existio diferencias
significativas entre los porcentajes de degradacion de los tratamientos (Tabla 3-3). Por lo tanto,
se concluye que P. ostreatus increment6 su capacidad de biodegradar clorpirifos presente en suelo

contaminado al afiadir un sustrato de crecimiento.

Tabla 3-3. Andlisis de varianza de los porcentajes de degradacion de clorpirifos.

F.V SC Gl CM F p-valor
Modelo. 820.16 2 410.8 1976.72 < 0.0001
Tratamiento 820.16 2 410.8 1976.73 < 0.0001
Error 1.24 6 0.21
Total 821.41 8

Elaborado por: Minta, Jessica,2019.

Como dltimo paso se realizd la prueba de Tukey para la separacion de medias. Los tres
tratamientos se clasificaron en tres grupos A, By C, es asi como se selecciond al tratamiento tres
(P. ostreatus + trigo + suelo) como aquel que presentd la mejor capacidad de biodegradar

clorpirifos en suelo (Tabla 4-3).

Tabla 4-3. Prueba de Tukey para el porcentaje de degradacion de clorpirifos.

Tratamiento Medias N E.E
T1 44.65 3 0.26 A
T2 63.24 3 0.26 B
T3 66.23 3 0.26 C

Elaborado por: Minta, Jessica,2019.
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CONCLUSIONES

e El hongo Pleurotus ostreatus se desarroll6 a altas concentraciones de clorpirifos (10, 50, 100
y 200 mL/L) en medio de cultivo PDA. EI crecimiento de micelio mostro ralentizacion, méas
no inhibicién, obteniendo un crecimiento similar a cultivos sin clorpirifos o a concentraciones

bajas del mismo (0.1 y 0.5 mL/L), pero con mas dias de incubacion.

e El Pleurotus ostreatus degradé clorpirifos presentes en suelo en una concentracion inicial de
380 ppm a210.33,139.76 y 128.33 ppm para los tratamientos uno (P. ostreatus en suspension
+ suelo), dos (P. ostreatus + cebada + suelo) y tres (P. ostreatus + trigo + suelo),

respectivamente.

e El tratamiento que alcanzo la mayor tasa de degradacion de clorpirifos fue el tratamiento tres
(P. ostreatus + trigo + suelo) con 66.23%, seguido del tratamiento dos (P. ostreatus + cebada
+ suelo) con 63.25% y finalmente el tratamiento uno (P. ostreatus en suspension + suelo) con
44.65%

e Ladiferencia en el porcentaje de degradacion entre el tratamiento dos (P. ostreatus + cebada
+suelo) y tres (P. ostreatus + trigo + suelo) con el tratamiento uno (P. ostreatus en suspension
+ suelo), radica en que las semillas de trigo y cebada cumplen el rol de nutrientes primarios
para el crecimiento del hongo, promoviendo su difusién en el suelo y por ende la degradacion
de clorpirifos por cometabolismo. Mediante andlisis estadistico se determind que el
tratamiento que obtuvo el mejor porcentaje de degradacion fue el tratamiento tres (P.

ostreatus + trigo + suelo).
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RECOMENDACIONES

e Realizar ensayos con diferentes microorganismos capaces de degradar otros compuestos

contaminantes presentes en el suelo para analizar su interaccion.

e Realizar ensayos con residuos agricolas o forestales como viruta de madera, tusa de maiz o

paja de trigo y comparar el porcentaje de degradacion con los obtenidos en el presente ensayo.
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GLOSARIO

Agar: Sustancia gelatinosa extraida de algunas algas, principalmente las rojas, utilizada como
medio de cultivo neutro, debido a que proporciona los nutrientes necesarios para el desarrollo

tanto de hongos como de bacterias. (Armisén y Galatas, 2009 ,p. 27)

Cepa: término usado en microbiologia generalmente para referirse al “conjunto de células
homogéneas, o clones, que deriva de la reproduccion de una célula inicial Gnica, seleccionada y

aislada. También suele referirse a las cepas como colonias puras de bacterias”. (Rubiano Labrador,
2006, p. 36)

Cometabolismo: hace referencia a la transformacién, por microorganismos, de un compuesto
Ilamado cosustrato en presencia obligada de un sustrato durante el crecimiento o por células en
reposo en ausencia del sustrato de crecimiento es parte fundamental de la eliminacién biologica

de compuestos xenobioticos en el ambiente. (Garcia y Peralta, 2008, pp. 2-12)

Carpoforos: conocidos también como setas, son las fructificaciones de los hongos. Su apariencia
puede ser globulosa, subglobulosa o turberiforme; con una base radicular o rizomorfa. Su

principal funcion es desarrollar y dispersar las esporas del hongo. (Ardiles Huerta, Osorio-Zafiga y
Barrera Moscoso, 2009, p. 65)

Compuestos Btex: acronimo que hace referencia a la union de cuatro contaminantes que son: el
Benceno, Tolueno, Etilbenceno, Xilenos. Son de gran importancia para el analisis de la calidad
del aire, debido a recientes estudios que los han catalogado como cancerigenos. Se encuentran
presentes en combustibles (petréleo y sus derivados,) y en quimicos intermedios, como solventes

para grasas, tintas, aceites, pinturas, plasticos, ente otros. (Garcia Zarate et al., 2015, pp. 6-7)

Hifas: filamentos cilindricos que en su conjunto forman la estructura de los hongos. Cada hifa
equivale a una célula o méas células, ademas, se encuentra rodeada por una pared celular quitinosa

y de forma tubular. (Gémez, C., 2012, pp. 78-79)

Incubacion: en microbiologia, se refiere a la implementacion de las caracteristicas (temperatura,
humedad, cantidad de luz) necesarias para el desarrollo y crecimiento de un determinado

microrganismo. (Morales, L., 2009, p. 98)

In6culo: suspensién de esporas que con la ayuda de un vector (aire, agua, instrumentos de
laboratorio) se transportan a otro organismo, medio o sustrato para reproducirse y desarrollarse.

En el area de laboratorio a este proceso se lo denomina como inoculacion. (Carrillo y Audisio , 2007,
pp. 100-101)
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Micelio: “estructura vegetativa que consta de una masa de citoplasma multinucleado encerrado
dentro de un sistema de tubos rigidos y ramificados, denominados Hifas. Normalmente surgen de

la germinacion y posterior crecimiento de una sola célula reproductora o espora.”(Carrillo, L., 2003,
p.52)

Primordio: (L.primus, primero, + ordiri, empezar a urdir): 6rgano gue se encuentra en estado

de formacion (Gémez, C., 2012, p. 56)

Ralentizacion: Disminucion en los procesos metab6licos microbianos, por factores externos
(temperatura, contaminacion), internos (sustrato) o los dos. Esto produce un lento crecimiento,

bajo desarrollo e incluso puede generar la interrupcion total . (Morales, L., 2009, pp. 101-102)
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ANEXOS

ANEXO A: Formato de las encuestas realizada a la comunidad Sagrado Corazén de Jesus.

ESPOCH

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

Encuesta dirigida a los agricultores de la parroquia San Luis comunidad Sagrado Corazén para el trabajo
investigativo denominado:

“EVALUACION DE LA EFICIENCIA DEL HONGO Pleurotus ostreatus EN LA BIODEGRADACION DE
SUELOS CONTAMINADOS CON CLORPIRIFOS”

Las siguientes preguntas son netamente informativas, los datos suministrados seran utilizados en la elaboracion
del trabajo investigativo. Por favor sea honesto en sus respuestas

Invernadero ...

Pregunta 1

Cuél de estos cultivos siembra bajo invernadero actualmente.
Tomate Rifion ( ) Tomate de Arbol ( ) Pimiento ( ) Pepinillo ( ) Otros( ) ......cceeevvvvvnnn.

Pregunta 2

Utiliza actualmente el plaguicida Lorsban en sus cultivos.
Si() No ()

Si su respuesta fue Si continte con la siguiente pregunta, caso contrario se agradece su colaboracion.
Pregunta 3

¢Con qué frecuencia utiliza el plaguicida Lorsban en sus cultivos?

Cada2ldias( ) Cadal5dias( ) Cada7dias( )

Muchas gracias por su colaboracion




ANEXO B: Evidencia fotogréfica de la metodologia seguida.

1.

2. Toma de muestras

4. Colonizacién de P.ostreatus

5.

Pruebas de inhibicion de P.ostreatus
a diferentes concentraciones

6. Lavado de los sustratos de
crecimiento




7. Siembra de P.ostreatus en los 8. Incubacién de los sustratos de
sustratos de crecimiento crecimiento a 25°C

9. Colonizacion de P.ostreatus en 10. Preparacion de la suspension de P.
sustratos de crecimiento ostreatus para su posterior siembra
en el primer tratamiento

11. Preparacion de P.ostreatus en trigo, 12. Siembra de P.ostreatus en las
cebada para el tratamiento dos y tres muestras de suelo




13. Inicio de la primera etapa de 14. Presencia de primordios en el
fructificacion tratamiento uno.

15. Cuerpos fructiferos en el tratamiento 16. Formacion de cuerpos fructiferos en
dos el tratamiento tres
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