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RESUMEN

La actividad agricola en el VRAEM esta sometida al uso constante de pesticidas,
(carbofuran) utilizados para lograr altos niveles de productividad en los cultivos
de “coca”. La acumulacién y persistencia de estas sustancias es una de las
causas mas importantes de los problemas de salud del hombre y de la alteracion
del ambiente por ser sustancias recalcitrantes. Los hongos y sus enzimas estan
involucradas en la biotransformacién de una diversidad de polimeros organicos
complejos y debido a su inespecificidad de su sistema multienzimatico es posible
plantear procesos de biorremediacion; por lo que, aislar hongos con capacidad
de biodegradacién de estos contaminantes y evaluar la capacidad
biodegradadora del carbofuran, bajo un tipo de investigacion descriptivo, fueron
los objetivos de éste trabajo. El muestreo fue realizado a partir de suelos
agricolas, con cultivos de “cacao” y “coca’, del distrito de Santa Rosa. Las
concentraciones 10, 20 y 30 mg/l de carbofuran fueron determinadas como
concentraciones oOptimas de crecimiento de hongos, de las cuales fueron
aisladas en agar Busnell Hass con 30 mg/l de carbofuran, posteriormente se
procedi® a obtener el consorcio de hongos mediante su purificacion y
conservacion en agar Sabouraud. El ensayo de biodegradacién de carbofuran
se realizé con tratamientos de 10, 20, y 30 mg/l de carbofuran por un periodo de
45 dias y evaluadas por espectrofotometria mediante la técnica cromogeénica de
“DAPSONA” en el cual se obtuvo una degradacion hasta 79% y 59%
correspondientes a los ensayos con hongos aislados de suelos de cultivos de
“cacao” y “coca” respectivamente. Resulta a la vez la influencia del numero de
cepas que fueron inoculadas en los ensayos y las concentraciones de
carbofuran sobre la actividad del consorcio de hongos, logrando una maxima
biodegradaciéon en el tratamiento de 10 mg/l donde las concentraciones
disminuyeron a 2,30 mg/l y 3,85 mg/l correspondientes a los ensayos con
hongos aislados de suelos de cultivos de “cacao” y “coca’ respectivamente, la
cual fue contrastada por analisis de varianza. Luego, se identificaron cuatro
géneros de hongos de 18 cepas aisladas, las cuales son: Aspergillus sp.,
Fusarium sp., Paecilomyces sp. y Penicillium sp. Concluyendo que los hongos
aislados a partir de suelos agricolas del distrito de Santa Rosa presentan
capacidad biodegradadora del carbofuran, pero que se ven influenciados a
concentraciones mayores de pesticida y por el nimero de cepas que conforman
el consorcio.

Palabras clave: plaguicidas, carbofuran, hongos y biodegradacion.



.  INTRODUCCION

Una de las mas grandes preocupaciones que existe hoy en dia en el Perti es la
excesiva utilizacion de productos quimicos para la agricultura y en especial en el
VRAEM. En los ultimos ainos ha llamado la atencion el incremento del uso de
insumos agroquimicos utilizados en la producciéon de cultivos de Theobroma
cacao “cacao” y Erythroxylum coca “coca”. Se precisa que para lograr altos
niveles de productividad de éstos cultivos, son sometidos a la aplicacién de
frecuentes y altas dosis de agroquimicos como el carbofuran. Se estiman, que
anualmente se aplica alrededor de 700 mil litros de agroquimicos’,
contaminando rios, suelos y depredéndo la flora y fauna de los valles cocaleros.
La falta de conocimiento de los productores, que no miden las consecuencias
ambientales al usar grandes cantidades de productos agroquimicos, al ser
utilizados persisten un tiempo en un suelo agricola y luego por factores
climaticos discurren a los cursos de agua afectando la biodiversidad y a la
poblacién, ocasionando enfermedades por acumulacién de toxinas.?

Por otro lado, existen procesos de biodegradacion que se deben
fundamentalmente a la microbiota del suelo. La extension del metabolismo
microbiano puede ir desde transformaciones menores que no afectan
significativamente a las propiedades quimicas o toxicologicas del plaguicida,
hasta procesos de mineralizacion, como es la degradacion de plaguicidas hasta
la obtencion de CO,, H.O, NH,*, CI, etc. La tasa de metabolismo puede oscilar
entre extremadamente lento, vida media de afios, hasta rapido, vida media de
dias®. La presencia de residuos en altas concentraciones puede afectar a la
microbiota del suelo; sin embargo, existen microorganismos como los hongos
capaces de metabolizar diferentes insecticidas, debido a que han sido el
resultado de un proceso de evolucién de poblaciones microbianas autéctonas
que se han adaptado a estos contaminantes ya que estan involucradas en la



biotransformacion de una diversidad de polimeros organicos complejos del cual
algunos constituyen contaminantes ambientales por lo que abre el espacio para
la incorporacion en procesos de biorremediacion.*

En el presente trabajo se aislaron hongos de suelos agricolas con mayor
actividad agraria de Theobroma cacao “cacao” y Erythroxylum coca “coca” del
distrito de Santa Rosa de los Valles del Rios Apurimac, Ene y Mantaro del
departamento de Ayacucho ya que éstos suelos al estar constantemente
sometidos al uso de agroquimicos hace que existan residuos de éstas
sustancias (carbofuran) a nivel de tierras de cultivo. Pero a la vez, la presencia
de residuos de éstos pesticidas en el ambiente permite que existan hongos con
capacidad biodegradadora de éstas sustancias como el carbofuran por lo que es
posible encontrar especies microbianas autéctonas.

Teniendo en cuenta éstas consideraciones se planted como objetivo general;
determinar la capacidad biodegradadora del carbofuran por hongos aislados de
suelos agricolas del distrito de Santa Rosa VREAM, Ayacucho 2014. Mientras
que; aislar hongos con capacidad de biodegradar el carbofuran, 'evaluar la
capacidad biodegradadora del carbofuran e identifcar los principales géneros de
hongos con capacidad degradadora del carbofuran; fueron los objetivos
especificos de éste trabajo.



II. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

En Africa, Slaoui ef al.,’ en el estudio titulado “Biodegradacién del carbofuran
por un hongo aislado de suelo tratado” lograron caracterizar un miembro del
género Gliocladium capaz de utilizar carbofuran (2,3-dihydro-2,2-dimethyl-7-
benzo-furanyl methylcarbamate) como fuente de carbono y de energia que
exhibe la mas alta capacidad de degradacion a otros géneros aislados. El
porcentaje de pesticida residual que utilizaron fue determinado por
cromatografia. Los metabolitos formados por la cepa Gliocladium fueron
detectados por cromatdgrafia en capa fina. Por lo cual lograron determinar un
alto nivel de actividad de degradacién del carbofuran, pero no consiguieron
determinar la degradacion de los nematicidas organofosforados.

Seo et al.,° investigaron la “Biodegradacion del carbofuran y fenol carbofuran por
el hongo Mucor ramannianus y la identificacion de los metabolitos” mediante el
cual dando ciertas condiciones de cultivo para los hongos, utilizaron caldo papa
dextrosa (CPD) conteniendo carbofuran y carbofuran fenol en una concentracion
final de 1 mM a 27 °C eh un incubadora de agitacién con 200 rpm durante 10
dias, utilizaron la técnica de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y
cromatografia liquida / espectrometria de masas (LC/MS); llegaron a la
conclusién que en base a los metabolitos de M. ramannianus pueden adoptar
diferentes pistas de utilizacion de carbofuran y fenol carbofuran, aunque los dos
compuestos tienen estructuras similares. Los metabolitos de la degradacion de
carbofuran por otros microorganismos incluyen distintos metabolitos similares,
sin embargo manifiestan que ningun estudio ha sido llevado para identificar
'metabolitos microbianos de carbofuran resultantes de la escisién de anillos
aromaticos o furanilo por lo que éstos investigadores sugieren que un posible
metabolito intermedio de cualquiera de los dos metabolitos que produjo M.



ramannianus podria ser resultado de la degradacion de carbofuran-7-fenol por
hidrélisis en el anillo furanilo, resultante de la degradacién fingica de fenol
carbofuran. Los resultados, proporcionaran informacion valida para la evaluacion
de riesgos ambientales relacionados con los plaguicidas del carbofuran.

Yang et al,” en la investigacion titulada “Biodegradacion de carbofuran por
Pichia anomala cepa HQ-C-01 y su aplicacién para la biorremediacion de suelos
contaminados”, detectaron la levadura Pichia anomala por el aislamiento a partir
de lodos activados contaminados con carbamatos por el procedimiento de
enriquecimiento que les ha permitido seleccionar algunos aislados con una
actividad degradante de carbofuran, la cepa HQ-C-01 degrad6 el 95,2% de
carbofuran cuando el insecticida se usa como fuente de carbono por lo que sélo
se afadi6 50 mg/L en un medio de sales minerales por 48 horas. La
concentracion optima, la temperatura y el pH del medio fueron 50 mg/L, 30°C, y
pH 7,5 respectivamente. Utilizaron la ‘cromatografia de gases y espectrometria
de masa de los cuales los analisis mostraron que la cepa metaboliza carbofuran
para producir benzofuranol como el metabolito intermedio, el cual fue mas
degradado. Sin embargo, éstos investigadores manifiestan que hay pocos datos
disponibles sobre la actividad degradante de cepas en suelos contaminados con
carbofuran. A pesar que la cepa HQ-C-01 es eficaz en la degradacion de
carbofuran en el suelo contaminado, se necesita mas investigacion para utilizar
la cepa para la biorremediacion en la escala de campo.

En India, Das et al.,® en la investigacién titulada “Influencia y persistencia de los
insecticidas carbofuran y forato sobre los microorganismos en el campo de
arroz’, realizaron un experimento en microparcelas (4 m x 4 m) con dos
insecticidas, forato y carbofuran a tasas de 1,5 y 1,0 kg /Ha respectivamente,
para investigar su efecto sobre la poblacién y la distribucion de bacterias,
actinomicetos y hongos; asi como la persistencia de los residuos de insecticidas
en los suelos de la rizosfera de arroz. La aplicacion de los insecticidas estimulo
la poblacién de bacterias, actinomicetos y hongos en los suelos de la rizosfera, y
la estimulacién fue mas pronunciada con forato en comparacién con carbofuran.
Los insecticidas no tenian marcado efecto sobre el nimero de Streptomyces y
Nocardia en los suelos de la rizosfera. Sin embargo, el crecimiento de Bacillus,
Escherichia, Flavobacterium, Micromonospora, Penicillium, Aspergillus y
Trichoderma con forato fue mayor y Bacillus, Corynebacterium, Flavobacterium,
Aspergillus y Phytophthora con carbofuran se incrementaron. Por otra parte, los



nameros de Staphylococcus, Micrococcus, Fusarium, Humicola y Rhizopus con
forato y Pseudomonas, Staphylococcus, Micrococcus, Klebsiella, Fusarium,
Humicola y Rhizopus con carbofuran fueron inhibidos. Tanto los insecticidas
persistieron en el suelo de la rizosfera para un corto periodo de tiempo y la tasa
de disipacién de carbofuran.

Dominguez et al.,* en la investigacion titulada “Degradacion biolégica de
contaminantes organicos persistentes por hongos de la podredumbre blanca”
manifiestan que los hongos de la podredumbre blanca son un grupo de
microorganismos que desempeiian un papel clave como reguladores del ciclo
del carbono. Son activos transformadores de la lignina. Sus enzimas
ligninoliticas estan directamente involucradas no solo en la degradacién de la
lignina, sino también, en la biotrasformacion de una diversidad de polimeros
organicos complejos de los cuales algunos constituyen contaminantes
ambientales, con una estructura quimica similar a la lignina. Esto se debe a la
inespecificidad de su sistema multienzimatico, lo que abre el espacio para su
incorporacion en procesos de biorremediacion. Presentan resultados
preliminares de la induccién de las enzimas ligninoliticas con la utilizacion del
DDT como inductor de las actividades enzimaticas mediante cepas nativas de
hongos de la podredumbre blanca.

Los basidiomicetos ligninoliticos han demostrado gran capacidad biodegradativa
para un amplio espectro de COPs, incluido el DDT. Esta capacidad ha sido
atribuida a su habilidad para degradar la lignina presente en la madera®. La
mayoria de los trabajos sobre la degradacion del DDT por hongos ligninoliticos
se ha llevado a cabo utilizando como modelo el hongo Phanaerochaete
chrysosporium en cultivos con bajo contenido de nitrégeno para inducir
condiciones ligninoliticas. Todos estos estudios permitieron plantear una ruta
para la degradacion en hongos, la cual difiere de la propuesta para la
degradacion bor bacterias.

Quintero', en su estudio sobre “Degradacion de Plaguicidas Mediante Hongos
de la pudricién Blanca de la Madera”. Manifiesta la caracteristica de los hongos
de capacidad para degradar y mineralizar la lignina empleando un sistema
enzimatico extracelular compuesto principalmente de tres enzimas
Ligninoperoxidasa (LiP), Manganeso peroxidasa (MnP) y Lacasa. Orienta la
atencién a estos hongos y su sistema enzimatico ligninolitico para estudiar la
capacidad para degradar un amplio rango de compuestos xenobiéticos como



plaguicidas, colorantes, explosivos, etc. Sin embargo, observa que gran numero
de compuestos entre ellos los plaguicidas no responden al proceso degradativo
de las enzimas ligninoliticas y esto ha permitido descubrir recientemente nuevos
mecanismos empleados por estos hongos como son los sistemas oxidativos de
las monooxigenasas del citocromo P-450 y reductivo de las transferasas, ya
ampliamente conocidos en animales superiores e identificados como fase | y
fase Il del metabolismo. Describe estos tres tipos de mecanismos degradativos
hasta ahora conocidos que son empleados por los hongos para la degradacion
de contaminantes ambientales.

Bending et al," en el estudio titulado “Degradacion de los plaguicidas por
Hongos de pudricion blanca y su relacién con el Potencial Ligninolitico”
Investigaron la capacidad de las nueve especies de hongos de la pudricién
blanca de una variedad de érdenes de basidiomicetos para degradar pesticidas
mono-aromaticos. No obtuvieron relacién entre la degradacion del colorante Poli
R-478, una prueba presuntiva de potencial ligninolitico, y la degradacién del
diurén, metalaxil, atrazina o la terbutilazina en cultivo liquido. Sin embargo, hubo
correlaciones positivas signiﬁcativas entre las tasas de degradacion de los
diferentes plaguicidas. Después de 42 dias, la degradacidon maxima de diurén,
atrazina y la terbutilazina fue supeﬁor a 86%, pero para metalaxil menos del
44%.

Chuchén™ en la investigacion titulada “Biodegradacién de carbofuran por
bacterias aisladas de suelos agricolas. Chiara, Ayacucho-2012" utilizd
concentraciones de 5, 10, 20, 30, 40, y 50 mg/l de carbofuréh en medio mineral
Busnell Hass para el aislamiento de bacterias, seguido en agar con 30 mg/l de
carbofuran, posteriormente purifico y conservé las cepas asiladas en agar
nutritivo. El ensayo de biodegradacién de carbofuran realizé con tratamientos a
10, 20, 30, 40, 50, y 60 mg/l de carbofuran por un periodo de 30 dias, en la cual
mediante la técnica cromogénica “DAPSONA” determiné las concentraciones de
carbofuran, en el cual obtuvo una degradacién hasta 83%, 61%, 51%, 50%, 41%
y 22% respectivamente; donde menciona que la concentracion de carbofuran
(tratamiento) influye sobre la actividad del consorcio bacteriano, logrando una
maxima biodegradacion en los tratamientos 40 mg/l y 50 mg/l hasta 18,6 mg y
20,9 mg de carbofuran, lo cual contrasté éstos resultados mediante el analisis de
varianza. Los géneros de bacterias que logré identificar fueron: Bacillus,



Pseudomonas, Flavobacterium, Klebsiella, Serratia, Proteus, Corynebacterium,
Micrococcus, Areomonas, Citrobacter y dos especies no identificadas.

2.2. CLASIFICACION DE LOS PLAGUICIDAS

Dada la gran cantidad de familias quimicas implicadas, la clasificacién de los
plaguicidas resulta dificil. Un recurso util es clasificarlos en funcién de las plagas
sobre las que se usan. Otra posibilidad es hacer una clasificacién en relacién con
la familia quimica, que suministra mayor informacién sobre su toxicidad. En
general, se tiende a hacer una clasificacién mixta por ambos criterios.’® Existen
tres formas de clasificar a los plaguicidas:

e Segun el tipo de organismo que se desee controlar.

e Segun la toxicidad aguda.

e Segun el grupo quimico.

2.2.1. CLASIFICACION DE LOS PLAGUICIDAS SEGUN EL ORGANISMO
QUE INTERESA CONTROLAR

Esta clasificacién se resume segun al cuadro establecido por Benitez."

Tabla 1. Clasificacion de los plaguicidas segun el organismo que interesa controlar.

Organismo que interesa controlar

Tipo de plaguicida

Insecticida - Larvicida Larvas de insectos

Formicida Hormigas

Pulguicida Pulgas

Piojicida Piojos

Aficida Pulgones
Acaricida Garrapaticida Garrapatas
Nematicida Nematodos
Molusquicida Moluscos
Rondeticida Roedores
Avicida Columbicida Aves (palomas)
Bacteriostatico y _ Bacterias
bactericida
Fungicida Hongos
Herbicida Plantas indeseadas

2.2.2. CLASIFICACION SEGUN TOXICIDAD AGUDA

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha recomendado - sujeta a
actualizaciones periédicas - una clasificacion de plaguicidas segun el grado de
peligrosidad, entendiendo ésta como su capacidad de producir dafio agudo a la



salud cuando se dan una o mltiples exposiciones en un tiempo relativamente
corto (14).

Esta clasificacién se basa en la dosis letal media (DLsy) aguda, por via oral o
dérmica en ratas.

La DLs, es la cantidad de una sustancia que es necesario ingerir de una sola vez
para producir la muerte del 50% de los animales en ensayo. Esta dosis se
expresa generalmente en mg/kg del peso del animal ensayado. Es un valor
estadistico que normalmente se expresa con un nimero, 'pero en algunos casos
puede ser un rango. La DLs, en el caso de los plaguicidas, debe determinarse
para las diferentes rutas de exposicion (oral, dérmica y respiratoria) y en
diferentes especies de animales. Normalmente la DLs, se expresa por via oral y
para ratas.’

La DLs, esta relacionada exclusivamente con la toxicidad aguda de los
plaguicidas. No mide su toxicidad crénica, es decir aquella que surge de
pequefias exposiciones diarias al plaguicida a través de un largo periodo. Es
decir que un producto con una baja DLs, puede tener graves efectos cronicos por
exposicién prolongada, como por ejemplo provocar cancer. Ademas en la vida
real nadie esta expuesto a un solo plaguicida sino a varios y esto tampoco lo
contempla la DLs,. En este caso se deben considerar los efectos aditivos,
sinérgicos o antagénicos que ocurren en nuestro organismo al estar expuestos a
mas de un plaguicida.

La DLs, tampoco refleja cabalmente los efectos a corto plazo ya que no da una
idea de que porcentaje de la poblaciéon bajo estudio se sinti6 mareada o con
problemas de coordinacion.

En caso de que un plaguicida ocasione dafo a 6rganos vitales, posea efectos
acumulativos muy marcados, sea particularmente peligroso o alergénico, la OMS
realiza ajustes en su clasificacion, ubicandolo en una categoria que indique
mayor peligro. De esta forma la clasificacion se basa en la DLs; de los
plaguicidas, pero no utiliza exclusivamente este parametro.*



Tabla 2. Clasificacion de los plaguicidas segun peligrosidad recomendada por la
Organizacién Mundial de la Salud.

DLso Rata (mg/kg peso corporal)

! CATEGORIA Oral Dérmica

i Sélido Liquido Sélido Liquido
la Extremadamente 5 6 menos 20 6 menos 106 menos 40 6 menos
peligroso (color rojo) ' _
Ib Altamente peligroso 5-50 20-200 10-100 40 - 400
(color amarillo)
Il Moderadamente 50 - 500 200 - 2000 100-1000 400 -4000
peligroso (color
amarillo)
lil ligeramente Sobre Sobre Sobre Sobre
peligroso (color azul) 500-2000 2000 - 3000 1000 4000
IV Productos que Mayor de Mayor de
probablemente no 2000 3000

representan un riesgo
agudo en uso normal

(color verde)
Fuente: The WHO Recommended Classification of Pesticides of Pesticides by Hazard, 2004."

2.2.3. CLASIFICACION SEGUN LA ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS
PESTICIDAS

Los pesticidas quimicos constituyen el arma mas eficaz para el control biolégico

que se dispone actualmente. Los mas importantes pueden clasificarse de la

siguiente manera."” '

a) Organoclorados.

b) Organofosforados.

c) Derivados del acido carbamico o carbamatos.

d) Rotenona y derivados.

2.2.3.1. INSECTICIDAS ORGANOCLORADOS

Estos compuestos se caracterizan por su gran estabilidad quimica y por lo tanto,
permanecen en el medio ambiente por un tiempo muy prolongado.

Son muy poco solubles en agua, son solubles en solventes organicos y
tienden a acumularse en el tejido graso de los seres vivos. Estos compuestos se
clasifican en los siguientes grupos.'® |

a) Difenilalifatico, DDT y analogos.
b) Hexaclorociclohexanoy

c) Ciclodienos.



223.2. INSECTICIDAS ORGANOFOSFORADOS

Término que incluye todos los insecticidas que contienen fésforo. Se usan otros
nombres, pero ya estdn en desuso y son: fosfatos orgénicos, insecticidas
fosforados, parientes de los gases nerviosos, y ésteres del &cido fosférico. Todos
los organofosforados son derivados de uno de los acidos del fésforo, y como
clase generalmente son los mas toxicos de todos los pesticidas para los
vertebrados. Debido a la similitud de la estructura quimica de los OPs con la de
los "gases nerviosos," sus modos de accion también son similares. Sus
cualidades insecticidas fueron observadas por primera vez en Alemania durante
la Il Guerra Mundial cuando se estudiaban los gases nerviosos OPs sarin,
soman, y tabun que son extremadamente téxicos. Inicialmente, el
descubrimiento fue hecho cuando se buscaban substitutos para la nicotina, la
cual se usaba intensamente como insecticida pero que escaseaba en
Alemania."®

2.2.3.3. INSECTICIDAS CARBAMATOS

Son ésteres del acido carbamico con el fenol o naftol, en los que el grupo amino
esta sustituido por uno o dos radicales alquilos. La mayoria de los compuestos
con efecto insecticida corresponden a un derivado N-metilo. El mas conocido es
el Sevin o Carbanil. En general, estos insecticidas son relativamente especificos,
afectando algunos ciertos insectos, mientras que otros sufren sintomas de
intoxicacion. Tal como los organofosforados, los carbamatos ejercen su efecto
téxico, a través de la inhibicion de la acetilcolinesterasa."” Otros insecticidas
carbamatos que han durado mucho en el mercado son metomilo(Lannate®),
carbofuran (Furadan®), aldicarb (Temik®), oxamilo (Vydate®), tiodicarb
(Larvin®), metiocarb (Mesurol®), propoxur (Baygon®), bendiocarb (Ficam®),
carbosulfan (Advantage®), aldoxicarb (Standak®), promecarb(Carbamult®), y
fenoxicarb (Logic®, Torus®). Carbamatos que han entrado mas recientemente al
mercado incluyen pirimicarb, indoxacarb (registrado en el 2000), alanicarb y
furatiocarb.®
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Figura 1. Estructura molecular de los carbamatos.®

Los carbamatos inhiben la colinesterasa (ChE) de la misma manera que lo hacen
los OPs, y se comportan de una manera casi idéntica en los sistemas bioldgicos,
pero con dos diferencias principales. Algunos carbamatos son potentes
inhibidores de la aliesterasa (son esterasas alifaticas miscelaneas cuyas'
funciones exactas no son conocidas), su selectividad algunas veces es mas
pronunciada contra la ChE de diferentes especies. Segundo, la inhibicion de
la ChE por los carbamatos es reversible. Cuando la ChE es inhibida por un
carbamato, se dice que esta carbamilada, de la misma manera que un OP
resulta en que la enzima esté fosforilada, En insectos, los efectos de los OPs
y los carbamatos son principalmente el envenenamiento del sistema nervioso
central, porque la unién neuromuscular de los insectos no es colirgénica,
como lo es en los mamiferos. Las Unicas sinapsis colinérgicas que se
conocen en los insectos estan en el sistema nervioso central nervioso
central."®

2.2.3.3.1. CARBOFURAN

El carbofuran o carbofurano es un plaguicida sistémico utilizado como
insecticida, acaricida y nematicida de amplio espectro, que pertenece al grupo
quimico de los carbamatos. Conjuntamente con los insecticidas
organofosforados, los compuestos piretroides y otros carbamatos, el carbofurano
integra un grupo sustituto de insecticidas persistentes como el DDT, clordano y
heptacloro. Su nombre quimico (IUPAC) es 2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il
metilcarbamato y su férmula quimica: C12H15NO3."®
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Figura 2. Férmula global de carbofuran.'®

A temperatura ambiente el carbofuran es un sélido cristalino, de color blanco o
gris, en forma de granulos (similar a la arena). Es inodoro o con ligero olor
fenélico, y una solubilidad en el agua que llega a 700 mg/l a 25 °C. Si bien es
muy poco soluble en los solventes convencionales utilizados en las
formulaciones de uso agricola, presenta solubilidades elevadas en diversos
solventes organicos. Los propios distribuidores advierten que es téxico y
peligroso para el medio ambiente.®

a. Usos

Se usa para el control de insectos y nematodos de una gran variedad de
cultivos, especialmente maiz, trigo, arroz, soja, papas, girasol, frutas (melén,
uvas) y hortalizas, entre muchos otros. En Argentina ha sido utilizado para
eliminar loros — aves que se alimentan de cultivos anuales y perennes,
aplicandolo en sus nidos.®

b. Modo de accién

Actia interfiriendo los impulsos nerviosos por inhibicion de la acetilcolinesterasa
e ingresa en los organismos principalmente por contacto e ingestién, y en menor
medida por inhalacion. Su efecto sistémico, al ser absorbido por las raices de las
plantulas, le confiere acciéon de ingestion sobre pulgén e insectos de las partes
aéreas."

c. Persistencia
Posee una vida media en suelos de 30 a 60 dias. Se degrada principalmente por
accion microbiolégica, generando dioxido de carbono. La persistencia ambiental

del carbofurano esta controlada por su degradacién por vias quimica,
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fotoquimica y bioguimica. La primera de ellas esta preeminentemente asociada a
la hidrélisis, con tiempos de vida media para este mecanismo de reaccion
comprendidos entre 2 dias, a pH=9,5 y 1700 dias, a pH=5,2 teniendo influencia
directa la temperatura sobre la tasa de hidrélisis, ademas del pH. La fotdlisis
directa y la fotooxidacién por el mecanismo de radicales libres constituyen una
importante via de degradacién del carbofurano, habiéndose observado en
estudios de laboratorio una fotodescomposicion significativa dentro de 96 horas.
La volatilizacién no aparece como una via significativa de remocion del
carbofurano.”

Este plaguicida tiene baja adsorcién en el suelo, variando su tiempo de vida
media entre varios dias y mas de 3 meses. La escasa retencion en el suelo y su
relativa alta solubilidad acuosa determinan una migracién considerable del
carbofurano hacia el medio ambiente, donde el tiempo de vida medio esta
fuertemente influenciado por el pH. Asi, para aguas superficiales se han
reportado tiempos de vida medios comprendidos entre 5,1 semanas, a pH=7, y
1, 2 horas, a pH=10.%

En Colombia, un estudio realizado por investigadores del grupo Prospectiva
Ambiental, de la Universidad Nacional en Palmira, determiné la baja
biodegradabilidad del carbofurano en el ambiente. Las pruebas de laboratorio
arrojaron que este plaguicida, después de su aplicacion, permanece en el agua a
lo largo de los meses, inclusive por afios. Esta situacién se agrava con el riego
de los cultivos o las lluvias, actividades y fenémenos que arrastran el plaguicida
hacia las aguas superficiales o subterraneas, aumentando asi el riesgo de su

contacto con los seres humanos.'®

d. Efectos en la salud

Los seres humanos pueden absorber el carbofurano por inhalacién, por
ingestion, por la piel y a través de los ojos. La Agencia de Proteccion del Medio
Ambiente de Estados Unidos (EPA) destaca el peligro de intoxicacién aguda que
presenta este plaguicida a las personas expuestas a su accion. Sefala que,
como es altamente téxico, la exposicion a las mas pequefias cantidades de esta
sustancia quimica genera un riesgo importante. Por eso, considera que el riesgo
de residuos de carbofurano en los alimentos es preocupante para todos los
subgrupos de la poblacion, especialmente para los nifios de entre 1 y 2 afios de
edad. La exposicion a través del agua potable es un riesgo adicional para los
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consumidores de fuentes especificas y vulnerables, en especial las asociadas a
determinados tipos de suelo y modos de uso del plaguicida. |

Asimismo, la EPA advierte que también son preocupantes los riesgos
ocupacionales, aun cuando se adopten medidas estrictas de proteccion. Las
preocupaciones expresadas por la EPA se fundamentan en incidentes de
envenenamiento humano asociadas a exposicion ocupacional a este agrotéxico.?'

e. [Efectos en el medio ambiente

Las empresas distribuidoras reconocen que el carbofurano es muy téxico para
peces, aves y abejas. Segun la EPA, el carbofurano presenta riesgos
preocupantes para las especies acuaticas y aviares, para pajaros, mamiferos e
invertebrados, en todos los usos registrados del plaguicida.

Vecinos de la localidad de Punta Indio - provincia de Buenos Aires, Argentina -
estan sustentando una demanda judicial contra productores de la zona a causa
de la mortandad de aves asociada al uso del plaguicida carbofurano. El Servicio
~ de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA), informé que luego de finalizar
una serie estudios y analisis de laboratorio que pemmitié ir descartando diversas
hipotesis, habia llegado a la conclusién que la muerte de las aves se debi6é a una
intoxicacion aguda de origen alimentario por carbamatos. En los contenidos del
buche de palomas y de uné de las perdices muertas se confirmé la presencia de
carbofurano.™

En paises europeos se ha producido a través de los afios una gran mortandad
de animales silvestres por esta causa. Incluso en la actualidad el carbofurano y
otros carbamatos se siguen usando deliberada e ilegalmente como venenos
contra predadores. En Espania, los productos téxicos que fueron encontrados en
el mayor numero de casos de envenenamiento de animales silvestres el afo
1999 fueron el aldicarb y el carbofurano. Este Gltimo siguié siendo detectado en
los afios posteriores en la mayoria de los cebos colocados en forma ilegal para
exterminar predadores. Las especies mas afectadas en ese pais han sido el
aguila imperial ibérica, buitre leonado, milano real, buitre negro y zorro. Las
organizaciones ambientalistas solicitaron la adopcién de medidas para frenar
este problema.?
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23.  BIORREMEDIACION

En las Gltimas décadas, entre las técnicas empleadas para contrarrestar los
efectos de los contaminantes, se comenzé a utilizar una practica llamada
biorremediacién. El término biorremediacion fue acuiiado a principios de la
década de los 80, y proviene del concepto de “remediation”, que hace
referencia a la aplicacion de estrategias fisico-quimicas para evitar el dafio y
la contaminacién en suelos. Los cientificos se dieron cuenta que era posible aplicar
estrategias de remediacion que fuesen biolégicas, basadas esencialmente en la
observacion de la capacidad de los microorganismos de degradar en forma
natural ciertos compuestos contaminantes. Entonces, la biorremediacion surge
como una rama de la biotecnologia que busca resolver los problemas de
contaminacion mediante el uso de seres vivos (microorganismos y plantas)
capaces de degradar compuestos que provocan desequilibrio en el medio
ambiente, ya sea suelo, sedimento, fango o mar.?

2.3.1. TIPOS DE BIORREMEDIACION

En los procesos de biorremediacion generalmente se emplean mezclas de
ciertos microorganismos o plantas capaces de degradar o acumular sustancias
contaminantes tales como metales pesados y compuestos organicos derivados
de petrdleo o sintéticos. Basicamente, los procesos de biorremediacién pueden

ser de tres tipos:

Degradacion enzimatica

@RREMEDIACIGD Remediacion microbiana

Fitorremediacion

Figura 3. Tipos de biorremediacién.*®

a. Degradacion enzimatica
Este tipo de degradacion consiste en el empleo de enzimas en el sitio

contaminado con el fin de degradar las sustancias nocivas. Estas enzimas se
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obtienen en fermentadores por bacterias nativas o por bacterias modificadas
genéticamente. Por ejemplo, existe un amplio nimero de industrias de
procesamiento de alimentos que producen residuos que necesariamente deben
ser posteriomente tratados. En estos casos, se aplican grupos de enzimas que
hidrolizan polimeros complejos para luego terminar de degradarlos con el uso de
microorganismos. Estas enzimas son utilizadas en tratamientos en donde los
microorganismos no pueden desarrollarse debido a la alta toxicidad de los
contaminantes. Por ejemplo, se emplea la enzima peroxidasa para iniciar la
degradacién de fenoles y aminas aromaticas presentes en aguas residuales de
muchas industrias.?®

b. Remediacion microbiana

En este tipo de remediacion se usan microorganismos directamente en el foco
de la contaminacion. Los microorganismos utilizados en biorremediacion pueden
ser los ya existentes (autéctonos) en el sitio contaminado o pueden provenir de
otros ecosistemas, en cuyo caso deben ser agregados o inoculados. La
descontaminacién se produce debido a la capacidad natural que tienen ciertos
organismos de transformar moléculas organicas en sustancias mas pequeiias,
que resultan menos toxicas. El hombre ha aprendido a aprovechar estos '
procesos metabélicos de los microorganismos. De esta forma, los
microorganismos que pueden degradar compuestos téxicos para el ambiente y
convertirlos en compuestos inocuos o menos téxicos, se aprovechan en el
proceso de biorremediacion. De esta forma, reducen la polucién de los sistemas
acuaticos y terrestres.?®

La gran diversidad de microorganismos existentes ofrecen muchos recursos
para limpiar el medio ambiente, en la actualidad, esta area esta siendo objeto de
intensa investigacion. Existen, por ejemplo, bacterias y hongos que pueden
degradar con relativa facilidad petréleo y sus derivados, benceno, tolueno,
acetona, pesticidas, herbicidas, ésteres, alcoholes simples, entre otros. Los
metales pesados como uranio, cadmio y mercurio no son biodegradables, perolas
bacterias pueden concentrarlos de tal manera de aislarlos para que sean
eliminados mas facilmente. Las actividades microbianas en el proceso de

biorremediacion se pueden resumir en el siguiente esquema.?

CImsIDAD BACGRAY 2 &0
ERISIDBAL OF HiomdAwsd
BIBLIOTECH .
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MINERALIZACION:
Contaminante transformado
en CO2y H;0

Fuente de carbono
CONTAMINANTE

S %

& % TRANSFORMACION:

Contaminante modificado

NUTRIENTES: Fosforo
Nitrégeno otros

Figura 4. Metabolismo microbiano de contaminantes.?

2.3.2. DEGRADACION MICROBIANA DE PLAGUICIDAS ‘
Durante muchos afios se creia que los mecanismos de degradacion de los
plaguicidas eran similares en animales y en microorganismos. Pero con el
avance de las investigaciones se apreciaron las diferencias, en animales se da
una conversion de éstos compuestos de forma que puedan ser excretables, éste
proceso se da principalmente en el higado. En microorganismos su utilizacion es
por el contrario una forma de obtencion de energia o fuente de carbono.

Las vias metabdlicas son muy variadas: fermentaciones, respiraciones

anaerdbicas, accion de exoenzimas y quimiolitotrofos. Existen dos formas por la

que la cual la microbiota puede degradar el plaguicida.

e La sustancia favorece el crecimiento microbiano y es empleada como
fuente de carbono, energia y raras veces como fuente de nitrégeno,
azufre, etc. El nimero de microorganismos aumenta y el aislamiento se
realiza utilizando el plaguicida como Unica fuente de nutrientes. Luego de
que el compuesto fue degradado las poblaciones decrecen.

e Por cometabolismo el compuesto no actia directamente como fuente de
nutrientes sino que se debe emplear otras como la glucosa, que al disminuir
en el medio inducen las enzimas necesarias para la degradacion del
plaguicida. .

Las reacciones catabdlicas ocurren principalmente cuando las dosis de

pesticidas son altas y la estructura quimica permite su degradacion.

Alexander®®, indica una serie de reacciones que pueden ser realizadas por

microorganismos heterétrofos sobre los plaguicidas:
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a. Detoxificacion.- Conversion de una molécula téxica en otra no toxica
(Arthrobacter spp).

b. Degradacion.- Transformacion de una sustancia compleja en productos
mas simple, ejemplo la mineralizacion que da como resultado la aparicién
de CO,, H;0, NH,, etc. (Pseudomonas spp).

c. Conjugacién.- Formacion de compuestos por reacciones de adicion, en
donde el microorganismo combina el plaguicida con metabolitos celulares
(adicion de aminoacidos, acidos organicos, etc.).

La degradacion de plaguicidas clorados que se produce en ambientes anbxicos

y 6xicos, donde la degradacién andxica esta ligada a la decloracion reductora de

la molécula, siendo el derivado sin cloro mucho menos téxico que la molécula

original clorada.

2.3.3. USO DE HONGOS EN LA BIORREMEDIACION

Algunos géneros de microorganismos usan pesticidas como substratos ya sea co-
metabolizando las moléculas o usando éstas como nutrientes. El suelo como
ecosistema, incluye grupos microbianos, animales invertebrados y vertebrados,
asi como a los constituyentes organicos e inorganicos. EI medio ambiente
edafico es Unico en diferentes aspectos, contiene gran variedad de bacterias,
actinomicetos, hongos, algas y protozoarios; es uno de los sitios mas
dinamicos de interacciones biolégicas en la naturaleza; en el cual se realizan la
mayor parte de las reacciones bioquimicas involucradas en la descomposicion
de la materia organica, y la nutricion de cultivos agricolas. En suelos aireados
adecuadamente, predominan bacterias y hongos, mientras que en los ambientes
que contienen poco o nada de oxigeno Gnicamente las bacterias.?*

La aplicacion de hongos para la limpieza de contaminantes se ha mostrado
prometedor desde 1985, cuando se encontrdé que la pudricion blanca con
Phanerochaete chrysosporium, es capaz de metabolizar un nimero de
importantes contaminantes ambientales.”® Esta capacidad se atribuye
generalmente a la degradacion enzimatica sistema de lignina del hongo, y una
capacidad degradante similares, mas tarde fue descrito para la otra pudricién
blanca hongos, 4 hongos de pudricioén blanca poseen una serie de ventajas que
pueden ser explotados en los sistemas de biorremediacion. Dado que los
componentes clave de su sistema de lignina-degradantes son extracelulares,
estos hongos pueden degradar productos quimicos insolubles tales como lignina
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0 un rango muy diverso de contaminantes ambientales muy persistentes o
téxicos.’

El habito de crecimiento micelial también es ventajosa, ya que permite una
rapida colonizacion de sustratos, y la extension de las hifas permite la
penetracion de contaminantes que llegan del suelo en formas que otros
organismos no pueden hacer.®® Esto puede maximizar el contacto fisico,
mecanico y enzimatico con el medio ambiente circundante.” Ademés, estos
hongos utilizan materiales lignocelulésicos baratas y abundantes como una
fuente de nutrientes. Ellos pueden tolerar una amplia gama de condiciones
ambientales, tales como los niveles de temperatura, el pH y la humedad® y no
requieren pre-acondicionado a un contaminante en particular, debido a que su
sistema de degradacion es inducida por la privacién de nutrientes.®

Tabla 3. Géneros de microorganismos heterétrofos que usan pesticidas.

Bacterias Actinomicetos Hongos
Agrobacterium Alternaria
Arthrobacter Streptomyces Asperguillus
Bacillus Nocardia Cladosporium
Corynebacterium Micromonospora Fusarium
Flavobacterium Glomerella
Klebsiella Mucor
Pseudomonas Penicillium
Xantomonas Rhizoctonia
Clostridium Trichoderma

Fuente: Madigan et al. ®
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3.1.

3.2,

. MATERIALES Y METODOS

CARACTERISTICAS DE ZONA DE ESTUDIO

Zona de muestreo : Distrito de Santa Rosa-VRAEM.

Ubicacién : 12°41'22" latitud sur y 73°44'06” longitud oeste.
Clima : Calido himedo.

Temperatura : Maxima 30°C, minima 19°C y media 25°C.
Zona de vida : Bosque muy humedo subtropical

Altitud : 708 msnm.

%HR : 85%

pH del suelo :45-55

Caracteristicas : Suelo arcilloso

TOMA DE MUESTRA

1. Los criterios de toma de muestra fueron: Suelos con mayor y
constante asistencia de insecticidas, zonas de mayor produccién de

ucacaon y ucocan.29,30

2. Se demarcé un area de 100 cm? (10 x 10 cm) en la parte central y baja

del terreno, donde se tomaron las muestras.

3. Se retir6 la capa superficial de tierra de unos 10 a 15 cm, con ayuda

de una paleta desinfectada.

4. Se tomé aproximadamente 1000 g de suelo, entre los 10 y 20 cm de

profundidad, luego se introdujo en una bolsa de polietileno nueva.

5. Las muestras fueron trasladadas en un “cooler” a una temperatura
aproximada de <10 °C al Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la UNSCH para su procesamiento.
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3.3. METODOLOGIA Y RECOLECCION DE DATOS
3.3.1. Determinacién de las concentraciones de carbofuran que presentan
mejor crecimiento de hongos

1. Se tamizaron las muestras de suelo recolectadas, con malla de 2 x 2
mm para separar las piedras y particulas grandes.

2. Se pes6 10 g de suelo tamizado, luego se realiz6 una dilucién de 10™

" . con agua peptonada estéril como diluyente.

3. 1,0 mL de la dilucién se inoculé a frascos conteniendo 100 mL de
caldo Busnell Hass*' mas antibiético (oxitetraciclina)®® a los que se
afiadio 10, 20, 30, 40, 50 y 60 mg/i de carbofuran'? en cada frasco.

4. Se incubd en agitacion horizontal por 15 dias a temperatura de 25

: OC-

5. Se realiz6 la siembra en placa de cada uno de los frascos de ensayo
mediante la técnica de incorporacién con agar Sabouraud por 14 dias
a25°C.

6. Se cuantificaron el nimero de colonias y se determinaron las
concentraciones Optimas de carbofuran en las que hubo mayor
crecimiento de hongos. .

Tabla 4. Composicién del ensayo para la determinacion de las concentraciones de
carbofuran que presentan mejor crecimiento de hongos. Santa Rosa-VRAEM,;
Ayacucho 2014.

N Cédigo Composicién del medio Vol. final
1 10-BH-H Medio mineral Busnell Hass + 10 mg/l plaguicida + 1,0 ml de indculo 100 mi
2 20-BH-H Medio mineral Busnell Hass + 20 mg/l plaguicida + 1,0 ml de inéculo 100 ml
3 30-BH-H Medio mineral Busnell Hass + 30 mg/l plaguicida + 1,0 ml de inéculo 100 ml
4 40-BH-H Medio mineral Busnell Hass + 40 mg/l plaguicida + 1,0 ml de inéculo 100 mi
5 50-BH-H Medio mineral Busnell Hass + 50 mg/l plaguicida + 1,0 m! de inéculo 100 ml
6 60-BH-H Medio mineral Busnell Hass + 60 mg/l plaguicida + 1,0 ml de in6culo 100 mi
7 BH-H Medio mineral Busnell Hass + 1,0 ml de inéculo 100 mi
8 BH Medio mineral Busnell Hass 100 ml
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3.3.2. Aislamiento de hongos degradadores de carbofuran

o

A partir de las concentraciones optimas de crecimiento, los hongos
fueron repicadas en Agar Busnell Hass mas antibiético a los que se

anadio 30 mg/l de carbofuran®*

con el propoésito de tener un control
de colonias puras con las mismas concentraciones en que fueron
aisladas.

Se incubd por 15 dias a temperatura de 25 °C.

Las colonias puras, fueron repicadas en ceparios para su estudio y
formacién del consorcio de hongos.

Las cepas que formaron el consorcio de hongos fueron sembrados
en tubos de 13 mm x 100 mm en agar Sabouraud, se incubaron por

15 dias a temperatura de 25 C° para la produccién de esporas.

3.3.3. Curva patron para la determinacion de carbofuran

a) Preparacion de la soiﬁcién de carbofuran

Se prepar6 100 ml de solucién de diferentes concentraciones
conocidas de carborfuran utilizando agua destilada, teniendo en
cuenta las siguientes concentraciones: 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55 y 60 mg/l de carbofuran.

Enseguida se tom6 1 ml de solucién y se transfiri6 en un tubo de
ensayo de 18 mm x 150 mm.

Se procedi6 a afadir un 0,5 ml de metanol absoluto, luego con 25 pl
de hidréxido de sodio 2 M.

b) Preparacion de la solucion de “Dapsona”

Se pes6 0,05 g de “DAPSONA" (4,4-diaminodifenilsulfona), luego se
disolvié con 1,25 ml de acido clorhidrico 1M.

Se agregd 0,25 ml de nitrito de sodio 1,0 % y en seguida se llevé a
25 ml con agua destilada.

Finalmente se procedié a mantener la solucién en 5 °C por 3 minutos

en constante agitacion.

c) Reaccién cromogénica de carbofuran

En un tubo de ensayo de 18 mm x 150 mm se agregé 1 ml de
solucién de carbofuran anteriormente preparados, luego se adiciond
0,5 ml de la solucion de “DAPSONA”.
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En seguida se homogenizé hasta que tomé una coloracién
anaranjada.

Luego se procedié a realizar la lectura a 480 nm de longitud de
onda®® en el Espectrofotémetro UV-Visible Thermo Scientific
GENESYS 10, previamente usando como blanco agua destilada.
Con los valores obtenidos se procedi6é a determinar la curva de

patrén estandarizada.

3.3.4. Evaluacion de la capacidad degradadora de carbofuran

a) Preparacion del inéculo

Se cosech6 esporas por cada cepa aislada en tubos de 13 mm x
100 mm con 5 mi de solucion salina fisiolégica hasta llegar a una
escala de Mcfarland N° 05. '

Se tomd 1,0 ml de cada aislamiento estandarizado y se inoculé en
frascos de prueba de 16 x 150 mm conteniendo 100 ml de Caldo
BH con 10, 20 y 30 mg/l de carbofuran respectivamente con tres
repeticiones (ensayos problema).

Se establecié frascos de control negativo, al que se afadié 10, 20
y 30 mg/l de carbofuran a los cuales no se inoculé ninguna cepa
(ensayo blanco) y por ultimo un frasco con 100 ml de caldo mineral
Busnell Hass.

Se incubd en agitacion constante a temperatura de 25°C durante 30
dias.

A partir del dia cero, cada 5 dias durante 30 dias, se
determiné la concentracién de carbofuran en cada uno de los
frascos de ensayo mediante la técnica cromogénica de

“Dapsona”.®

b) Determinacion de la capacidad degradadora de carbofuran

A partir de cada uno de los frascos en incubacion, se tomé 1 mi de
muestra debidamente homogenizado, luego se transfirié a un tubo de
ensayo de 18 mm x 150 mm en condiciones asépticas.

Se procedié a centrifugar a 2500 rpm por 5 minutos para separar el
sobrenadante de la biomasa microbiana.

Se agregd 0,5 ml de metanol absoluto mas 50 pl de hidréxido de
sodio 2 M y se homogenizo.

24



Se tomé 1 ml de la solucién de carbofuran (solucién problema) y se
transfirié a otro tubo de ensayo 18 mm x 150 mm. Luego se adicioné
0,5 ml de solucién de Dapsona previamente preparados.

Enseguida se homogenizé hasta la formacion de una coloracion
naranja.

Se realiz6 la lectura a 480 nm® con el Espectrofotémetro UV-Visible
Thermo Scientific Serie GENESYS 10, previamente usando como
blanco agua destilada.

Con los valores de la lectura se determiné la cantidad de carbofuran
degradado por el consorcio de hongos, estableciendo ecuaciones y
gréﬂcos' estadisticos en relacién a la curva patrén estandarizado.

3.4. ANALISIS DE DATOS
Para evaluar las diferencias significativas en la variabilidad de los datos de los

ensayos de biodegradacién con consorcios de hongos aislados a partir de suelos

de cultivos de “cacao” y “coca”, con 10 mg/l, 20 mg/l y 30 mg/l de carbofuran, se

procedié a realizar el analisis estadistico mediante el analisis de varianza a un

nivel de confianza del 95%.

3.5. IDENTIFICACION DE CEPAS DEGRADADORAS DE CARBOFURAN

a)

b)

Caracterizacion cultural

Los hogos aislados a partir de suelos agricolas con cultivos de “cacao”
y “coca” fueron caracterizados y diferenciados mediante sus
caracteristicas culturales con la utilizacion de tres medios de cultivos
diferentes; agar Sabouraud, agar papa dextrosa y agar harina de maiz.
Identificacion microscoépica

La identificacion microscépica se hizo mediante la técnica de
microcultivo, con la ayuda de la descripcidbn macroscépica o cultural se
identifico las distintas cepas de hongos asiladas con la ayuda de
claves pictdricas e informacién bibliografica.***°
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IV. RESULTADOS
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Tabla 5. Valores de recuento del nimero de colonias en el ensayo de determinacion
de la concentracién de carbofuran que presentan mejor crecimiento de
hongos. Santa Rosa VRAEM, Ayacucho 2014.

UFC/mi
ENSAYO Concentracion
de carbofuran  Hongos de suelos de Hongos de suelos de
- cultivo de “Cacao” cultivo de “Coca”
10-BH-H 10 mg/I 48 34
20-BH-H 20 mg/! 39 36
30-BH-H 30 mg/| 32 28
40-B.H—H 40 mg/l 22 16
50-BH-H 50 mg/| 1 13
60-BH-H 60 mg/| 12 8
BH-H 2 54 38

BH -
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Tabla6. Numero de cepas que forman el consorcio de hogos aislados a partir de
suelos agricolas de cultivos de Theobroma cacao “cacao” y Erythroxylum
coca “coca’. Santa Rosa VRAEM, Ayacucho 2014.

Consorcio N° de cepas
“Cacao” 12
“Coca” 6
Total 18
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Tabla7. Valores de estandarizacién de la curva patrén para la cuantificacion de
carbofuran. Ayacucho 2014.

CARBOFURAN ABS. ABS.

N man OBTENIDA CORREGIDA __ ECUACION OBTENIDA

1 1mgl - 0,115 0,107

2 5 mg/l _ 0,157 0,1898

3 10 mg/l 0,269 0,2933

4 15 mg/l 0,394 0,3968 Y= 0,’;0223 2(9;601’0863
5 20 mg/l 0,513 0,5003

6 25 mgll 0,650 0,6038

7 30 mg/l © 0,703 0,7073 ECUACION CORREGIDA
8 35 mg/l 0,823 0,8108

9 40 mg/i 0,916 0,9143

10 45 mg/l 1,018 1,0178 Y= 0.02OZX +0,0863
11 50 mg/l 1,159 1,1213 o=

12 55 mg/| 1,204 1,2248

13 60 mgl/l 1,291 1,3283
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Figura 5. Biodegradacién de carbofuran a una concentracion inicial de 10 mg/I
por el consorcio de hongos aislados de suelos agricolas de cultivos

de Theobroma cacao “cacao’. Santa Rosa-VRAEM, Ayacucho 2014.
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Figura 6. Biodegradacion de carbofuran a una concentracion inicial de 10 mg/l

por el consorcio de hongos aislados de suelos agricolas de cultivos
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Figura 7. Biodegradacion de carbofuran a una concentracion inicial de 20 mg/l

por el consorcio de hongos aislados de suelos agricolas de cultivos
de Theobroma cacao “cacao”. Santa Rosa-VRAEM, Ayacucho 2014.
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Figura 8. Biodegradacién de carbofuran a una concentracion inicial de 20 mg/I

por el consorcio de hongos aislados de suelos agricolas de cultivos
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Figura 9. Biodegradacion de carbofuran a una concentracion inicial de 30 mg/l
por el consorcio de hongos aislados de suelos agricolas de cultivos
de Theobroma cacao “cacao”. Santa Rosa-VRAEM, Ayacucho 2014.
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Figura 10. Biodegradacion de carbofuran a una concentracion inicial de 30 mg/l
por el consorcio de hongos aislados de suelos agricolas de cultivos
de Erythroxylum coca “coca”. Santa Rosa-VRAEM, Ayacucho 2014.
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Figura 11. Porcentaje de biodegradacién del carbofuran por el consorcio de

hongos aislados de suelos de cultivos de Theobroma cacao “cacao”
en relacién a diferentes concentraciones de carbofuran. Santa Rosa-
VRAEM, Ayacucho 2014.
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Figura 12. Porcentaje de biodegradacion del carbofuran por el consorcio de
hongos aislados de suelos de cultivos de Erythroxylum coca “coca”
en relacion a diferentes concentraciones de carbofuran. Santa Rosa-
VRAEM, Ayacucho 2014.
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Figura 13. Cantidad total de carbofuran degradado por el consorcio de hongos
aislados de suelos de cultivos de Theobroma cacao “cacao” en relaciéon a

diferentes concentraciones de carbofuran. Santa Rosa-VRAEM, Ayacucho 2014.
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Figura 14. Cantidad total de carbofuran degradado por el consorcio de hongos
aislados de suelos de cultivos de Erythroxylum coca “coca” en
relacion a diferentes concentraciones de carbofuran. Santa Rosa-
VRAEM, Ayacucho 2014.
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Tabla 8. Valores de andlisis de varianza de la biodegradacion de carbofuran
por el consorcio de hongos aislados de suelos de cultivos de
Theobroma cacao “cacao” a diferentes concentraciones. Santa
Rosa VRAEM, Ayacucho 2014.

 Fuente de Suma de gL Media F Sig.

variabilidad cuadrados cuadratica

Inter-grupos -~ 4404,164 5 880,833 180,731 ,000
Intra-grupos 263,182 54 4,874

Total 466,.346 59 .
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Tabla9. Valores de analisis de varianza de la biodegradacion de carbofuran
por el consorcio de hongos aislados de suelos de cultivos de
Erythroxylum coca “coca” a diferentes concentraciones. Santa
Rosa VRAEM, Ayacucho 2014.

| Fuente de Sumade gL Media F Sig.
i variabilidad =i 2
! cuadrados cuadratica

Inter-grupos 4269,088 5 853,818 382,073 ,000
Intra-grupos 120,674 54 2,235

Total 4389,761 59
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Tabla 10. Caracteristicas culturales del consorcio de hongos, aislados de suelos con
cultivos de Theobroma cacao “cacao”, con capacidad biodegragadora de

carbofurdn mostradas en tres tipos de medio de cultivo. Santa Rosa

VRAEM, Ayacucho 2014.

. CEPA

MEDIO

CARACTERISTICAS CULTURALES

Agar Sabouraud

Colonia algodonosa plana circular de color marron-amarillo
con el tiempo pulverulentas, reverso marréon.

-5

Agar papa dextrosa

Colonia algodonosa plana circular de color marrén-amarillo
con bordes blancos, reverso marrén.

Agar harina de maiz

Colonia algodonosa planas circular de crecimiento lento.

Colonia algodonosa circulares flocosa de colora blanco con

Agar Sabouraud pigmentaciones marmones, reverso marrén con manchas
oscuras.
-6 Colonia algodonosa plana, borde color blanco con elevacion
r papa dextro A ; '
Agar papa dextrosa circular, centro amarillo, reverso marrén con bordes blancos.
Agar harina de maiz Colonia plana algodonosa de color blanco con crecimiento
blanco.
Colonia de inicio plana y flocosa de color blanco que con el
Agar Sabouraud tiempo se volvieron aterciopeladas o pulverulentas, de color
rosado.
I-7 Colonia de inicio plana y flocosa de color blanco que con el
Agar papa dextrosa %
oo tiempo se vuelven algodonosa, de color rosado.
. . Colonia de inicio plana y flocosa de color blanco que con el
Agar hatina de maiz tiempo mantienen sus caracteristicas.
Colonia plana aterciopelada algodonosa de color rosado,
Agar Sabouraud reverso color marrén.
-8 Colonia planas no algodonosa de color marrén, no
Agar papa dextrosa aterciopelada.
Agar harina de maiz___ Colonia plana y blanca no aterciopelda con crecimiento lento.
Colonia algodonosa circulare flocosa de colora blanco con
Agar Sabouraud pigmentaciones marrones, reverso marrén con manchas
oscuras.
-9 Colonia algodonosa plana, borde color blanco con elevacion
Agar papa dexirosa circular, centro amarillo, reverso marrén con bordes blancos.
Agar harina de maiz gﬁltznra plana algodonosa de color blanco con crecimiento
Colonia algodonosa circular de color rosado aterciopelado
Agar Sabouraud con borde circular de color oscuro , reverso circular color
marrdn, centro oscuro, borde definido de color marrén .
Colonia algodonosa circular de color marrén No aterciopelado,
1 Agar papa dextrosa borde con doble elevacion circular, reverso: centro marrén con
-1 lados oscuros borde marrén circular.
Colonia algodonosa de color blanco circular con borde con
Agar harina de maiz  doble elevacién circular, reverso circular y doble circunferencia
blanco.
Colonia algodonosa plana circular de color marrén-amarillo
Agar Sabouraud con el tiempo pulverulentas, reverso marrén.
1-12 Colonia algodonosa plana circular de color marrén-amarillo
Agar papa dextrosa con bordes blancos, reverso marrén.
Agar harina de maiz ~ Colonia algodonosa plana circular de crecimiento lento.
Colonia plana aterciopeladas algodonosas de color rosado,
Agar sabouraud reverso color marrén.
loni lana no algodonosas de color mamén, no
1-13  Agar papa dextrosa Colonia plana no algo

aterciopelada.

Agar harina de maiz

Colonia plana y blanca no aterciopeladas con crecimiento
lento.

43



Colonia algodonosa circular de color rosado aterciopelado
con borde circular de color oscuro , reverso circular color

Ager Saboursud marrén, centro oscuro, borde definido de color marron.
1-14 Colonia algodonosa circular de color marrén No
Agar papa dextrosa aterciopelado, borde con doble elevacién circular, reverso:
centro marrén con lados oscuros borde marrén circular.
Colonia algodonosa de color blanco circular con borde con
Agar harinade maiz  doble elevacién circular, reverso circular y doble
circunferencia blanco.
Colonia algodonosa plana circular de color mamrén-amarillo
Agar Sabouraud con el tiempo pulverulento, reverso marmoén.
I-15 Colonia algodonosa plana circular de color marrén-amarillo
Agar papa dexirosa con bordes blancos, reverso marron.
Agar harina de maiz____Colonia algodonosa plana circular de crecimiento lento.
Colonia circular con elevacién-negruzca crateriforme de
Agar Sabouraud crecimiento lento con borde marrén, reverso circular de
color negruzco con borde marron.
1-17 Colonia circular con elevacidn-negruzca crateriforme de
Agar papa dextrosa crecimiento lento con borde blanco, reverso circular de color
__negro con borde blanco.
Agar harina de maiz_ Colonia de crecimiento muy lento de color negro.
Colonia gris, centro oscuro, aterciopeladas con bordes
Agar Sabouraud blancos, con el tiempo pulverulentas, Reverso color marrén
aterciopelad.
1-19 Colonias grises, centro oscuro, No aterciopeladas con borde
Agar papa dextrosa hundido y circular, con el tiempo pulverulentas, reverso

color marrén-verduzco.

Agar harina de maiz

Colonia gris-verduzca, con borde blanco de crecimiento
lento y pulverulentas.




Tabla 11. Caracteristicas culturales del consorcio de hongos, aislados de suelos con
cultivos de Erythroxylum coca “coca”; con capacidad biodegragadora de

carbofuran mostradas en tres tipos de medio de cultivo. Santa Rosa

VRAEM, Ayacucho 2014,

 CEPA

MEDIO

CARACTERISTICAS CULTURALES

Agar Sabouraud

Colonia plana aterciopelada con borde blancos definidos
centro marrén oscuro, reverso color marrén aterciopelado.

-1

Agar papa dextrosa

Colonias planas, aterciopeladas centro marrén claro con
lados circulares marrén oscuro , bordes color amarillo
oscuro, reverso centro blanco con lados circulares marrén
oscuro borde amarillos aterciopelado.

Agar harina de maiz

Colonia plana de crecimiento lento color marréon con

bordes elevados.

Colonia blanca algodonosa flocosa circular aterciopelada

Agar Sabouraud con el tiempo con bordes amarillo-verdoso pulverulenta,
-3 reverso color marrén con bordes blancos.
i Colonia verde algodonosa flocosa circular aterciopeladas
Agar a dextrosa :
GHIPOpR. Bdios con borde amarillo pulverulentas, reverso marrén claro.
Agar harina de maiz Colonia plana verduzca pulverulentas de crecimiento lento.
Colonia algodonosa de color rosado semi-aterciopelada,
Ur: .
Agar Sabouraud reverso circular de color marrén.
Colonia algodonosa de color rosado, reverso circular
Il-4  Agar papa dextrosa uaicliog
; - Colonia circular blanco con bordes de doble elevacion
Agar harina de maiz circular de crecimiento lento.
Colonia blanca algodonosa flocosa circular aterciopeladas
Agar Sabouraud con el tiempo con bordes amarillo-verdoso pulverulentas,
-5 reverso color marrén con bordes blancos.
g Colonia verde algodonosa flocosa circular aterciopeladas
Agar papa dexirosa con borde amarillo pulverulentas, reverso marrén claro.
Agar harina de maiz Colonia plana verduzca pulverulentas de crecimiento lento.
Colonia algodonosa aterciopelada centro de color marrén
lado circular de color marrén oscuro bordes marrén claro,
Agar Sabouraud reverso de color marrén aterciopelados con bordes
i1-6 0SCUros.
- Colonia circular No aterciopelado, algodonoso, Cendro
Agar papa dextrosa verduzco borde marrén, reverso circular centro marrén
borde con doble coloracién verduzco y marrén.
Agar harina de maiz Colonia circular de crecimiento lento y verduzco.
Colonia color plana aterciopelada con borde circular,
Agar Sabouraud reverso color marrén.
-15 Agar papa dextrosa Colonia algodonosa y plana no aterciopelada borde circular,

reverso color marron.

Agar harina de maiz

Colonia algodonosa plana de crecimiento lento.
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Tabla 12. Identificacion del consorcio de hongos aislados de suelos agricolas de
cultivos de Theobroma cacao “cacao” y Erythroxylum coca “coca” del distrito
de Santa Rosa VREAM, Ayacucho 2014.

? CONSORCIO cODIGO GENERO

-12

I-15 Aspergillus sp
-5

-17

-8 Fusarium sp.
1-13

I-14

1-11

-9 Paecilomyces sp.
I-6

-7

I-19 Penicillium sp.

“Cacao”

11-15 Aspergillus sp.
-6
-3

“Coca” 15 Penicillium sp.
-1

-4 Paecilomyces sp.
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V. DISCUSION

Para tener mayor probabilidad de éxito en los aislamientos de hongos
degradadores de xenobioticos, se establecié puntos de muestreo en sitios

124143 pbor tanto, las areas

previamente expuestos a éstos contaminantes;
estratégicas de muestreo fueron suelos agricolas del distrito de Santa Rosa;
donde la actividad agricola, principalmente el cultivo de “coca”, es alto en
relacién a otras actividades como el cultivo de “cacao”; por lo que, mas del 90%
de todos los agroquimicos que se utilizan en el VRAEM, principaimente los
insecticidas, estan destinados a la produccion ilicita de “coca”®*° tal es el caso,
que los pesticidas derivados de los carbamatos como el carbofuran, cuyo
nombre comercial es el “diafuran” que es el que se empled en éste trabajd, es
utilizado en la los cultivos de “coca™;* es importante anotar que éste producto se
encuentra en la categoria de “extremadamente peligroso”.'® Por otra parte, la
utilizacién constante de éstos pesticidas, hace que existan ‘residuos de
sustancias en tierras de cultivo, y entre en interaccion con factores abiéticos y
biéticos hasta entrar en degradacion.

Aun cuando carbofurdn es extremadamente téxico y dificil de degradar, la
exposicion prolongada de los hongos a éste genera su utilizacién por su sistema
multienzimatico que actia en la biotransformacién del pesticida.**° Lenavon
(1993)*, indica que la biodegradacién de pesticidas en el suelo es llevada a
cabo tanto por hongos y bacterias, y en la que comprueba la mineralizacién de
cuatro pesticidas entre ellos; el carbofuran. Con referencia a éstos estudios se
planteé el ensayo de aislamiento de hongos degradadores de carbofuran en
torno a los disefios establecidos por Chuchén (2013)'%, Mendoza et al. (2011)* y
Castrejon et al. (2009)*® que como complemento se utilizé un antibiético para

evitar el crecimiento de bacterias y favorecer el desarrollo de los hongos con la
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composicién y condiciones de cultivo referentes a la concentracion de carbofuran
(Tabla 4).3"% '

En la Tabla 5, muestra los valores del recuento de carga microbiana en los
ensayos de determinacion de la concentracién de carbofuran que presgntan
mejor crecimiento de hongos realizados mediante la técnica de recuento
estandar en placa en agar sabouraud a los 15 dias de incubacién. Los detalles
de los valores obtenidos permitid tener referencia sobre la concentracion del
carbofuran con la que se trabajé en los aislamientos en medio sélido; de tal
manera, que no exista la inhibiciéon por sustrato (carbofuran) ni mucho menos
déficits en nutrientes durante el periodo de incubacion.'” Los resultados en los
ensayos 10-BH-H, 20-BH-H y 30-BH-H fueron 48 UFC/ml, 39 UFC/ml y 32
UFC/mI respectivamente, que hacen referencia al aislamiento a partir de suelos
con cultivos de “cacao”; mientras que los resultados del aislamientos a partir de
suelos con cultivos de “coca” fueron 34 UFC/mI, 36 UFC/ml y 28 UFC/ml
respectivamente, observandose un mayor niumero de UFC/ml de hongos en el
aislamiento a partir de suelos con cultivo de “cacao”’. Respecto a éstos
resultados, los ensayos 10-BH-H, 20-BH-H y 30-BH-H que corresponden a las
concentraciones de 10 mg/l, 20 mg/l y 30 mg/l de carbofuran respectivamente
en caldo Busnell Hass; fueron mayores con respecto a los tres (ltimos ensayos
que presentan mayor concentracién de carbofuran, evidenciando que a mayor
concentracion del pesticida influye en el desarrollo de las colonias: que ademas,
esta influenciado por la toxicidad del pesticida (carbofuran).*® En torno a ello,
como a los requerimientos nutricionales® y el tiempo de incubacién para el
aislamiento en medio sélido;'? la concentracién de 30 mg/l de carbofuran, fué
seleccionada como concentracién éptima para su posterior utilizacion en el
enriquecimiento de agar Busnell Hass, para asi favorecer y mantener la
capacidad multienzimatica de los hongos* en la degradacién del carbofuran, que
luego, fueron repicadas en ceparios (Figura 24) para la conformacién del
consorcio, identificacion y utilizacion en la formacién de esporas.

En los graficos 5 y 6 muestran los valores de biodegradacién mediante hongos
aislados de suelos agricolas de cultivos de “cacao” y “coca” respectivamente con
los ensayos problema y valores de los ensayos blanco en relacién al tiempo
iniciando a una concentraciéon referente de 10 mg/l de carbofurdan, donde a
medida que trascurre el tiempo las concentraciones de carbofuran en el ensayo
problema comenzaron a reducir hasta 2,304 mg/l de carbofuran (Figura 5) que
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corresponde al ensayo de biodegradacion con hongos aislados de suelos
agricolas con cultivo de “cacao” y hasta 3,850 mg/l de carbofuran (Figura 6) que
corresponde al ensayo con hongos aislados de suelos agricolas con cultivo de
“coca’. Mientras que en el ensayo blanco la reduccién es minima que llega hasta
8,343 mg/l de carbofuran y 8,729 mg/l de carbofuran correspondientes a los
ensayos de “cacao” y “coca” respectivamente. Al comparar éstos resultados se
observa que la actividad biodegradadora del consorcio de hongos ha logrado
reducir 8,60 mg/l y 5,56 mg/l de carbofuran (Figura 13 y 14) que equivale a 79%
y 59% de degradacion (Figura 11 y 12) respecto a la concentracion inicial
referentes a los ensayos con hongos aislados de suelos con cultivos de “cacao”
y “coca’ respectivamente, presentando resultados similares a los resultados
obtenidos por chuchén (2013)", referentes a una concentracion inicial de 10 mg/l
de carbofuran mediante la utilizaciéon de consorcios bacterianos.

Las figuras 7 y 8 muestran los valores de biodegradacion mediante hongos
aislados de suelos agricolas de cultivos de “cacao” y “coca” respectivamente con
los ensayos problema y valores de los ensayos blanco en relacion al tiempo
iniciando a una concentracion referente de 20 mg/l de carbofuran, donde a
medida que trascurre el tiempo las concentraciones de carbofuran en el ensayo
problema comenzaron a reducir hasta 13,850 mg/l de carbofuran (Figura 7) que
corresponde al ensayo de biodegradacion con hongos aislados de suelos
agricolas con cultivo de “cacao” y hasta 15,734 mg/l de carbofuran (Figura 8) que
corresponde al ensayo con hongos aislados de suelos agricolas con cultivo de
“coca’. Mientras que en el ensayo blanco la reduccién llega hasta 19,792 mg/l y
18,971 mg/l de carbofuran correspondientes a los ensayos de “cacao” y “coca”
respectivamente. Al comparar éstos resultados se observa que la actividad
biodegradadora del consorcio de hongos ha logrado reducir 6,52 mg/l y 5,46
mg/l de carbofuran (Figura 13 y 14) que equivale a 32% y 26% de degradacion
(Figura 11 y 12) respecto a la concentracion inicial referentes a los ensayos con
hongos aislados de suelos con cultivos de “cacao” y “coca” respectivamente.

En graficos 9 y 10, muestran los valores de biodegradacién inician a una
concentracion referente de 30 mg/l de carbofuran, donde a medida que trascurre
el tiempo las concentraciones de carbofuran en el ensayo problema comenzaron
a reducir hasta 24,575 mg/l de carbofuran (Figura 9) que corresponde al ensayo
de biodegradacion con hongos aislados de suelos agricolas con cultivo de
‘cacao” y hasta 26,604 mg/l de carbofuran (Figura 10) que corresponde al
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ensayo con hongos aislados de suelos agricolas con cultivo de “coca”. Mientras
que en el ensayo blanco la reducciéon es minima que llega hasta 28,101 mg/l y
28,585 mg/l de carbofuran correspondientes a los ensayos de “cacao” y “coca’
respectivamente. Al comparar éstos resultados se observa que la actividad
biodegradadora del consorcio de hongos es muy minima logrando reducir sélo
5,99 mg/l y 3,33 mg/l de carbofuran (Figura 13 y 14) que equivale a 29% y 3.33%
de degradacién (Figura 11 y 12) respecto a la concentracion inicial referentes a
los ensayos con hongos aislados de suelos con cultivos de “cacao” y “coca”
respectivamente.

En base a los resultados obtenidos, se muestra que en todos los ensayos blanco
existe una cierta disminucion de los valores en la concentracion de carbofuran
respecto a la concentracion inicial; sin duda, los fenémenos de degradacién no
son exclusivos por fenémenos biolégicos, ya que, existen fendmenos abiéticos
involucrados. Estos valores de disminucién en la concentracién de carbofurén en
los ensayos blanco, que también fueron observados por chuchén (2013)" se
basa en los planteamientos establecidos por Jhonson (1998)*° y Jones(1998)°";
quienes hacen énfasis al primer proceso de degradacion del carbofuran debido a
reacciones de hidrdlisis quimica o fisica; mientras, Stoorvogel et al. (2003)%?,
menciona que la degradacion de carbofuran es por procesos de 6xido-reduccion;
de igual manera, chuchén (2013)'?> hace mencién a Ajona y Vidal (2000)%,
quienes describen la degradacion de carbofuran por procesos fisicoquimicos con
fendmenos de fotocatalisis solar y volatilizacion, que para éste trabajo, se tomé
en cuenta dichos planteamientos; por lo que, se evité la exposiciéon a la luz en
los ensayos de biodegradacion.

En un enfoque a los graficos de biodegradacion (Figura 5 hasta la Figura 10) se
observa que los valores de la concentracion de carbofuran en los ensayos de
biodegradacién con hongos aislados a partir de suelos con cultivo de “cacao”
son menores en respecto a los valores en el ensayo con hongos aislados a partir
de suelos con cultivo de “coca”; no obstante, Chuchén (2013)'%, Grady (1985)*",
Ortiz-Hernandez et al. (2010)** y Carillo et al. (2004)*?; sostienen que los valores
de biodegradacion son significativos cuando un consorcio de microorganismos
es aislado de una zona con constante aplicacion de un pesticida o productos
similares; sin embargo, existe una cierta contradi_cciéh en relacion a los
resultados de éste trabajo, ya que, se esperaba resultados de biodegradacion
mas significativos en el ensayo con hongos aislados a partir de suelos con
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cultivo de “coca”, donde, la utilizacién de pesticidas es mas prevalente en estos
cultivos*. Sobre las bases de las ideas expuestas, el motivo por el cual se
obtuvo éstos resultados, fue porque el aislamiento de hongos que conformaron
el consorcio de hongos a partir de suelos con cultivos de “coca” fueron menores
en comparacion a los consorcio de hongos aislados de suelos con cultivo de
“cacao” (Tabla 6); éstos resultados van acorde a los planteamientos por Caplan
(1993)*, Furukawa (2003)*® y Liu (1993)* quienes mencionan que no todos los
hongos presentan una previa adaptacion al medio y a los contaminantes que van
a degradar, por lo que, en un suelo contaminado solo estaran presentes aquellos
hongos que presentan capacidades biodegradativas. Por otro lado, las razones
por lo que hubo resultados mas significativos en el ensayo con hongos aislado a
partir de suelos con cultivos de “cacao” se basa en los planteamientos de
Maloney (2004)?" y Reddy (2001)*; donde, mencionan que a mayor cantidad de
inéculo; favorece un mayor crecimiento micelial, permitiendo una rapida
colonizacion al sustratos, ya que, la extension de las hifas permite la penetracion
al contaminante; maximizando el contacto fisico, mecanico y enzimatico con el
medio. Ademas, cabe mencionar que otros factores muy lejanos a ser
controlados en éste estudio pudieron estar involucrados en los resultados, tal
como plantea Ortiz (2010)*%; quien menciona que la biodegradacién de los
plaguicidas también depende de mdltiples factores como: condiciones
ambientales abiéticas (temperatura, humedad, pH, nutrientes, etc.), comunidad
microbiana (especie y relacién entre ellos), caracteristicas del pesticida (tipo y
concentracion) y reacciones biol6gicas y fisicoquimicas.

La variacion de la actividad de biodegradacion dada a las concentraciones de
10, 20 y 30 mg/l de carbofuran referentes a los ensayos con hongos aislados a
partir de suelos agricolas con cultivitos de “cacao” y “coca” respectivamente,
fueron contrastadas mediante el andlisis de varianza con los datos obtenidos en
cada uno de los tratamientos, a un nivel de confianza del 95% como se muestran
en las tablas 7 y 8. Obteniéndose diferencias significativas en los dos ensayos.
Quintero (2011)' y Dominguez (2011)*, plantean que los hongos exhiben tres
principales sistemas enzimaticos empleados para la degradacion de
contaminantes ambientales. Siendo el mecanismo ligninolitico el mas
ampliamente estudiado y usado en biorremediacién, pues muestra que el
sistema de degradacién de la lignina, interviene en la oxidacién de un numero
importante de xenobidticos como hidrocarburos arométicos piliciclicos, tintes
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sintéticos o naturales y algunos plaguicidas. Sin embargo, Tanabe y Matsumoto
(2002)*” mencionan que la degradacion de la mayoria de plaguicidas entre ellas
carbofurdn no es mediante el sistema ligninolitico de degradacion y que los
procesos reductivos, seguidos de la oxidacion intracelular, son los mecanismos
involucrados en las biotrasformaciones de los plaguicidas. Chaudhry et al.
(2002)*®, propone dos rutas principales de degradacion de los N-
metilcarbamatos (carbofurén), la via oxidante y la via hidrolitica mediante las
enzimas carbamato hidrolazas. Sin embargo, menciona que la degradacion por
la via oxidante de los N-metilcarbamatos, produce metabolitos que son mas
téxicos que el mismo compuesto parental. Por otro lado, reportan que la
hidrolisis enzimatica del enlace N-metilcarbamato es el mecanismo primario de
inactivacion de estos plaguicidas carbamatos, haciendo énfasis en la hidrélisis
del enlace carbamato que podria ocurrir por rompimiento del enlace éster (el .
grupo carbonilo del acido N-metilcarbamico unido al fenol), o por rompimiento del
enlace amida. En ambos casos, tanto con la amidasa o con la esterasa, el
producto de la hidrélisis es idéntico por la inestabilidad del enlace del acido N-
metilcarbamato, produciendo carbofuran 7-fenol (2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-
benzofuranol) (Anexo 20), metabolito menos téxico que el carbofuran, y me-
tilamina, la cual actia como fuente de carbono y/o de nitrégeno. Rozo y
Cardenal (2013)%®, hacen referencia que las enzimas carbamato hidrolazas
fueron detectadas mayormente en bacterias; sin embargo, Zhang et al. (2003)%°;
detectaron dichas enzimas en especias de hongos como Aspergillus sp.,
vinculando asi que estos procesos de biodegradaciéon pueden estar relacionados
a los resultados de éste trabajo.

La Tabla 6 muestra 18 cepas de hongos aislados que forman los consorcios de
“cacao” y “coca” de las cuales fueron diferenciadas mediante sus caracteristicas
culturales (Tablas 10 y 11) que facilitaron en la identificacion de los géneros de
hongos (Tabla 12) mediante la utilizacién de claves pictéricas y diferentes
revisiones bibliograficas® ™ tal como muestra en los Anexos 26 y 27, de los
cuales, se identificaron cuatro géneros de hongos como se muestran en la Tabla
12: Penicillium sp., Paecilomyces sp., Aspergillus sp. y Fusarium sp.

Khoi (2012)*' reporta a Fusarium sp., como un hongo que degradador que fué
aislado a partir de suelos contaminados con carbofuran; ademas, Wang et al.
(2010)%%, Hasan (1999)%® y Medina et al. (2012)* reportan a Penicillium sp.,
Paecilomyces sp., Aspergillus sp., y Fusarium sp como hongos de interés
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ambiental en la degradacién de diferentes contaminantes ambientales como los
pesticidas. Asi mismo, Salama (1998)% estudié el metabolismo de carbofuran en
cultivos puros de Aspergillus niger y Fusarium graminearum mostrando la
biotransformaciéon de éste pesticida a menor tiempo en comparacién a éste
trabajo, donde los valores de la vida media terminal de carbofuran fueron 10 y
12 dias en los medios de con A. niger y F. graminearum, respectivamente y las
cantidades de carbofuran alcanzaron 15.56% y 19.71% de la dosis aplicada
después de 21 dias, cabe mencionar que todas las investigaciones relacionadas
al estudio de la biodegradacion del carbofuran con la utilizacion de hongos
varian en relacion a las técnicas utilizadas para demostrar la biotransformacion
del pesticida, donde algunas referencias hacen mencién al uso individual de
hongos en la degradacién de ciertos pesticidas.®®*”® Sin embargo, al comprar
las evidencias anteriores en la utilizacién de los hongos en la biodegradacion de
carbofuran guarda estrecha relacion a los hongos identificados en éste trabajo.
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VI. CONCLUSIONES

Se aislaron 18 cepas de hongos con capacidad biodegradadora del
carbofuran a partir de suelos agricolas del distrito de Santa Rosa de los
Valles del Rio Apurimac, Ene y Mantaro; de las cuales, 12 fueron aislados
a partir de suelos con cultivos de Theobroma cacao “cacao” y 6 a partir de
suelos con cultivos de Erythroxylum coca “coca”.

La actividad biodegradadora del carbofuran mediante el consorcio de
hongos aislados a partir de suelos de cultivos de Theobroma cacao “cacao”
muestra una remocién de hasta 79%; mientras que con el consorcio de
hongos aislados a partir de suelos de cultivos de Erythroxylum coca “coca”
muestran una remocién de 59% respecto a las concentraciones iniciales.
Las diferencias de la actividad biodegradadora de los ensayos entre el
consorcio de hongos aislados de suelos con cultivos de “cacao y coca";
esta influenciada por el nimero de cepas que fueron inoculadas y por la
concentracién de cada tratamiento, logrando remover mayor cantidad de
pesticida a una concentracién inicial de 10 mg/l de carbofuran respecto a
los dos ensayos.

Se identificaron 18 cepas de hongos con capacidad biodegradadora de
carbofuran aislados a partir de suelos agricolas del distrito de Santa Rosa
de los valles del Rio Apurimac, Ene y Mantaro; de los cuales 12 cepas que
conforman el consorcio de hongos aisladas a partir de suelos agricolas de
cultivos de Theobroma cacao “cacao” estan conformadas por los géneros:
Aspergillus sp., Fusarium sp., Paecilomyces sp. 'y Penicillium sp.;
mientras que 6 cepas que conforman el consorcio de hongos aislados a
partir de suelos agricolas de cultivos de Erythroxylum coca “coca” estan
conformados por: Aspergillus sp., Penicillium sp. y Paecilomyces sp.
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VIl. RECOMENDACIONES

Continuar con mas investigaciones relacionadas a éste trabajo, tales como
la determinacion de la biodegradacién de otros xenobiéticos contaminantes
con la optimizacion de cepas de consorcios microbianos, entre ellos los
hongos, en condiciones de campo para su aplicacién en la biorremediacién
e inducir a la proliferacion de organismos capaces de degradar pesticidas y
asi recuperar a futuro zonas contaminadas con agrogquimicos.

Es necesario realizar éste tipo de investigacién a un nivel experimental con
manejo de variables, ya sea con ensayos en distintas temperaturas,
distintos volimenes de in6culo, a mayores concentraciones del pesticida,
etc.

Promover el manejo adecuado de diversos plaguicidas, respetando la

ecologia del suelo y cuidado ambiental.
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ANEXO 1. Mapa del uso actual del territorio regional de Ayacucho y zonas de

muestreo (G.R.A., 2013), Ayacucho 2014.
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ANEXO 2. Densidad de cultivo de coca en el VRAEM, 2013. (Sistema nacional

de monitoreo apoyado por UNODC - Gobierno de Peru), Ayacucho
2014.
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ANEXO 3. Suelos agricolas del distrito de santa Rosa-VRAEM con cultivos de
Theobroma cacao “cacao” y Erythroxylum coca “coca”, Ayacucho
2014.
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ANEXO 4. Aplicacién de plaguicidas en cultivos de Erythroxylum coca “coca” y

deforestacion de bosques para su cultivo. Santa Rosa-VRAEM,
Ayacucho 2014.
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ANEXO 5. Eliminacion inadecuada de frascos con pesticidas utilizados para los
cultivos de Erythroxylum coca “coca” adquiridos de establecimientos
que comercializan plaguicidas agricolas. Santa Rosa-VRAEM,
Ayacucho 2014.
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ANEXO 6. Modo de muestreo de suelos agricolas de distrito de Santa Rosa-

VRAEM, Ayacucho 2014.
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ANEXO 7. Representacion comercial de carbofuran (Diafuran), Ayacucho 2014.

72



ANEXO 8. Distribucion del cultivo de Erythroxylum coca “coca” en el VRAEM,
2009 -~ 2013 (ha). (Sistema Nacional de Monitoreo apoyado por
UNODC), Ayacucho 2014.
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ANEXO 9. Composicion del medio de cultivo Busnell Hass (Garcia y Garzoén,
2005), Ayacucho 2014.

' INGREDIENTES CANTIDAD

' KH2PO4: Fosfato mono potasico 1gfl
K2HPO4: Fosfato di potasico 1g/l
MgS04.7H20: Sulfato de magnesio 0,2 g/l
CaCl2: Cloruro de calcio 0,02 g/l
NH4NO3: Nitrato de amonio 149/l
FeCl.6H20: Cloruro de hierro 0,05 g/l

Observacion: Lievar a 1 1 con agua destilada, ajusta el pH a 7,00 homogenizar bien. Esterilizar en
autoclave 121° C, 15 Lb/pulg? por 15 minutos. '
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ANEXO 10. Flujograma del aislamiento de hongos degradadores de carbofuran

de suelos agricolas. Santa Rosa-VRAEM, Ayacucho 2014.

Siembra en agar Sabmm:
@ Incubacién a 25°C por 15 dias|

10 mg/L 20 mgi. 30 mgiL

se repicd en Agar Busnell Hass
con 30 mg/L de carbofurdn

Crecimiento de hongos

| Las colonias puras fueron
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ANEXO 11. Colonias sobre agar Busanell Hass enriquecidos con carbofuran a

30 mg/l y la purificacion y aislamiento en ceparios con agar
Sabouraud, Ayacucho 2014.
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ANEXO 12. Flujograma de estandarizacion de la curva patrén por la
cromogénica de DAPSONA, Ayacucho 2014.
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ANEXO 13. Reaccion cromogénica de DAPSONA a diferentes concentraciones

de carbofuran para la determinacion de la curva patrén, Ayacucho
2014.
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ANEXO 14. Curva y ecuacion patron estandarizado para la determinacion de las
concentraciones de carbofuran, Ayacucho 2014.
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ANEXO 15. Espectro de absorcién entre el reactivo blanco con la reaccion del
producto hidrolizado de Carbofuran y Dapsona Diazotado en medio
alcalino, (Nagaraja y Bhaskara, 2006), Ayacucho 2014.

—— B="Diazotized Dapsone + Hydrolyzed Carbofuran
in alkaline medium"”

0.35 — A="Diazotized Dapsone in alkaline medium"
03
0,25
D
(5]
E 0,2
S
2 0,15
<
0,1
0,05
A
0
400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
Wavelength in nm

80



ANEXO 16. Proceso de medicion de la absorbancia en le espectrofotometro
UV-visible Thermo Scientific Serie GENESYS 10 a 480 nm.,

Ayacucho
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ANEXO 17. Flujograma de ensayo de biodegradacion de carbofuran por el

consorcio de hongos aislados de suelos agricolas. Santa Rosa-
VRAEM, Ayacucho 2014.
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ANEXO 18. Reaccion quimica de carbofuran con DAPSONA en medio alcalino
(Nagaraja y Bhaskara, 2006), Ayacucho 2014.
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ANEXO 19. Caracteristicas fisicoquimicas de Dapsona, Ayacucho 2014.

e Nombre quimico: 4,4-diaminodifenilsulfona.

e Formula molecular: C,H1,N,O,S.

o Peso molecular: 248,30 g/mol.

o Caracteristicas fisicas: polvo cristalino, blanco o amarillo palido sin olor.

¢ Punto de fusién: 175-176 °C (existe una forma con un punto de fusién de
180.5 °C).

¢ Solubilidad: Casi insoluble en agua, ligeramente soluble en etanol y muy
soluble en acetona

o Caracteristicas especiales: producto fotosensible

Es un antibidtico bacteriostatico, pero no bactericida, usado para el tratamiento
de la lepra, malaria, desérdenes dermatolégicos de origen autoinmune, acné,

artritis reumatoide y ademas tiene algunas propiedades quimioterapéuticas.
\\S//

H,N NH,

Estructura quimica de DAPSONA
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ANEXO 20. Rutas metabdlicas empleadas por los microorganismos para la
degradaciéon de carbofuran (Rozo JC, Cardenal LYR, 2013),

Ayacucho 2014.
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ANEXO 23. Valores estadisticos descriptivos en relacion a diferentes concentraciones de carbofuran durante el ensayo de
biodegradacién, Ayacucho 2014.

N Range  Minimo Maximo Media Desv. Varian Asimetria Curtosis
Tratamiento tip. za

Estad. Estad. Estad. Estad. Estad. Estad. Estad. Estad. Error Estad. Error

tipico tipico

CACAQO 10 mg/l 10 10,10 2,30 12,40 6,3574 3,74733 14,043 550 ,687 -1,408 1,334

COCA 10 mgll 10 7,73 3,85 11,58 6,9083 261750 6,851 506 687 -804 1,334

CACAOQO 20 mg/l 10 8,41 13,85 22,26 17,5942 2,96023 8,763 333 687 -1,295 1,334

COCA 20 mg/l 10 5,75 15,73 21,48 18,5554 2,03283 4132 146 ,687 -1,361 1,334

CACAO 30 mg/l 10 6,18 24 58 30,76 28,3961 2,14538 4,603 -,538 687 -,837 1,334

COCA 30 mgll 10 3,62 26,60 30,23 28,5073 1,31355 1,725 ,004 687 -1,586 1,334
N valido 10

(segun lista)
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ANEXO 24. Prueba de Tukey para la comparaciéon de diferencia entre las

medias de los distintos tratamientos en relacién a diferentes

concentraciones de carbofuran en el ensayo de biodegradacion con

hongos aislados de suelos con cultivo de Theobroma cacao “cacao”

y Erythroxylum coca “coca” respectivamente, Ayacucho 2014.

Subconjunto para alfa = 0.05 !

TRATAMIENTO N !

| 1 2 3 4 S ,

10 mgfi 10 6,35740

Blanco 10 mg/l 10 9,95170

20 mg/l 10 17,59420

Blanco 20 mg/l 10 20,69070

30 mg/l 10 28,39610

Blanco 30 mg/l 10 29,29930

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 ,941

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamaito muestral de la media ammanica = 10.000.

Subconjunto para alfa = 0.05

- TRATAMIENTO N
! 1 2 3 4
10 mgf| 10 6,90830
Blanco 10 mg/l 10 9,61550
20 mg/l 10 18,55540
Blanco 20 mg/l 10 19,82120
30 mg/l 10 28,50730
Blanco 30 mg/I 10 29,08700
__Sig. 1,000 1,000 A7 953

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 10.000.
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ANEXO 25. Gréfico de Box-Plot del ensayo de biodegradacion de carbofuran
por hongos aislados a partir de suelos con cultivos de Theobroma
cacao "“cacao” y Erythroxylum coca “coca” respectivamente. Santa
Rosa-VRAEM, Ayacucho 2014.
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ANEXO 26. Hongos cultivados en agar Sabouraud, aislados a partir de suelos

con cultivos de Theobroma cacao “cacao”. Santa Rosa-VRAEM,
Ayacucho 2014.

Leyenda
A, Aspergillus sp. cepas |-12, 1-15 y 1-5; con colonia ptana circular, color crema aterciopelado con borde blanco

regular y micelio aéreo. En B, microscopicamente se observa conidiéforo liso, de pared delgada, vesicula
esférica con fidlides largos y conidios circulares. En C y E Fusarium sp. 1-17, 1-8 y 1-13, colonia algodonosa
elevada de color blanco (C) y rosado (E) con micelio aéreo, contrastadas microscépicamente en D y F, hifas
hialinas septadas y delgadas, microconidias elipsoidales (D) en acimulo. En G, | y K; se observa colonias con
distintas caracterizas pertenecientes al género Paecilomyces sp. cepas 1-14, 1-11, 1-9, -6 y |-7; contrastadas
por observacion microscopica en H, J y L; se observa hifas hialinas septadas, conidiéforos con ramificacion
irregular, fialides solitarias en pares o multiples delgadas y largas (L) de base ancha y dpice estrecha, conidias
elipticas a veces solitarias (H y J). En M, Penicillium sp. 1-19, colonia aterciopelada, levantada, plegadas de
color verde-gris. En N, al microcultivo se observa conidiéforos hialinos, fialides que nacen sobre métulas,
conidias en cadena, esféricas, hialinas.
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ANEXO 27. Hongos cultivados en agar Sabouraud, aislados a partir de suelos

con cultivos de Erythroxylum coca “coca’. Santa Rosa-VRAEM,
Ayacucho 2014.

Leyenda

A, Aspergillus sp. 1I-15, colonia plana circular de color blanco con borde regular y micelio aéreo algodonoso. En
B, microscépicamente se observa conidiéforo de pared delgada, vesiculas en forma de clava y conidias
esféricas. En C, E y G se observa colonias con distintas caracteristicas pertenecientes al género Penicillium sp.
I1-6, 11-3, {I-5 y {I-1; contrastadas por abservacion microscopica en D, F y H se observa conidioforos hialinos,
fialides que nacen sobre métulas, conidias en cadena, esféricas y hialinas. En I, Paecilomyces sp. 11-4, colonia
plana circular de color rosado con borde regular y micelio aéreo algodonoso. En J, al microcultivo se observa
hifas hialinas septadas, conidiéforos con ramificacion irregular, fidlides en pares, delgadas y largas, conidias
elipticas.
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ANEXO 28. Cepas de hongos degradadores de carbofuran en tres medios de
cultivos diferentes y su observacién microscopica, aislados a partir
de suelos con cultivo de Theobroma cacao “cacao”. Santa Rosa-

VRAEM, Ayacucho 2014.

Sabouraud Papa dextrosa Harina de Maiz Obs. microsépica
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ANEXO 29. Cepas de hongos degradadores de carbofuran en tres medios de
cultivos diferentes y su observacién microscépica, aislados a partir
de suelos con cultivo de Erythroxylum coca “coca”. Santa Rosa-
VRAEM, Ayacucho 2014.
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