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Resumen

El empleo de basidiomicetos en la biorremediacion ha despertado un creciente interés en tiempos
recientes debido a su capacidad para degradar compuestos recalcitrantes, asi como a su bajo costo y
facilidad de manipulacion, en comparacion con las bacterias. Esto resalta la necesidad de utilizar
hongos para la biorremediacion de suelos.

Objetivos: Determinar la eficiencia de suspension bioldgica de los dos tratamientos Pleurotus

ostreatus y Pycnoporus sanguineus para remediar suelos contaminados con hidrocarburos.

Metodologia: En este estudio, la poblacion estuvo conformada por los basidiomicetos P. ostreatus y
P. sanguineus, asi como por muestras de tierra contaminada con petréleo del distrito de San Juan
Bautista, provincia de Maynas — Loreto. Se aislaron y purificaron las muestras en PDA a 27°C durante
5 dias para el crecimiento en medio solido, realizando la caracterizacién morfologica y fenotipica en
placa. Para la identificacion, se secuencié el hongo P. sanguineus y se conto el nimero de esporas/mL
en la camara de Neubauer en alicuotas de 100 pL de la biomasa de P. ostreatus y P. sanguineus, que
fueron cultivadas en trigo y en sustrato de bagazo. La evaluacion de la remediacion del suelo
contaminado se realizo6 en diversos tiempos, manteniendo condiciones adecuadas de humedad, pH y

temperatura éptima, evaluando la eficiencia de remocion de TPH cada 5 dias.

Resultados: Se observaron diferencias significativas en la remediacién entre los distintos
tratamientos, con niveles de colonizacién mas elevados en algunos, resultando en suelos méas limpios
y tratables. Las curvas obtenidas mostraron una mayor degradacién y eficiencia en los tratamientos
mas efectivos.

Conclusién: Este estudio demuestra que los basidiomicetos en suelos contaminados pueden generar
cambios significativos en sus caracteristicas y estructura. P. ostreatus y P. sanguineus se perfilan
como opciones viables para la remediacion de suelos debido a su capacidad para desarrollarse en

condiciones desfavorables, alcanzando un 95% de fiabilidad en su uso para la industria.

Palabras clave: Pleurotus ostreatus, Pycnoporus sanguineus, remediacion, contaminacién
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Abstract

The use of basidiomycetes in bioremediation has garnered growing interest recently due to their
ability to degrade recalcitrant compounds, as well as their low cost and ease of handling compared to
bacteria. This highlights the need to utilize fungi for soil bioremediation.

Objectives: To determine the efficiency of biological suspension of two treatments, Pleurotus
ostreatus and Pycnoporus sanguineus, in remediating soils contaminated with hydrocarbons.
Methodology: This study involved the basidiomycetes P. ostreatus and P. sanguineus, along with
samples of petroleum-contaminated soil from the district of San Juan Bautista, province of Maynas —
Loreto. The samples were isolated and purified on PDA at 27°C for 5 days to allow growth on a solid
medium, followed by morphological and phenotypic characterization on a plate. For identification,
P. sanguineus was sequenced, and the number of spores/mL was counted using a Neubauer chamber
in 100 pL aliquots of the biomass of P. ostreatus and P. sanguineus, which were cultured on wheat
and bagasse substrate. The contaminated soil remediation evaluation was conducted over various time
periods, maintaining appropriate moisture, pH, and optimal temperature conditions, and assessing the

TPH removal efficiency every 5 days.

Results: Significant differences were observed in the remediation between the different treatments,
with higher levels of colonization in some treatments resulting in cleaner and more treatable soils.
The resulting curves indicated greater degradation and efficiency in the most effective treatments.

Conclusion: This study demonstrates that basidiomycetes in contaminated soils can significantly alter
soil characteristics and structure. P. ostreatus and P. sanguineus emerge as viable options for soil
remediation due to their ability to thrive under unfavorable conditions, achieving a 95% reliability

rate for industrial use.

Key words: Pleurotus ostreatus, Pycnoporus sanguineus, remediation, contamination.
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Introduccion
El rapido desarrollo de la economia durante los Gltimos 40 afios debido a la industrializacion acelerada ha
mejorado la productividad como también ha causado impactos negativos en el entorno ecoldgico, especialmente
con respecto a la contaminacion del suelo cada vez mas critica (Li, et al., 2019)informé sobre suelos de
Wonocolo en Indonesia contaminados con hidrocarburos totales de petréleo mostré que existen considerables
riesgos para la salud que son potencialmente toxicos para los humanos en el area local y recomend6 una
remediacion usando métodos bioldgicos para reducir el nivel de contaminacion de TPH.

De otro lado, la tecnologia de la biorremediacion se considera eficiente, es de bajo costo, no requiere
ninguna habilidad técnica para funcionar y, en su mayoria, no tiene un impacto negativo en el ecosistema.
Aunque la eficacia del tratamiento de biorremediacion se ve inhibida por las propiedades de los contaminantes,
la matriz del suelo y los factores ecoldgicos, sigue siendo el proceso elegido por la mayoria de los ambientalistas
(Okoh, et al., 2019). La biorremediacién es un enfoque biotecnoldgico rentable y prometedor, cada vez mas
estudiado e implementado, que ofrece la posibilidad de destruir o volver inofensivos varios contaminantes,
incluidos los hidrocarburos de petrdleo e incluso algunos contaminantes de preocupacion emergente por la
actividad bioldgica natural. Tiene una ventaja sobre otros métodos para la desintoxicacion o degradacion de
contaminantes ambientales (Okoh, et al., 2019).

La seleccion de una tecnologia de remediacion especifica para el sitio y los criterios de desempefio son
un desafio en la busqueda de la limpieza ambiental; la cuestion del enfoque se aborda examinando los procesos
fisicos, bioldgicos y quimicos que se encuentran en la descontaminacion del suelo; sin embargo la
bioremediacion con aplicacion bacteriana, hongos, la fitorremediacion con el uso de plantas y la
vermiremediacién con el uso de lombrices viene generando amplias expectativas en la recuperacion de suelos
debido a su bajo costo y a su condicién amigable con el ambiente, sin embargo es importante considerar ciertos
factores tanto fisicos, quimicos como biolégicos que podrian afectar a las especies relacionandolas con la

cadena tréfica, para conservar el suelo y proteger la salud humana y el medio ambiente (Okoh, et al., 2019).
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Capitulo I. Planteamiento del problema

Descripcion de la realidad problematica

Actualmente la industria petroquimica genera grandes problemas ambientales con repercusiones
en el equilibrio ecoldgico y en cosechas de diversos cultivos de la selva peruana, lo que conlleva a
grandes peérdidas economicas y dejando niveles muy criticos para el ecosistema. Uno de los
problemas que se da es la contaminacion, la Amazonia es afectada por un incremento excesivo del
derrame de Hidrocarburo en el Oleoducto Norperuano, afectando el ecosistema Amazonico como la
reduccién y la inhibicion de desarrollo de especies vegetales siendo originario de los problemas mas
serios que sufre el pais lo que lleva a conflictos sociales y una lucha por el cuidado de miles de
hectareas de cultivo vegetal (Goyenola, 2018).

Entre 2000 y 2019, se registraron al menos 474 derrames de hidrocarburos en la region
amazonica, segin Leon y Zufiiga (2022). De estos, el 65.4% fueron causados por errores humanos
y fallas en la infraestructura, el 28.8% por actividades antropogénicas como sabotajes, y solo el 5.8%
por causas naturales. Las operaciones y el mantenimiento fueron responsables del 81% de los
derrames. En el bloque petrolero, que abarca la frontera entre Perl y Ecuador, se identificaron
aproximadamente 1,200 puntos contaminados que necesitan atencion.

Por otra parte, la biorremediacion es un procedimiento técnico que consiste en el manejo de
procesos bioldgicos en la cual van a participar microorganismos capaces de degradar y recuperar el
suelo de otros componentes, donde va involucrar técnicas para reducir la contaminacion y en tal
escenario va a participar la Biotecnologia Ambiental, lo cual juega un papel importante para poder
contrarrestar efectos maltiples (Singh, 2017).

La biorremediacion puede realizarse y emplear microorganismos lo cual alteraran de manera
significativa sus caracteristicas fisicas y quimica de un lugar contaminado, donde tienen un

mecanismo de supervivencia adaptativa y convirtiéndole en fuente energética en condiciones de
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procesos aerdbica o en anaerdbicas, este proyecto esta enfocado en utilizar la biotecnologia como

una ruta tecnologica limpia (Leahy & Colwell , 1990).

1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problemageneral.
¢ Cudl seré la eficiencia de la suspension bioldgica de Pleurotus ostreatus, Pycnoporus sanguineus
para remediar suelos contaminados con hidrocarburo, 2023?

1.2.2 Problema especifico.

- ¢Cudl sera la accion de biodegradacion de los hongos Pleurotus ostreatus,
Pycnoporus sanguineus frente a los suelos contaminados con hidrocarburo?
- ¢Cuél seralaeficiencia de biodegradacién de hidrocarburo con Pleurotus ostreatus?

- ¢Cudl seralaeficiencia de biodegradacion de hidrocarburo con Pycnoporus sanguineus?
1.3 Objetivos de la Investigacion
1.3.1 Objetivo general.
Determinar la eficiencia de suspension bioldgica de los dos tratamientos Pleurotus ostreatus,
Pycnoporus sanguineus para remediar suelos contaminados con hidrocarburos.
1.3.2 Objetivo especifico.

- Determinar la accion de biodegradacion de los hongos Pleurotus ostreatus, Pycnoporus
sanguineus frente a los suelos contaminados con hidrocarburo.
- Determinar laeficiencia de biodegradacion de hidrocarburo con Pleurotus ostreatus

- Determinar laeficiencia de biodegradacion de hidrocarburo con Pycnoporus sanguineus

1.4 Justificacion de la Investigacion
Hoy en dia, se ha reportado un incremento en los casos de dafios causados por hidrocarburos en
los suelos, convirtiéndose en un problema de dificil solucion e, incluso, irreversible, ya que muchos
procesos de descontaminacion no logran ser completamente efectivos. Ademas, el cambio climatico
estd exacerbando estos efectos, 1o que lleva a la pérdida del crecimiento vegetal y afecta negativamente

a la fauna que habita en esos ecosistemas. De esta manera el proyecto busca dar nueva informacion a
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1.5

los pocos trabajos realizados en cuanto a la biorremediacion con hongos de la podredumbre blanca y
que es de facil acceso y lo podemos encontrar en maderas en estado de pudricion, en lugares humedos

0 en lugares montafiosos en donde estos hongos superiores se observan a plena vista.

Existen diversas técnicas para la biorremediacion; sin embargo, algunas de ellas alteran sus
caracteristicas fisicas y quimicas e implican un alto costo. Por este motivo, el proyecto ofrece un
tratamiento biologico que no afectara la biodiversidad, serd de facil acceso y de bajo costo a las
comunidades afectadas con el problema de la contaminacion sin resolver, dandoles asi una alternativa
rentable sin ningun perjuicio, no solo del ecosistema sino de los cultivos agricolas ya que, es el sustento
diario en su alimentacion y de gran valor econdémica, para la cual el proyecto que se realizara implicara
una actividad calificada de tratamiento libre contra la contaminacién. La aplicacion de este nuevo
tratamiento es garantizar una rapida efectividad en cuanto a la descontaminacién de maximizar una
respuesta positiva y disminuir lo negativo en lo cual el resultado sea aceptable en la productividad y

convertirse en un producto adecuado con la disponibilidad en el mercado nacional.

Delimitacion del estudio

El proyecto se elabord y llevo a cabo en el laboratorio de Biotecnologia de la Produccion Vegetal,

que pertenece a la Facultad de Agronomia e Industrias Alimentarias de la U.N.J.F.S.C. Este laboratorio

contd con una infraestructura adecuada que facilito el desarrollo de la investigacion, optimizando el uso

de equipos Y reactivos disponibles. Asimismo, los materiales bioldgicos (basidiomicetos) provenientes de

la provincia de San Juan Bautista — Loreto fueron transportados para el secuenciamiento de gDNA vy el

PCR, el cual se realizd en dos partes: en BTS Consultores SAC, en Lima, Perd, y el secuenciamiento

especifico en la empresa Bio Basic Inc (corporacién de Ciencias de Canadd). Para detalles del

procedimiento, consulte la seccion 3.3.1.10, y para los resultados de Barcoding, consulte la seccion 4.4 y

el ANEXO 03. Los resultados logrados de la cromatografia de gases de los suelos se obtuvieron mediante

el servicio de la empresa SLab, laboratorio de ensayo e investigacion, ver ANEXO 04.

1.6

Viabilidad del estudio

19



El proyecto de investigacion estara centrado en la aplicacion de herramientas biotecnologicas
mediante métodos en condiciones de laboratorio empleando la utilidad de los basidiomicetos, donde se
contara con los recursos econémicos, infraestructura, se reportaran los datos actualizados y completos de

los resultados.

Capitulo I1. Marco teérico

2.1  Antecedentes de la Investigacion
2.1.1 Investigaciones internacionales.

Bedoya, Hernando (2018) ejecutaron un estudio in vitro para evaluar la capacidad de los macrohongos
filamentosos en la biorremediacion de petréleo crudo, obtenido de suelos contaminados en Tumaco
(Narifio), Acacias (Meta) y Yondo (Antioquia). Lograron aislar las cepas Neosartorya spp. cepa A/N-1,
Aspergillus spp. cepa Y/As-3 y Rhizomucor spp. cepa 1A/R-1. Con estas especies, implementaron una
técnica de landfarming modificado, alcanzando una efectividad del 100% en la biorremediacion de
petroleo pesado en un periodo de dos a diez dias. Ademas, determinaron que la actividad degradativa se
debia a la accion de la enzima peroxidasa.

Por otro lado, Blanco, Gonzalez y Martin (2004) se centraron en el procedimiento de suelos
contaminados con hidrocarburos utilizando microorganismos. Describieron diversos métodos de
biorremediacion que emplean técnicas con microorganismos, tratamientos fisicoquimicos in situ y
bioldgicos, asi como tratamientos térmicos ex situ, fisicoquimicos y biolégicos mediante dilucion. Estos
procesos operan a través de la atenuacion natural, tanto activa como pasiva. Ademas, abordaron las
limitaciones en la difusion del oxigeno y algunos contaminantes, asi como la cinética de biodegradacion
de estos compuestos organicos en sistemas de suelos, especialmente en suelos compactados.

Cevallos y Garcia (2018) llevaron a cabo ensayos con tratamientos combinados, donde analizaron TPHs
y HAPs utilizando los métodos EPA 8015 y EPA 8270, respectivamente. Ademas, realizaron analisis
fisicoquimicos para medir el pH y la conductividad eléctrica, afiadiendo agua destilada a los tratamientos.
La humedad en los tratamientos fue de 1.48%, con algunas variaciones. El tratamiento T5 mostré el mayor

porcentaje de remediacion, alcanzando un 58.57%. La temperatura varié entre 6.73 °C y 16.53 °C, con
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fluctuaciones minimas. En cuanto al pH, los valores se mantuvieron casi neutros, variando de 7.14 y 7.20,
siendo el tratamiento t-3 el que presentd el potencial de hidrogeno mas alto con 7.20. La conductividad
eléctrica oscilé en 0.0026 dS/m y 0.0029 dS/m, con el tratamiento t-2 mostrando el valor mas alto de
0.0029 dS/m. Se observé que la biorremediacion se relaciona con la transferencia de electrones, donde
algunas enzimas obtienen energia utilizando oxigeno y nitratos, transformandolos en carbono, agua y
biomasa. Los valores de biodegradacion alcanzaron el 44% y 42%, destacando que Pseudomonas
aeruginosa mostro resultados favorables al utilizar los anillos aromaticos del petréleo como fuente de
carbono en los tratamientos de laboratorio.

Carlos (2015), investigo la produccién de PHA en suelos contaminados con hidrocarburos. Utilizo
residuos agricolas compostados como SMC y HWC, que tienen alto contenido de CaCO3 y conductividad
eléctrica (10.4 y 11.6 dS, respectivamente), asi como bajo contenido de material organica y carbono, con
valores cercanos de umbrales para enmiendas organicas segun la ley espafiola 824/2005. Los valores de
C/N fueron aproximadamente 10. Estos materiales presentaron porcentajes similares de S. GWS y
LGC1681, que contienen lodo de aguas residuales en su composicion, con alta materia organica (50-60%),
y alrededor del 25% de su contenido procedente de carbono. También mostraron similitudes en pH,
ausencia de carbonatos y alta conductividad eléctrica.

Garzon, Herndndez y Rodriguez (2017) realizaron una revision adecuada bibliografica sobre la
biorremediacion y su impacto en el desarrollo sostenible, evaluando sus posibilidades y limitaciones en la
descontaminacién. Concluyeron que, desde los tiempos de 1970, la biorremediacion ha demostrado ser
una tecnologia eficiente y rentable para eliminar ciertos contaminantes.

En su investigacién, Martinez et al. (2006) aislaron cepas fungicas de Penicillium, Absidia y
Mortierella en los suelos de la septima Region de Chile. Seleccionaron y recopilaron las cepas Dd202 y
Dd219 de Mortierella spp. y Dd225 de Penicillium sp. por la gran capacidad de crecimiento en medios
con 1% de petréleo crudo. Durante 36 dias, estas cepas degradaron componentes del petréleo, con la cepa
Dd225 de Penicillium sp. sobresaliendo por su capacidad de descomponer una mayor variedad de

componentes.
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Garcia, Medina y Paracaguan (2014) llevaron a cabo un trabajo de aislamiento de microorganismos
autoctonos del suelo contaminado de la zona de bahia de Amuay (Venezuela). Identificaron tres tipos de
macrohongos filamentosos del género Aspergillus spp: Aspergillus terreus, Aspergillus flavus y
Aspergillus niger. Estos hongos fueron cultivados en un biorreactor para biorremediar suelos
contaminados con petr6leo, con un tratamiento ex situ de 30 dias. Los resultados mostraron que estas
especies tienen un potencial degradador significativo de hidrocarburos totales de petréleo (HTP), logrando
una remocion superior al 85%. Aspergillus niger destacé por su rapidez en la degeneracion de los

hidrocarburos en comparacion con las demas especies.

2.1.2 Investigaciones nacionales.

En su estudio, Analiz (2016) evalud su capacidad de remocion de Cu y zinc por 4 especies de
basidiomicetos de la podredumbre blanca en medios acuosos en Rupa Rupa, Hudnuco. Las especies
Ganoderma applanatum, Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum commune y Pleurotus ostreatus fueron
aisladas y probadas con concentraciones y dilucions de 10, 30 y 50 mg/L de Cu y Zn. Se observo el
crecimiento de biomasa micelial en el 2% del V del medio acuoso. La remocion de cobre varid entre
95.04% y 96.77%, destacAndose P. sanguineus. La eliminacién de zinc oscild entre 97.96% y 99.05%,
siendo P. ostreatus el més eficaz. La centralizacion empleada de 50 mg/L resulté en el mayor promedio
de remocion, alcanzando el 95.14%.

Por otro lado, Olivera Campos (2020) investigo la biorremediacion por agentes contaminantes por
hidrocarburos administrando Aspergillus spp y Acinetobacter spp. en Chiclayo, Perd. Los resultados
mostraron que el pH aumentd mas con Aspergillus en comparacion con Acinetobacter sp. Sin embargo, la
conductividad fue mayor con Acinetobacter sp. en comparacion con Aspergillus. La materia organica
disminuyé mas en los recipientes con Acinetobacter sp., debido a su mayor contacto con el suelo. La
contaminacion por hidrocarburos disminuyd mas significativamente con Aspergillus que con
Acinetobacter sp., logrando la descomposicion de los hidrocarburos en seis semanas.

Rodriguez (2018) evalu6 la capacidad de Pycnoporus sanguineus para eliminar Pb y Cu en medios
acuosos usando biorreactores Air Lift. Se probaron varias concentraciones de Pb y Cu, tanto

individualmente como conjuntamente, con un control y tres repeticiones durante 7, 15 y 20 dias. Las
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condiciones Optimas de pH entre 6.3 y 7.8 permitieron una alta eficiencia de remocién. Pb se elimino en
un 99.89% a los 7 dias y Cu en un 91.19% a los 20 dias, en presencia de un solo metal. En combinacion,
Pb (100 mg/L) + Cu (200 mg/L) alcanzaron una remocién del 99.87% y 99.35% a los 7 y 20 dias,
respectivamente.

Por otro lado, Sifuentes (2014) investigé el crecimiento y desarrollo de Pleurotus ostreatus en medio
solido para producir inéculo fungico y su desarrollo en suelos contaminados con petréleo crudo. La
bioenergia de P. ostreatus se cultivd en granos cebada y trigo y se midié mediante microscopia. El in6culo
primario en trigo mostré un crecimiento de micelio de 1210.40 cm/g. En el in6culo secundario, el
crecimiento fue de 106,000 cm/g en trigo y 105,3.60 cm/g en cebada, sin ninguna diferencia significativa
entre ambos indculos. Los procesos con cebada lograron considerables niveles de colonizacién en suelo,
pero no se observaron aumentos significativos del crecimiento del micelio al afiadir torta de soya y aserrin

como suplementos.

2.2  Basesteoricas
2.2.1 Contaminantes de suelos.

El suelo se define como una entidad tridimensional viva, compuesta por minerales, agua, aire y
una fraccién organica, ademas de micro y macro fauna que degradan la materia en el suelo.
Normalmente, el suelo mantiene un equilibrio de sustancias orgéanicas e inorganicas que podrian ser
peligrosas para los humanos. Sin embargo, solo se considera contaminacion del suelo cuando estas
sustancias alcanzan niveles que amenazan la vida humana y los ecosistemas ambientales. Aunque
algunas de las sustancias pueden encontrarse de forma natural, muchas provienen de actividades ilegales
humanas como la mineria, la explotacién petrolera, la agricultura, la industria y el mal manejo

inadecuado de residuos solidos y aguas residuales en las ciudades, entre otros (Magueda, 2003).

2.2.2 Hidrocarburos.
Son un grupo de compuestos lo cual esta conformado por atomos de C y nitrogeno, basado en una

estructura molecular de un armazon de atomos de carbono que se uniran a atomos de hidrogeno, son
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compuestos basicos organicos pueden dividirse en cuatro grupos; hidrocarburos alifaticos, ciclicos

aromaticos organicos polares (Escalante, 2000).

2.2.3 Generalidades de Basidiomicetos.

Su naturaleza es indeterminadamente simple, su cuerpo fructifero esta relacionado de células
Ilamadas hifas lo cual presentan 2 micras de diametro aproximadamente donde poseen ramificaciones y

paredes constituida por quitina (NOVA, 2006). Su reproduccion se da por medio de esporas (Herrera &

Ulloa, 1990).
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Figura 1. Anatomia de un hongo Basidiomiceto. Fuente: Herrera & Ulloa, 1990.

2.2.4 Mecanismo enzimatico de los Basidiomicetos.
El hongo de la pudricién blanca esta conformado por un sistema enziméatico compuesto por lignina
P (LiP), (MnP) (LAC). La LiP oxida veratril alcohol y compuestos organicos aromaticos no fenélicos
mediante H2O>, mientras que la MnP oxida componentes carbodlicos de la lignina convirtiendo Mn2+ en
Mn3+. La lacasa, un fenol oxida el Cu, oxida los anillos de la Li (Pointing, 2019). Estos hongos son
significativos por su competencia para degradar una amplia gama de contaminantes toxicos organicos y
sustancias quimicas persistentes en el entorno ambiental, como clorofenoles, dioxinas, aminas

aromaticas, fenoles organofosforados e hidrocarburos HAPs (Floriani, 2009).

2.2.5 Hongo ostra o seta: Pleurotus ostreatus.
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Pleurotus ostreatus es un hongo saprofito de pudricion blanca, conocido por sus grandes
capacidades lignoliticas, rapido crecimiento y de un manejo factible en campo. El micelio de P. ostreatus
es blanco, crece radialmente y pronto se asemeja al algodon, formando una capa delgada y firme. Sus
setas tienen un pie lateral, dandoles una apariencia en aspecto de ostra u oreja. EI nombre Pleurotus se
origina del griego "pleura” (lado) y del latin "otus" (oreja). En esta investigacion, se trabajara con el
micelio del hongo sin desarrollar cuerpos fructiferos.

Clasificacion taxondmica (Base de datos taxonomica de UniProt):

Clasificacion taxondémica (Base de datos taxondmica de UniProt):
Dominio: Eukaryota
Reino: Fungi
Phyllum: Basidiomycota
Clase: Homobasidiomicetos
Orden: Agaricales
Familia: Pleurotaceae
Género: Pleorotus

Especie: Pleorotus ostreatus
2.2.6 Hongo Saprobidtico: Pycnoporus sanguineus.

Pycnoporus sanguineus es un hongo sapréfito de pudricion blanca descubierto en la isla de Guana,
Islas Virgenes, y presente en todos los tropicos, habitualmente en maderas muertas. Aunque es
comestible, puede ser toxico. Pertenece a la familia Polyporaceae, conocida por incluir hongos altamente
ligninoliticos y eficaces degradadores de madera. P. sanguineus se reconoce facilmente por su color
anaranjado intenso y es comudn en troncos de parques y plazas urbanas (Boukhris, Gimberti, &
Lomascolo, 2011).

Clasificacion taxondmica (Base de datos taxonomica de UniProt):

‘Reino: Fungi
Division: Basidiomicetos
Clase: Agaricales
Subclase: Aphyllomycetidae
Orden: Polyporales
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Familia: Polyporaceae
Género: Pycnoporus

Especie: Pycnoporus sanguineus

Figura 2. Pycnoporus sangueus. Fuente: Rodriguez, 2018.
2.2.7 Importancia de los basidiomicetos.

Tiene una gran importancia en el ecosistema por su gran capacidad descomponedora. Otrasson
causantes de enfermedades produciéndoles a las plantas, formandose formando setas y habiendo una
simbiosis entre hongos y plantas (Agrios, 2005).

Existen ademas grupos de especies que son para el uso humano, de lo cual tenemos actualmente
comercializado el Champifion (Agaricus bisporus), la septa (Pleurotus sp). Los hongos son el grupo de

organismos méas compleja y abundante, lo cual este grupo constituye un reino de numerosas especies, en

la actualidad su identificacion solo llega al 5 % del total (Andrade, Mata, & Sanchez, 2012).

2.2.8 Normativa de suelos contaminados.
En Per, el Reglamento de Proteccion Ambiental para las Actividades de Hidrocarburos MINAM
(DS N.° 039-2014-EM) regula la gestion ambiental de estas actividades para mitigar impactos y de
promover un desarrollo sostenible. Se basa en la Constitucion, la Ley N.° 28611, la Ley del Sistema
Nacional de E.I.A, y la Ley Orgéanica de Hidrocarburos Ministerio del Ambiente. Este reglamento define
especificaciones para proteger el entorno natural y designa a las entidades encargadas de su

cumplimiento.
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En Perd, el Reglamento para el Transporte de Hidrocarburos por Ductos (D. Supremo N.° 081-
2007-EM) exige que los operadores eviten afectar y desintegrar el habitad de las sociedades nativas y
campesinas. Esto se logra incluyendo en los Evaluacion de EIA medidas para prevenir, reducir o excluir

impactos adversativos sociales, culturales, salud y econémicos (MINAM, 2013).

2.2.9 Suspension Biologica.

Sistema disperso compuesto de aditivos microbianos y de materia activa para experimentos
simulados. Materias inertes tanto quimico como biolégico lo cual producird un deterioro real o un
producto por una mezcla producida de lo cual puede disolverse en soluciones acuosas o liquidos (Glosbe,
2021).

Para la recuperacion de suelos contaminados, se utilizan biorreactores que mezclan y airean las
suspensiones hasta eliminar los compuestos seleccionados. Este proceso es complejo, ya que las tasas
de transferencia pueden disminuir. Inicialmente, el contacto entre contaminante y microorganismo se
incrementa, aumentando las altas aceleraciones de transferencia de masa y reaccion. Los nutrientes
optimizan la biorremediacion al proteger el desarrollo y crecimiento microbiano. La mezcla y la
aireacion ayudan a descomponer los floculos de tierra y a emulsionar los contaminantes no deseados

(Banwari, Jyot, Kuhad, & Mishra, 2001).

2.2.10 Crudo de petrdleo.

El petroleo crudo es un conjunto de mezcla de compuestos principalmente de hidrocarburos, que
abarca desde gases disueltos hasta compuestos semisélidos no volatiles que hierven a temperaturas
superiores a los 1000 °F. Su composicion tipica incluye 84-87% de carbono, 11-14% de hidrégeno, 0.00-
5.00% de azufre y 0.00-0.20% de nitrégeno. La composicion exacta del crudo varia segun su lugar de
origen (Gonzales, 2017).

2.2.11 Biorremediacion.

La biorremediacion utiliza procesos bioldgicos de organismos vivos micro y macro, como

microorganismos y plantas, para descomponer contaminantes especificos en sustancias inertes

(Barcelos, Flores, Mendonca, & Soares, 2011). Esta tecnica, definida como "tecnologia de
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biorrestauracion de entornos contaminados con xenobioticos mediante microorganismos”, puede usar
organismos autoctonos o exdgenos, y puede aplicarse in situ o ex situ, en condiciones aerobias o

anaerobias (Velasco & Volke, 2002).

2.2.11.1 Biorremediacion in situ.
La biorremediacion in situ busca crear un entorno propicio para el crecimiento de microorganismos
a partir de los contaminantes del lugar. Esto se logra mediante la adicion de aire u oxigeno, nutrientes,

microorganismos extra y/o humedad, ademas de la vigilancia y del control de la temperatura y el pH

(Escalante, 2000).

2.2.11.2  Biorremediacion ex situ.

Los métodos de biorremediacién ex situ incluyen la biodegradacion en lodos, donde el suelo se
mezcla con H>O, microorganismos y nutrientes para crear un lodo. También abarcan la biodegradacion
en la fase solida, donde los suelos se colocan en una celda de tratamiento (compostaje) o sobre
membranas impermeables (biolabranza), y se les afiade agua y nutrientes. Estos métodos son seguros,

ya que dependen de microorganismos bioldgicos que ocurren de forma natural en el suelo, los cuales

son beneficiosos y no representan un riesgo para las personas (Escalante, 2000).

Tabla 1. Ventajas y Desventajas del tratamiento de Biorremediacion in situ y ex situ.

In situ Ex situ

e Da la facilidad de tratar el suelo e Menortiempo de tratamiento y

sin tener que hacer excavaciones o bajo costo.
. transporte.
Ventajas Con las técnicas se puede bajar el e Seguridad to al posibl

puede bajar e eguridad en cuanto al posible

costo del proceso. proceso de muestrear yelaborar

una técnica adecuada.
Mayor tiempo en el proceso y Aumento de costo en tratamiento y
tratamiento. equipos.
i Inseguro en cuanta a las Manejo del material en cuanto a
Desventajas caracteristicas del suelo.

Deficiencia a la hora de verificar
el proceso.

la estructura del suelo yposible

exposicion de contaminacion.

Elaboracion propia

2.2.12 Basidiomicetos como Biorremediadores.
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La gran parte de los analisis e investigaciones se focaliza en la capacidad de los hongos de
pudricién blanca, como Pleurotus ostreatus de la familia Phanerochaetaceae, para degradar la lignina
mediante una enzima extracelular que requiere peréxido de hidrogeno (Frazar, 2000). Estos hongos son
unicos entre los eucariotas por degradar la lignina sin utilizarla como fuente de carbono (Sullia, 2003).
Pueden transformar diversas moléculas organicas y metales entre formas maoviles e inmoviles, aunque
no pueden destruir los metales (Gadd, 2001).

2.2.13 Regiones ITS1-1TS4
Los datos de analisis moleculares més utilizados para el reconocimiento filogenética, taxonémica
de los hongos se basan en el estudio de regiones especificas del genoma, como ITS1 e ITS2, ubicadas
entre los genes del ARNr 28Sy 18S. EI ITS, que incluye las regiones ITS1 e ITS4 separadas por el gen

5.8S, puede ser amplificado con primers especificos (Cézares, Garza, & Guevara, 2004).

ITS1 fungal
oy 153,
18S |i1s1/58STS2 28S
rDNA rDNA rDNA
“Ts2 “sa “iTs4avasidio

-
ITS4-S

Figura 3. Agrupamiento de genes ARNe y posiciones de los primers de PCR de hongos (Higgins, 2012).
Laregion ITS es ideal para la obtencion de la identificacion molecular de hongos debido a su tamafio
(600-800 pares de bases), facilidad de amplificacion con primers universales, y alta variabilidad entre
especies distintas. Los genes multicopian del ADN ribosomal permiten amplificar la region ITS incluso a
partir de muestras pequefias o degradadas (Bruns & Gardes, 1993).
Ver referencia que los ITS son propios de Hongos White, T.J. (1990). Amplification and

direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-372180-8.50042-1

Pares de primers adquiridos para amplificacion de la region ITS en hongos, (Higgins, 2012)

Fw primer Rv primer Aplicacion
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Se amplificardn ambas regiones ITS1 e ITS2 de

ITS1-F ITS4 cualquier hongo, ya que la regién de ADNa laque
se unen esta presente en todos los hongos
superiores.

Se amplificaran ambas regiones ITS1 e ITS2, pero

ITSL-F ITS4-B solo de hongos Basidiomycota ya que la region en

la cual se une el ITS4-B solo se encuentra en estos.

Se amplificard ambas regiones ITS1 e ITS2, pero
ITS1-F ITS4-A solo de hongos Ascomycota ya que la regionen la

cual se une el ITS4-A solo se localiza en estos.

Se amplificara Gnicamente la region ITS1. Noes de
ITS1-F ITS? gran interés. Se usa cuando el ADN de la muestra

esta deteriorado o es antiguo.

Se amplificard Unicamente la region ITS2. Usado,
ITS3 ITS4/ ITS4-B COmunmente, para conocer contaminaciones por
Ascomycota.

2.3  Definiciones conceptuales de términos basicos

2.3.1 Temperatura.
Temperatura: Es una dimension fisica que indica el punto de calor de los cuerpos o del ambiente
adecuado, medida en kelvin (RAE, 2019). La temperatura es crucial para el desarrollo de los hongos,
gue permanecen activos por encima de 0°C. La relacion entre temperatura y humedad promueve la
proliferacion de esporas. La temperatura Optima para el crecimiento flngico estd entre 20 y 35°C,
facilitando la absorcién de metales y compuestos alifaticos. Por debajo de 0°C, los hongos entran en

latencia, y temperaturas superiores a su tolerancia maxima resultan letales (Ruiz, 2016).

2.3.2 Potencial de hidrogeno (pH).
Potencial de hidrogeno (pH): Es una medicion de la acidez o alcalinidad de una solucién, el pH
diagnostica los niveles de densidad de cationes o iones de hidrégeno [H+] en una disolucion (Goyenola,
2018). La biodegradacidon de alcanos a pH neutro se produce con un sustrato alto en nitrégeno, donde
la produccidn de lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa esta suprimida (Castro, 2008). Los niveles
de pH en los hongos favorecen la bioabsorcion, ya que a un pH inferior a 3,5, los grupos fosfato y
carboxilo de la pared fangica se protonan, lo que les confiere una carga positiva 0 negativa. Esto

provoca una repulsién electrostatica entre los iones (+) metélicos y la pared fangica, y compiten P

30



como el H con los metales. En cambio, a valores de pH superiores a 4 e inferiores a 6, la carga negativa

de las paredes fungicas favorece la interaccion de los aniones con los iones metalicos (Ruiz, 2016).

2.3.3 Indculo liquido.

In6culo liquido: es una concentracion de microorganismos usada para iniciar un cultivo. En forma
liquida, los microorganismos se encuentran en una solucién que se afiade a un medio o sustrato para
su desarrollo y reproduccion. Este proceso es comun en diluciones seriadas y en el almacenamiento de

celulas viables para su posterior inoculacion (Castro, 2018).

2.3.4 Indculo semilla.
Inoculo semilla: conocido como spawn, es el micelio vegetativo producido de un hongo estudiado,
cultivado en un medio de crecimiento como trigo o0 soya, ya sea en escalas grandes o pequefias. Su
objetivo es producir una cogida de hongos mediante el preparativo de un cultivo puro y libre de
contaminantes a partir de esporas o tejido del hongo. El in6culo abarcara el desarrollo del micelio del
hongo junto con un medio de soporte que proporciona una alimentacion durante su desarrollo (Sharma

& Kumar, 2011).

2.3.5 Mineralizacion de los Hongos.

Mineralizacion de los hongos: el tratamiento de suelos contaminados se basa en la mineralizacién de
la accion de contaminantes organicos, donde los microorganismos convierten estos contaminantes en
CO», agua y biomasa. Los basidiomicetos son Unicos en su capacidad para biodegradar y mineralizar

la lignina (Berger, 2005).

2.3.6  Compuestos recalcitrantes.

Compuestos recalcitrantes: los metales son compuestos recalcitrantes, como la lignina, hemicelulosa y

compuestos aromaticos. Los hongos y bacterias tienen la capacidad de degradar estos compuestos, 1o
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que confirma su naturaleza inespecifica. Esta caracteristica hace que sean de gran interés para su
potencial aplicacion e induccion en la industria del papel y la biorremediacion, ya que pueden ser
degradados y absorbidos (Du, Gao, Liang, Wu, & Yang, 2010).
2.3.7 Humedad.

Humedad: es un componente del clima junto con la temperatura y la presion atmosférica, se refiere a
al alta suma de cantidad de vapor de H20 en afmosfera. En el suelo, es un indicador importante para
diversos analisis, declarados como la proporcion de masa de humedad respecto a la masa de una
muestra de suelo secado a peso constante, 0 como el volumen de humedad reciente y presente. Hay

métodos simples para medirla que no necesitan equipos especializados (Cimmyt, 2013).

2.3.8 Hidrocarburos totales de Petroleo (THP Fraccion 1).

Hidrocarburos totales de Petroleo (THP F- 1): ocurre cuando la cantidad de hidrocarburos supera la
capacidad de los microorganismos para degradarlos, resultando en su adhesion a particulas de suelo o
sedimentos y afectando la calidad del suelo (Cevallos y Garcia, 2018). Las fracciones de TPH F1 se
determinan mediante extraccion con hexano, comparando con patrones de compuestos organicos no
volatiles y semivolatiles, y se miden en cadenas cortas hasta niveles por debajo de 2500 mg/kg para

suelos agricolas (Rodriguez, 2017).

2.3.9 Xenobiodticos.

Xenobiobticos: se conoce la gran capacidad degradadora de los basidiomicetos y de microorganismos
sobre compuestos xenobidticos que son sustancias ajenas que no se producen naturalmente, como por
ejemplo, las plaguicidas, hidrocarburos, aerosoles; es por tanto, el estudio de ciertos organismos
capaces de biorremediar ambientes contaminados debido a que asimilan éstos componentes y gracias
a enzimas cataliticas como lacasas, lipasas transforman y eliminan los compuestos xenobidticos en
moléculas méas simples, pudiendo biorremediar la contaminacion al reducir los niveles toxicos y

algunos hongos como los de pobredumbre de madera incrementan su potencial biorremediador al co-
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metabolizar sustratos como la lignina y la celulosa durante la biorremediacion de sitios contaminados

(Torres, 2020).

2.3.10 Surfactante.

Surfactante: el uso de polvo oleofilico absorbente del lirio acuatico es un método efectivo de
remediacién ambiental, que capta y mitiga contaminantes. Los absorbentes naturales, con minimo
impacto ecoldgico, inmovilizan contaminantes actuando como "“esponjas” que los retienen y separan
del agua o suelo. Este complejo polvo-contaminante puede ser utilizado para el crecimiento y

degradacion mediada por hongos (Torres, 2020).

2.3.11 Gravimetria.

Gravimetria: es una técnica analitica cuantitativa, aplicada para determinar la proporcion de sustancia
midiendo la masa de la muestra, se emplearia para determinar la biomasa flngica por peso seco,el cual
consiste en secar la muestra empleando calor seco (estufa) y luego ser cuantificado en una balanza

(Rodriguez, 2017).

2.3.12 Estructuradel suelo
Estructura del suelo: puede afectar en el ingreso del aire agua y nutrientes en lo cual la movilidad del
contaminante serd mas eficaz en su biodegradacion; caso contrario, en los suelos con permeabilidad a
oxigeno, nutrientes y movimientos de agua forma estructuras duras en lo cual la disponibilidad del

microorganismo sea persistente en el ambiente (Vidali, 2001).

2.4  Formulacion de Hipotesis
2.4.1 Hipdtesis general.

La eficiencia estara determinada por la suspension biologica de Pleurotus ostreatus,
Pycnoporus sanguineus donde remediara eficientemente los suelos contaminados con

hidrocarburo.
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2.4.2 Hipdtesis especifica.

- Los hongos Pleurotus ostreatus y Pycnoporus sanguineus tendran accién de biodegradativa de

hidrocarburo en suelos contaminados.

- Labiodegradacion de hidrocarburo sera eficiente con Pleurotus ostreatus

- Labiodegradacion de hidrocarburo seré eficiente con Pycnoporus sanguineus.

2.4.3 Operacionalizacion de variables e indicadores.

Tabla 2. Operacionalizacion de Variables e Indicadores.
VARIABLES DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES INDICES
V. | Degradacion de hidrocarburo
Accion del Hongo | presentes en suelos, demostrando su Contaminante Tierra contaminada mg
Pleorotus capacidad biodegradativa como dehidrocarburo
ostreatus y alternativa limpia y favorable con el Tipo de inoculo Micelio de mg
Pycnoporus ambiente, a través de método hongos
sanguineus fisicoquimicos, alta capacidad de
remocion en hidrocarburo
Uso de microorganismos vivos y Concentracion
V.D enzimas libres, para obtener una final (cf) del > 6000 pS mg/kg
Biorremediacion del transformacion parcial o petroleo
suelo contaminado mineralizacion de los compuestos Eficiencia del 0-100 Porcentaje
xenobioticos o recalcitrantes tratamiento (%)
mediante métodos fisicoquimicos
Fuente: Elaboracion propia.
Tabla 3. Variables experimentales.
Variable experimental Método Instrumento
Petroleo Soxhlet Equipo Soxhlet
pH Potenciometria pH metro
Humedad DEANK-STARK Horno al vacio — balanza
Temperatura Observacion experimental Termdmetro

Fuente: Elaboracion propia.
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Capitulo I11. Metodologia de la investigacion

3.1  Disefio metodologico
3.1.1 Tipodeinvestigacion.

La investigacion fue de tipo explicativa por que buscé brindar soluciones mediante

suspensiones fungicas recuperando ambientes contaminados por hidrocarburo.

3.1.2 Nivel de investigacion.
Presentd un nivel de investigacion experimental por lo que busco inhibir el dafio causado
por factores de compuestos quimicos complejos mediante controles bioldgicos.
3.1.3 Enfoque.

El enfoque es cualitativo y cuantitativo ya que se tuvo en cuenta un procedimiento donde

se midieron y se emplearon andlisis estadisticos para su respectivo analisis.

3.2  Poblaciony muestra
3.2.1 Poblacion.

La poblacion fue compuesta por dos especies de hongos de la podredumbre blanca (Pycnoporus
sanguineus Yy Pleurotus ostreatus) que fueron recolectados de arboles en estado de pudricion localizado
en puertas almendras, distrito de San Juan Bautista, provincia de Maynas con una latitud de -3.82867 y
una longitud de -73.37766 - Loreto, las cuales se seleccionaron a las que se encontraban en condiciones

viables para el trabajo de investigacion.

3.2.2 Muestra.

Las muestras se tomaron de manera aleatoria simple (MAS) por que a partir de las poblaciones se
obtuvieron una muestra al azar con lo cual se trabajo y asi se obtuvo la misma probabilidad de ser elegida
lo cual fueron 10 muestras de cada especie con un tamafio de 5¢cm de didmetro que fueron recolectadas en
bolsas de polietileno de 18x25cm. Y mediante lo cual también se obtuvieron muestras de suelo
contaminado con petréleo con la ubicacion de latitud -4.601738187230421, y longitud -77.89009, dando
un peso total de 5kg puestas en bolsas de polietileno de 20x30cm, lo cual fue uniformizado y caracterizado

para su siguieinte simulacién para luego ser llevado al laboratorio.
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3.2.2.1 Procedimiento para la recoleccion de los especimenes.

- P1. Para la eleccion de las especies a evaluar y monitorear se descartaron palmeras
y arbusto, considerando Unicamente los arboles.

- P2. Se registraron los arboles mediante el uso de un GPS donde se tomaron coordenadas.

- P3. Se realizd la caracterizacion macroscopica evaluando las siguientes
caracteristicas: color, margen, forma, estipite (en caso de presentarlo) tubos,
basidioma, pileo, color,de las laminas, presencia de cortinas, restos de velo,escamas,
entre otros.

- P4. Recoleccion de basidiomicetos y basidiocarpo se llevo a cabo utilizando una
cuchilla para extraer un diametro de muestra de 5cm con una cuchilla, donde se
guardo en una bolsa de polietileno y otra de papel marcado con codigo y fecha.

- P5. Se conservd las muestras, cubrié de papel periodico y se colocaron al interior de
bolsas etiquetadas de papel periodico para protegerlas de posibles dafos, alta
hdmedas, insectos 0 mohos

- P6. Ademas se registraron las caracteristicas del lugar y habitat, tipo de bosque y de
substrato en el que se desarrollaron y se tomaron fotografias con la finalidad de no

perder sus caracteristicas principales y originales.

3.2.2.2 Reconocimiento de signos.
Se realiz6 a través de la caracterizacion morfolégicas de los basidiocarpos mediante descripcion
bibliografica registros reportados, registros fotograficos y claves dicotomicas de Basidiomicetos,
apoyados en evidencia de patogenos registrados en Per(, por SENASA(Torres,2020) y (Manta, Orellana,

& Torres, 2014).

3.3 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.3.1 Técnicasaemplear.
3.3.1.1 Preparacion de medio de cultivo.
El medio de cultivo que se utilizd para el cultivo de los hongos de pudricion blanca

Pycnoporus sanguineus y Pleurotus ostreatus fue el medio Agar Papa Dextrosa (PDA).



Para el preparado de 1litro de medio PDA se utilizo 39g de medio comercial, en lo cual se prepararon
en dos matraces de 500ml y constantemente se removio con una bagueta para el homogenizado total y
se llevo a la autoclave a 15lb de presion, 121°C durante 15minutos.
3.3.1.2 Plaqueo.
Una vez autoclavado el medio PDA se llevo a cdmara de flujo laminar junto con el material estéril
(placas Petri), sequidamente se agregdé 0.3mg de antibidtico (cloranfenicol de 500 mg) adquirida de la
farmacia Inkafarma, homogenizando/movimiento ligeramente y posteriormente se inicié el plagueo, una

vez terminado se llevo a incubar las placas a 30C° por 24h para observar si hubo contaminacion.

3.3.1.3 Desinfeccién y siembra.

Los hongos recolectados fueron seccionados en pequefios trozos 0.5cm x 0.5cm lo cual se
desinfectaron inmediatamente mediante el protocolo recomendado por Coérdova, (2010) y Ruiz, (1990);
utilizando (NaOCI) en una proporcion de 1:10 por 1 min, y una vez desinfectado se secaron con papel
toalla.

Para la propagacion de los hongos seccionados se emplearon la técnica de cultivo al método de
siembra en placa, donde se procedio a propagar los cortes realizados manualmente, en medio de la placa
para tener un crecimiento adecuado, PDA (1L) para el caso Pycnoporus sanguineusla propagacion se
realizd bajo condiciones de oscuridad a 25°C, Pleurotus ostreatus a ambiente normal, las placas Petri se
incubaron a 27°C, se sellaron con papel film con hora y fecha, se hicieron observaciones diariamente
para ver el estado de crecimiento y se tomaran medidas encada observacion y se hizo anotaciones para
considerar el desarrollo hasta que invada totalmente la placa, el procedimiento que se va realizar para la

propagacién se efectud en una cabina de flujo laminar.

3.3.1.4 Preparacion de inéculo primario de P. ostreatus.
Para la propagacion del micelio se utiliz6 1/8 de la placa con el micelio contenido que fue diluido
en 10ml de medio liquido PDA, en cada bolsa se inoculé 10ml de la preparacion con sustrato (bagazo)
totalmente estéril para las condiciones de crecimiento. Las bolsas de polipropileno de 5x10cm fueron

incubados a 25°C durante tres semanas.
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3.3.1.5 Preparacion de inoculo secundario.
Pasado las tres semanas una vez obtenido el indculo primario, se utiliz6 un nuevo grupo preparado
y esterilizado para repetir siguiendo el mismo procedimiento primario, este segundo grupo seran bajo las
mismas condiciones.
3.3.1.6 Preparacion de indculo de P. sanguineus.
Se utilizaron granos de trigo, la cual se esterilizaron y se le agregaron 12g de (CaS04.2H20)y 3g de
(CaCu0s); esto evito que las semillas se fueran a pegar y asi mismo corrigié el pH. Unavez estériles las
bolsas frias se le inocularon el cultivo micelial, en una camara de flujo laminar, con las esporas inoculadas

se incubaron a 25°C bajo condiciones de oscuridad por ocho dias.

3.3.1.7 Preparacion de Peptona-Sacarosa.
En un matraz Erlenmeyer de 2L se coloco 1L de agua destilada y se adicion6 20g de sacarosa y 20g de
peptona de caseina, se agitd el matraz y se llevd a la autoclave para su esterilizacion a121°C y 15libras
por 30 min. Una vez acabado la esterilizacion se incubaron a 28°C durante 24 h para observar si no

presentd ninguna contaminacion a la hora del trabajo, se puso en refrigeracion para el trabajo.

3.3.1.8 Recuento de esporas/mL en cAmara de Neubauer.
Se diluyeron los hongos cultivados de Pycnoporus sanguineus y Pleurotus ostreatus, sobre un tubo
con 10mL de agua destilada estéril, se agitdé manualmente hasta homogenizar; posteriormente se sacaron
con una micropipeta de 100uL para el recuento de esporas/g en la cAmara de Neubauer, se determin0 el

namero de esporas siguiendo la metodologia propuesta por (Bustillo, 2010).

3.3.1.9 Extraccién de ADN para Pleurotus ostreatus.

La extraccion del ADN se realiz6 con el kit E.Z.N.A® Fungal DNA Mini Kit segun el protocolo
para tejidos congelados. Se diluy6 el buffer de lavado con etanol, se precalentaron agua desionizada y
el buffer de elucion a 65 °C, y se etiquetaron tubos Eppendorf y columnas HiBind®. Se colocaron 100
mg de micelio pulverizado en un tubo Eppendorf con 600 pL de FG1 Buffer, se mezcl6 y se incubo a

65 °C por 10 minutos. Luego, se afiadieron 140 pL de FG2 Buffer, se enfrié en hielo por cinco minutos
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y se centrifug0. El sobrenadante se mezclo con isopropanol y se centrifugé nuevamente. Tras eliminar
el sobrenadante, se afiadieron agua desionizada caliente y RNAsa A, seguidos de FG3 Buffer y etanol.
La muestra se transfirio a una columna HiBind®, se lavo con Wash Buffer y el ADN se eluy6 con buffer
precalentado, almacenandose a -20 °C.

Posteriormente, se cuantifico el ADN con un espectrofotometro NanoDrop 2000 para asegurar su
pureza y cantidad antes de la PCR, siguiendo el protocolo de Conklin & Desjardins (2010). Se limpiaron
las superficies dpticas, se selecciond la aplicacion de &cidos nucleicos en el software NanoDrop y se

midio la concentracion y pureza del ADN.

La PCR se realizo para amplificar las regiones ITS de los hongos (600-800 pb) (Bruns & Gardes,
1993). Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer
TAE 1x. La agarosa se disolvid en TAE 1x, se afiadié Red Safe, y se vertié en un portageles. Tras

solidificar, el gel se colocé en la cubeta de electroforesis y se cubrié con buffer TAE 1x.

Tabla 4. Formulacion del gel de agarosa al 1%
Componente Cantidad
TAE1x 140 mL
Agarosa l4¢g
Red Safe 7 uL

PCRY ELECTROFORESIS

En la electroforesis realizada se aplico el par de primers ITS1-F/ITS4 para realizar la amplificacion
de la region comudn para todos los hongos se utilizé varias especies de Pleurotus spp para poder
identificar al Pleurotus ostreatus. Por otro lado, se uso el par de primers ITS1- F/ITS4-B para realizar la
amplificacion de la region de los hongos se representa lo amplificado, segun marcadores moleculareslo
cual muestra las cepas hibridas para la identificacion de pleurotus ostreatus.; carril A Marcador
molecular Principal A HINDIII, carril B, P. lutescens: se presenta la cepa prental IE205,carril C,

P.tubaeformis: CP253, Carril D, P piricola: IECP1 (IE2001XCP2636), Carril E, P. arachidicola: IECP2
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(IE2002XCP2546), Carril F, a P.eryngii: IECP3 (IE2004XCP2536), Carril G, P. cinerea: IECP5
(IE2005XCP2586), Carril H, P oryzae: CP243 , Carril I: control positivo a Pleurotus ostreatus (PO) ,

carril G: PCM observar resultados (ver Fig.6)

3.3.1.10 Secuenciamiento del material genomico de Pycnoporus sanguineus.

Se utilizé un kit comercial de extraccion (Presto™ Mini gDNA Yeast Kit, Geneaid BiotechLtd.,
Taiwan) para ADN hongos, de acuerdo con las indicaciones descritas en su manual. Cadapellet de hongos
fue colocado en un microtubo de 1.5 ml y resuspendidos con 600 pl de GT Buffer, luego colocados con
5 ul de ARNasa A (50 mg/ml) en los tubos conteniendo los “beadbeating” (perlas de lisis), llevados a
un vortex con adaptador a méxima velocidad por 10min. Luego se agregaron 100 ul de PR buffer, se
mezclan y se incubaron en hielo por 5 min. Después de la incubacion se centrifugaron a 11,000 x g por
3 min y se transfirio 450 pl del sobrenadante a un nuevo microtubo de 1.5 ml. Al transferido se agregd
450 ul de GB Buffer y450 ul de etanol absoluto, se mezcld vigorosamente por 10 minutos. La mezcla
se transfirio a las columnas GD con los tubos de coleccion, se centrifugé a 16,000 x g por 1 min,
descartando el fluido y repitiendo el proceso con la mezcla restante sobre la misma columna; una vez
descartado todo el fluido se agregaron 400 ul de W1 Buffer sobre la columna GD y se centrifugo a
16,000 x g por 30 segundos, se descarto el fluido y se agregaron 600 pl de Wash Buffer sobre la columna
GD, se centrifugd a 16,000 x g por 30 segundos; se descarta el fluido y se centrifuga nuevamente a
16,000 x g por 3 min para secar la columna, en todos los pasos se reutiliza el tubo de coleccion.

Finalmente, se trasfiri6 la columna GD a un microtubo de 1.5 ml nuevo, se agreg6 100 ul debuffer de
elucién precalentado a 70° C y se dej6 incubando por 3 min. Se centrifug6 a 16,000x g por 2 min y se

guardé el ADN purificado hasta su posterior uso o conservacion a -20°C (White, 1990).

Amplificacion parcial de laregion ITS (hongos):

Tabla 5. Primers utilizados para las amplificaciones de ADN.
Nombre de primer Secuencia 5"-3"primers
ITS1-F TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4-R GCTGCGTTCTTCATCGATGC

40



Las PCR se realizaron basadas en la literatura con algunas modificaciones de acuerdo los protocolos
internos de nuestro laboratorio. Para la amplificacion se uso la enzima PCRBIO HiFi Polymerase (PCR
Biosystems Ltd., Reino Unido).

Los productos amplificados, fueron purificados con el GenepHlow Gel/PCR Kit (Geneaid, Taiwan),
de acuerdo al protocolo del kit. Los productos de PCR purificados fueron enviados asecuenciar por

tecnologia SANGER a la empresa Bio Basic Inc. (Canadd). Se secuenci6 usando los primers, White, T.J.

(1990).
Nombre de primer Secuencia 5"-3"primers
ITS1-F TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS2-R GCTGCGTTCTTCATCGATGC

Las secuencias resultantes fueron analizadas por el programa DNA Baser Assember v5.08
(Heracle BioSoft, USA) y el servidor BLASTN. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Ver

seccion 4.4

3.3.1.11 Preparacion del indculo.
En unas bolsas estériles se prepararon soluciones de sustrato (bagazo de cafia, aserrin) 250gmas 20g
de sustrato micelial de Pycnoporus sanguineus y Pleurotus ostreatus, posterior se homogeniz6 por 1
min y se adicioné 3mL de homogenizado para la inoculacién que contenian los matraces (peptona-
sacarosa) en las bolsas de polietileno de 1kg los cuales contuvieron 250gde bagazo de cafia mas 30g de
sustrato micelar (Pleurotus ostreatus) y 250gde aserrin mas 30g de sustrato micelar (Pycnoporus
sanguineus), los cuales se incubaron a 27°Cpor ocho dias y se realiz6 el monitoreo para comprobar el

crecimiento micelar, permitiéndonos analizar y cultivar.

3.3.1.12Preparacion de la muestra.

Se trabajé en macetas de 15 x 12cm, antes de proceder a trabajar con el suelo contaminado(500g)
se dejo secar durante tres dias para garantizar una distribucion homogénea, en las macetas de
experimentacién, se rotularon con un plumon indeleble a las 10 macetas y se procedieron a realizar los

siguientes tratamientos: M1-Pycnoporus sanguineus (to-ts); y la otra especie M2-Pleurotus ostreatus

(TO- T5) lo cual se trabajo con cinco tratamientos por cada especie.
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3.3.1.13 Suspensidn de Pleurotus. ostreatus y Pycnoporus. sanguineus.

Para la suspensién del medio que contiene Pycnoporus sanguineus y Pleurotus ostreatus en bolsas
de sustrato de bagazo, todos los tratamientos contuvieron una inoculacion del % del medio, 80% de
sustrato y 20% de medio micelial de total de 25g, se esparcidé uniformemente el inéculo en el suelo
contaminado con hidrocarburo.

Una vez inoculado el sustrato micelial en la muestra, cada maceta se cubri6 con una tela de tipo gasa
mas papel de aluminio donde se le perford unos agujeros para su aireacion, las muestras se dejaron a
temperatura ambiente y por cada 5 dias, se realiz6 los procesos para la cuantificacion de degradacion en

el equipo de (GC/MS) durante un periodo de 21djas.

3.3.2 Determinaciones fisicoquimicas del suelo.
3.3.2.1 Valor del pH del suelo contaminado con suspension micelial.

Para la determinacion de pH del suelo, se procedio a transferir 10g del suelo contaminado en un frasco
de vidrio con boca ancha en la cual se agregé 20mL de agua destilada. Con una varillase realizé una
mezcla homogénea mediante agitacion manual, durante un intervalo de 5 min, por alrededor de 30 min y
luego se puso a reposar por 15minutos. Al mismo tiempo, se aprovechd para a medir el pH con las
soluciones reguladoras (buffer) pH 4.00 y 7.00; 7.00 y 10.0, se enjuagaron los electrodos con agua
destilada antes de medir cada muestra. Una vez registradas las lecturas del pH se procedi6 a interpretar

los resultados de acuerdo a NOM-021.

3.3.2.2 Humedad.

Para determinar la humedad, se emple6 el método Dean-Stark, de lo cual se va utilizar una trampa
para separar el H>O de una mezcla azeotrépica y medirla en varios tubos graduado. Se combinaron 10.0
g de suelo con 100.0 ml de tebilcenceno en un matraz de bola. La trampa para humedad se ubico en la
boca del matraz y se conect6 a un condensador, manteniendo el a temperatura de calor durante 3 hr. La
cantidad de H20 se registro directamente desde la trampa (Juarez, 2014). Se utilizé correctamente la

formula para calcular la humedad.
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Se utiliz6 la siguiente ecuacion para determinar la humedad.

vDS
%Humedad = W x 100

Donde:

- vDS: Volumen de agua leido en la trampa.

- W: Peso de la mezcla/agua.

3.3.3 Eficiencia de Remocion.

Se calcul6 por célculo de porcentaje entre la concentracion inicial y final del suelo segln

cadatratamiento evaluado, como indica la siguiente ecuacion (Marcovecchio & Moreno, 1991).

Ci—¢

l

Er =

x 100

Donde:
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- ER: eficiencia de remocion (%)
- Ci: concentracion inicial
- Cf: concentracion final

3.3.4 Técnicas para el procesamiento de la informacion.

Se realizaron analisis estadisticos utilizando un analisis de varianza (ANOVA) con el software
Minitab version 26. Para evaluar las diferencias de los tratamientos, de lo cual se aplico el método de
Tukey con un nivel de significancia de 0.05. Los resultados se presentaron graficamente mediante lineas
de tendencia, con 5 repeticiones por tratamiento. El analisis de varianza revelo distinciones significativas
entre los tratamientos aplicados al suelo, permitiendo identificar el tratamiento mas efectivo en funcion

de las variaciones en el crecimiento del micelio a lo largo del experimento.

Capitulo I1V. Resultados
4.1  Recoleccion de las muestras de Pleurotus ostreatus y Pycnoporus sanguineus
La muestra a almacenar se llevé a cabo en varios puntos diferentes debido a la dispersion de la
contaminacion en el suelo. La ubicacion de cada muestra se registro utilizando coordenadas geogréaficas

(ver Figura 4). Datos ambientales de ubicacion registrados en la zona de recojo del muestreo.

Ecuador

Figura 4. Localizacién de las zonas de muestreo (puntos amarillos) de suelo contaminado y
recoleccién de los basidiomicetos. Fuente: Google Maps.

4.2  Aislamiento de Pleurotus ostreatus y Pycnoporus sanguineus

Las muestras biologicas fueron limpiadas y procesadas en condiciones estériles antes de ser



sembradas en medio PDA. Las cepas de P. ostreatus y P. sanguineus mostraron caracteristicas
coloniales con un tono blanquecino, indicativo de la fase de produccion de esporas. Posteriormente,
avanzaron hacia la formacién de micelio, donde fueron cuidadosamente seleccionadas las cepas mas

viables para el estudio (Figura 5).

Figura 5. Crecimiento micelial, en medio de cultivo PDA cepas a 27°C lado izquierdo (A). Cepa de
Pleurotus ostreatus (dia 05), lado derecho (B) cepa Pycnoporus sanguineus (dia 05).

El estudio analiz6 el crecimiento de Pleurotus ostreatus y Pycnoporus sanguineus en un periodo
de 20 dias. Para Pleurotus ostreatus, se observo que el crecimiento comenz6 sin halos (0 mm) en el
Dia 0, y aumentd progresivamente, alcanzando entre 5 mm y 12 mmen el Dia 4, y de 17 mm a 31 mm
en el Dia 8. En el Dia 12, los halos variaron entre 42 mm y 64 mm, y en el Dia 16, entre 68 mm y 85 mm.
Para el Dia 20, los halos llegaronhasta los 90 mm. En contraste, Pycnoporus sanguineus también
comenzé sin crecimiento el Dia 0, y en el Dia 4 mostr6 halos entre 0 mm y 5 mm. El crecimiento se
increment6 a 14 mm - 26 mm en el Dia 8, 26 mm - 49 mm en el Dia 12, y 63 mm - 78 mm en el Dia
16. Finalmente, en el Dia 20, los halos alcanzaron hasta 86 mm (Tabla 6). Ambos hongos mostraron
un crecimiento continuo, con Pleurotus ostreatus alcanzando tamafios de halo ligeramente mayores y

de manera més uniforme que Pycnoporus sanguineus.

Tabla 6. Halos de crecimiento micelial de Pleurotus ostreatus y Pycnoporus sanguineus, periodo de
incubacion de 20 dias a 27°C bajo condiciones de oscuridad.

HAL OSDE CRECIMIENTO
Pleurotus ostreatus Pycnoporus sanguineus

DIAS DE placaplaca  placa placa placa placa | placa placa placa placa placa placa
INCUBACION | 01 02 03 04 05 06 01 02 03 04 05 06

(mm) (mm)  (Mm) (mm) (@m) (mm) | (mm) (@m)  (mm) @m) (mm) (mm) O




DIAO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

DIA4 11 7 5 5 12 7 0 3 4 3 5 5
DIAS 25 31 17 20 29 22 14 22 19 18 26 20
DIA 12 54 64 47 42 60 49 26 49 3% 32 48 45
DIA 16 82 79 70 68 85 78 63 78 72 65 69 67
DIA 20 90 89 79 81 90 89 86 82 84 79 82 85

4.3 Extraccion de ADN.

Con la cepa micelial pura obtenida del medio, se procedio a la extraccion de ADN siguiendo el
protocolo establecido. En la Figura 6, se presentaron los diferentes marcadores utilizados para identificar
las cepas hibridas de Pleurotus ostreatus. El principal marcador molecular utilizado fueA HindIII, que
tiene un peso molecular de 23,123 kb. Para la identificacion precisa del material genético de Pleurotus
ostreatus, se emplearon varios marcadores especificos de la especie Pleurotusspp. En la figura 6, los
carriles se organizaron de la siguiente manera: en el Carril A se mostré el marcador molecular principal
A HindlIII; en el Carril B, la cepa parental IE205; en el Carril C, la cepa CP253; en el Carril D, la cepa
hibrida IECP1 (IE2001 x CP2636); en el Carril E, la cepa hibridalECP2 (IE2002 x CP2546); en el Carril
F, la cepa hibrida IECP3 (IE2004 x CP2536); en el Carril G, la cepa hibrida IECP5 (IE2005 x CP2586);
enel Carril H, lacepa CP243; en el Carril 1, el control positivo paraPleurotus ostreatus (PO); yen el Carril
J, el control negativo PCM. Esta organizacion diferente de cepas hibridas y confirmar la presencia del

material genético especifico de Pleurotus ostreatus.

23,130

9,416
6,543
4.343

2.319
2,017

Figura 6. Extraccion de ADNg en Gel de agarosa al 0,7% cepas hibridas para la identificacion de Pleurotus ostreatus.
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4.4  Secuenciamiento de Pycnoporus sanguineus
Todas las muestras fueron amplificadas y analizadas. Se alinearon las reads correspondientes a cada
primer (forward y reverse), resultando en seis reads por muestra. Estas reads generaron una secuencia
consenso correcta para cada muestra. Luego, cada secuencia consenso se comparo con la base de datos

completa de secuencias reportadas en GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Utilizando el

servidor BLAST (Tabla 7), se selecciond el mejor resultado basado en el mayor puntaje de E-value (igual
a 0) y una identidad superior al 99%, considerando Unicamente los organismos con nomenclatura

binomial completa.

Tabla 7. Las diez primeras especies putativas de acuerdo con su comparacion BLAST con la base de datos
del GenBank.
Max Total Query Porcentaje de Especie N° de accesion
score score cover Evalue identidad putativa

1 488 488 99% 3e-133 98.56% Trametes MT584659.1
sanguinea

2 488 488 99% 3e-133 98.56% Trametes ME377427.1
coccinea

3 488 488 99% 3e-133 98.56% Trametes 0QP198490.1
sanguinea

4 488 488 99% 3e-133 98.56% Trametes 0P198489.1
sanguinea

5 488 488 99% 3e-133 98.56% Trametes 0P198488.1
sanguinea

6 488 488 99% 3e-133 98.56% Trametes 0OP198485.1
sanguinea

7 488 488 99% 3e-133 98.56% Trametes | ON885559.1
sanguinea

8 488 488 99% 3e-133 98.56% Pycnoporus | KJ654413.1
sp.

9 488 488 99% 3e-133 98.56% Trametes MZ305070.1
sanguinea

10 488 488 99% 3e-133 98.56% Trametes JN164982.1
sanguinea

Secuencias obtenidas y usadas en los analisis de manera interna del laboratorio

>CONTING_PS

TTCCGTAGGTGTACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGTTCTGAAAGGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGGGGCA
TGTGCACACCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTAGGTTTGGCGTGGGCTTCGGGGCCTC
CGGGCTCTGAGGCATTCTGCCGGCCTATGTATCACTACAAACACATAAAGTAACAGAATGTATTCGCGTC

TAACGCATCTAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAAAAAACGCAGCA
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP198485.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=6&RID=ST638FPU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON885559.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=7&RID=ST638FPU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ654413.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=8&RID=ST638FPU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ305070.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=9&RID=ST638FPU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN164982.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=10&RID=ST638FPU016

4.5, Analisis fisicoquimicos durante el proceso de Biodegradacion.

Cual indica en la Figura 7, se representaron graficamente los datos que mostraron tales resultados
de pH obtenidos anteriormente y posteriormente del proceso de biorremediacion. Los datos reflejaron
proporcionar el comportamiento del pH en dos especies, Pleurotus ostreatus y Pycnoporus
sanguineus, a lo largo de un periodo de 21 dias. Inicialmente, ambos comenzaron con un pH de 6.25.
ParaP. ostreatus, el pH mostré un aumento gradual, alcanzando un pH de 6.79 al dia 21. Por otro lado,

P. sanguineus también mostrd un incremento en el pH, pero de manera mas pronunciada, alcanzando
un pH de 7.76 al mismo dia

Periodo de pH en dias

9
1
7
[}
5
4
3
2
i
0

Dia 0 Dia5 Dia 10 Dia 15 Dia 21
® Pleurotus B.25 6.41 B.6ab 6.77 6.79
W Pycnoporus 6.25 6.37 6.52 712 776

Figura 7. Resultados de Periodo de pH en dias en P. ostreatus y P. sanguineus.

Los resultados de los parametros de humedad y temperatura evaluados en Pleurotus ostreatus y
Pycnoporus sanguineus se presentan en las figuras correspondientes. En cuanto al periodo de humedad
(Figura 8), ambos hongos comenzaron con un 38% de humedad el dia 0. Para Pleurotus, la humedad
aumentd gradualmente hasta alcanzar el 58% el dia 21, mientras que Pycnoporus mostrd un incremento
mas pronunciado, llegando al 60% en el mismo dia. En términos de temperatura (Figura 9), se observo
un aumento similar para ambas especies. Pleurotus inicié con 26.8°C y finaliz6 con 27.6°C, mientras
que Pycnoporus comenzo con 26.9°C y alcanzé 28.1°C al dia 21. Estos resultados reflejan una
tendencia al alza tanto en humedad como en temperatura durante el periodo de estudio para ambas

especies, indicando una adaptacion a las condiciones ambientales a lo largo del tiempo.
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Periodo de Humedad en dias %
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Figura 8. Resultados del Periodo de Humedad en dias %.
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Figura 9. Resultados de Periodo de temperatura en dias.

4.6 Estimacion de biomasa del micelio de Pleurotus ostreatus y Pycnoporus sanguineus
En los sistemas de inoculacion de las cepas, entre las semanas dos Y tres, el crecimiento de los
cultivos alcanz6 1258 m/g para Pleurotus y 890 m/g para Pycnoporus (Figura 10). Se observo un
mayor crecimiento de micelio en Pleurotus. No se evalud el crecimiento durante las primeras

semanas, ya que la proliferacion del micelio era muy pobre en ese periodo.

Estimacion de Biomasa

D Pleorotus ostreatus crecimiento (m/g)

o Pycnoporus sanguineus crecimiento (m/g)

3775
2298
2068
1258
764 890 I:]
125 205

9, 9 [ — ] E. —/ -

Dia 0 Dias Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25
Figura 10. Crecimiento del micelio en suelos contaminados con hidrocarburo.
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4.7 Degradacion de hidrocarburos totales (HT)

4.7.1 Biodegradacion de HT
Se estimo la evaluacion de la capacidad de biodegradacion de hidrocarburos por las especies de

hongos Pleurotus y Pycnoporus, exponiéndolos a un sustrato contaminado durante 21 dias (Figura 11).
Se encontr6 que Pleurotus demostré una tasa de biodegradacion significativamente superior (98,99%
de los hidrocarburos degradados) en comparacion con Pycnoporus (79,14%). Ambas especies mostraron
capacidad para degradar hidrocarburos, destacando Pleurotus por su mayor eficiencia en el proceso

biodegradativo.

BIODEGRADACION DE HIDROCARBURO MG/KG

115.17115.17

Figura11.  Resultado de Biodegradacion hidrocarburo en suelo contaminado.

4.7.2 Cuantificacion de Hidrocarburos Totales por Cromatografia de gases

Se utilizd el método TPH Fraccion 1 (C6-C10) segun EPA METHOD 8015 Rev.03.2007 para
extraer y cuantificar los TPH en muestras de suelo contaminado. Inicialmente, se preparé anhidrido
sulfato de sodio pesando 10g y secandolo a 400 °C en una mufla por4 hr. Luego, se mezclaron 10g de
sulfato de sodio anhidrico seco con 10g de muestra de suelo y se colocaron en un extractor Soxhlet. Se
afiadieron relativamente 300ml de CeHis4 en un matraz de 500ml conectado al extractor Soxhlet,
calentandolo a 69-70 °C (temperatura de ebullicion del hexano) durante 24 horas para la extraccion.
Después del proceso, el extracto se concentro usando una rota vapora unos 70 °C hasta que el volumen
se redujo a 2-3ml. La muestra concentrada se transfirio a un vial de 2ml con tapa revestida de PTFE, se

almaceno refrigerada y se cuantificd mediante cromatografia de gas
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para concluir la concentracion de TPH en las muestras de suelo. Al determinar el porcentaje de
degradacion, se encontrd que los tratamientos con Pleurotus ostreatus lograron una remocion del

74.55%, mientras que los tratamientos con Pycnoporus sanguineus alcanzaron el 60.26% (Figura 12).

Estos resultados destacan la efectividad de los métodos y procedimientos empleados.

Eficiencia de Remocion

% de
remocion74.55%

% de remocion;
80.00% 60.26%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

% de remocion

m Pleurotus. m Pycnoporus

Figura 12. Porcentaje por cromatografia de gases THP Final.

Se evaluo la capacidad de biodegradacion de hidrocarburos por Pleurotus ostreatus y Pycnoporus
sanguineus en un sustrato contaminado durante 21 dias. Durante el tratamiento, se registraron cambios
significativos en varios parametros ambientales: el pH del sustrato aument6 de 6.25 a 6.79 y de 6.25 a
7.66 respectivamente. El contenido de carbono total se incrementd de 2.85 g/kg a 4.16 g/kg con P.
ostreatus y a 4.65 g/kg con P. sanguineus. En cuanto al nitrégeno total, se observd un aumento de
2454.11 mg/kg a 2827.9 mg/kg con el primero y una disminucién a 1785.5 mg/kg con el segundo.
Ademas, el fosforo disponible aument6 de 11.34 mg/kg a 31.99 mg/kg con Pleurotus ostreatus y a
34.67 mg/kg con P. sanguineus. Respecto a la biodegradacion de hidrocarburos totales, P. ostreatus
logré una remocion del 74.34%, reduciendo los hidrocarburos de 115.17 mg/kg a 29.3 mg/kg, mientras
que P. sanguineus alcanz6 una remocion del 60.13%, reduciéndolos de 115.17 mg/kg a 45.76 mg/kg. La
temperatura del sustrato se mantuvo estable entre 26.8°C y 27.6°C para P. ostreatus, y entre 26.9°C y

28.4°C para P. sanguineus (Tabla 8).

Tabla 8. Caracterizacion de parametros evaluados por Pleurotus ostreatus y Pycnoporus sanguineus.
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Pleurotus ostreatus

Pycnoporus sanguineus

pH 6.25 6.41 6.66 6.73 6.79 6.25 6.37 6.51 7.12 7.66
Carbono total 2.85 3.64 4.22 4.18 4.16 2.85 3.08 3.65 4.02 4.65
Nitrogeno 2454.11 2697.21  2940.27 2856.42 28279 2454.11 2089.05 14255 1528.83 1785.5
total
Fosforo 11.34 19.67 26.98 29.8 31.99 11.34 1424  16.87 22.68 34.67
disponible
Hidrocarburos 115.17 95.16 60.77 42.18 29.3 115.17 105.46 98.99 79.14 45.76
totales
Temperatura 26.8 27.1 27.2 27.4 27.6 26.9 27.1 27.4 28 28.4
4.8 Contraste de Hipotesis estadisticas
a. Hipotesis del investigador:
Determinar cual de los dos tratamientos Pleurotus ostreatus y Pycnoporus sanguineus tendra mayor
porcentaje de biorremediacion en suelos contaminados.
b. Redaccién de la hipotesis:
Ho: Los tratamientos empleados no influyen efectivamente con los niveles de hidrocarburo (mg/Kg)
H1: Los tratamientos empleados si influyen efectivamente con los niveles de hidrocarburo (mg/Kg)
c. Nivel de significancia
Definimos el porcentaje de error: oo = 0,05 = 5%
d. Eleccion de la prueba estadistica
Anadlisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey.
e. Lecturade P-valor
Normalidad:
Se realiza la prueba de normalidad de Shapiro Wilk para muestras pequefias menores de 30.
Tomandose los siguientes criterios para su determinacion:
P-valor > 0,05 aceptamos Ho = Los datos provienen de una distribucion normal
P-valor < 0,05 Aceptamos Hi = los datos no provienen de una distribucion normal
Tabla 9. Tratamientos empleados para la prueba de normalidad de los niveles de hidrocarburo (mg/Kg).
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tratamientos  Estadistico al Sig. Estadistico gl Sig.
Nivel_de_hidrocarburos_  Testigo 1 5 5
totales Testigo 2 : 5 . : 5 .
Pleurotus ,185 5 ,200° ,943 5 ,684
Pycnoporus ,243 5 ,200" 911 5 476
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*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera. a. Correccion de significacion de Lilliefors

Como p-valor 0,684 > o y p-valor 0,476 > a, donde a. = 0,05. Se acepta la hipdtesis nula donde los datos de
mortalidad provienen de una distribucién normal.
e Homogeneidad de varianza
Se usa la prueba de Levene, considerando:
P-valor > 0,05 aceptamos HO = La varianza de los grupos son homogéneas

P-valor < 0,05 Aceptamos H1 = La varianza de los grupos no son homogéneas

Tabla 10. Prueba de homogeneidad de varianza de los tratamientos empleados para los niveles de hidrocarburo(mg/Kg).

Prueba de homogeneidad de varianza
Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
Nivel _de hidrocarburos tota Se basa en la media 10,750 3 16 ,062
les Se basa en la mediana 4,718 3 16 ,015
Se basa en la mediana y 4,718 3 7,996 ,035
con gl ajustado
Se basa en la media 10,230 3 16 ,010
recortada

Como p-valor 0,062 > a, donde a = 0,05. Se acepta la hip6tesis nula donde la varianza de los grupos es
homogénea

f. Decision estadistica
Analisis por el analisis de varianza (ANOVA)

Tabla 11. Resumen del ANOVA de los tratamientos empleados para los niveles de hidrocarburo (mg/Kg).
ANOVA
Nivel_de_hidrocarburos_totales
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 7685,834 3 2561,945 4,999 ,012
Dentro de grupos 8200,450 16 512,528
Total 15886,285 19
Tabla 12. Comparaciones multiples de Tukey de los tratamientos empleados para los niveles de hidrocarburo

(mg/KQ).
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Variable dependiente: Nivel de_hidrocarburos_totales

HSD Tukey

Diferencia de

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al 95%

(D) Tratamientos  (J) Tratamientos medias (I-J)  Desv. Error Sig. Limite inferior Limite superior
Testigo 1 Testigo 2 ,00000 14,31821 1,000 -40,9647 40,9647
Pleurotus 46,65400" 14,31821 ,023 5,6893 87,6187
Pycnoporus 26,26600 14,31821 ,294 -14,6987 67,2307
Testigo 2 Testigo 1 ,00000 14,31821 1,000 -40,9647 40,9647
Pleurotus 46,65400" 14,31821 ,023 5,6893 87,6187
Pycnoporus 26,26600 14,31821 ,294 -14,6987 67,2307
Pleurotus Testigo 1 -46,65400" 14,31821 ,023 -87,6187 -5,6893
Testigo 2 -46,65400" 14,31821 ,023 -87,6187 -5,6893
Pycnoporus -20,38800 14,31821 ,503 -61,3527 20,5767
Pycnoporus Testigo 1 -26,26600 14,31821 294 -67,2307 14,6987
Testigo 2 -26,26600 14,31821 294 -67,2307
Pleurotus 20,38800 14,31821 ,503 -20,5767 61,3527

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
g. Conclusiones.

En el Andlisis de Varianza, se observa que el nivel de significancia (p-valor) calculado de 0,012 es
mayor que el valor a de 0,05, lo que indica que los datos observados son estadisticamente significativos.
Por lo tanto, se acepta la hipétesis alterna, lo que sugiere que hay una diferencia significativa entre los
tratamientos empleados para los niveles de hidrocarburos (mg/Kg). La prueba de comparacion maltiple
de Tukey también muestra que los niveles de significancia inferiores a a = 0,05 indican que los datos
observados son estadisticamente significativos. Asi, la comparacion entre los testigos 1 y 2 evidencia una
diferencia significativa con los hongos Pleurotus ostreatus y Pycnoporus sanguineus en relacién con los
niveles de hidrocarburos (mg/Kg). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre ambos

hongos.
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Capitulo V. Discusion

5.1 Discusion de resultados

La distribucion de los macrohongos de podredumbre blanca en el Per( se encuentra mayormente en
la selva, donde existe una amplia variedad de especies en condiciones provechosos para su desarrollo
como el pH, humedad y temperatura que mantiene dicha zona geogréfica (ver fig. 4), tal como lo
menciona Ruiz (2016) en su investigacion, sustentando que los macrohongos de la clase Ascomycota y
Basidiomycota son los principales descomponedores del abundante material organico hasta su
mineralizacion, siendo un factor clave para la dindmica del ecosistema; se pudo localizar y reconocer las
especies objetivo de este estudio: Pleurotus ostreatus y Pycnoporus sanguineus (ver anexo); asi mismo,
dicha zona es un punto afectado por el derramamiento de petréleo crudo, ocasionando problemasa la
superficie fértil y por ende, a la flora de dicha localidad, se extrajo las muestras, se almacenaron y se
trasladé al laboratorio.

Siguiendo un riguroso procedimiento de aislamiento se pudo obtener cepas viables para el estudio,
pudiendo realizar una caracterizacion de las especies objetivo, las técnicas moleculares empleadas son
especificas para identificar las regiones de ADN del organismo (ver figura 6 y tabla 07), que tal como
menciona Cevallos y Garcia (2018), el desarrollo de Pleurotus en condiciones in vitro lo obtuvo en 10
dias pudiendo apreciar un micelio de color blanca algodonosa de 0.6mm de altitud formando anillos en
el centro del medio de cultivo, segregandouna sustancia amarilla una vez maduro. También realiz6 una
identificacion molecular extrayendo el ADN, empleando una electroforesis con gel de agarosa y
pudiendo analizar las secuencias amplificadas con el programa BLAST obteniendo un porcentaje de
identidad del 100% logrando corroborar que se trataba de Pleurotus ostreatus, caso similar, con nuestra
identificacion molecular mediante DNA barcoding pudiendo identificar el material genético propio
mediante marcadores moleculares.

Ruiz (2018), logré repicar sus organismos pudiendo obtener cepas puras en 15dias para Pleurotus

ostreatus y Pycnoporus sanguineus, identificando macroscdpicamente con las caracteristicas distintivas
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como el tipo de desarrollo, la textura, color o la presencia/ausencia de micelio aéreo; lo cual afirma el
desarrollo de hongos obtenido y tal como se observa en la tabla 06, el crecimiento fue asertivo.

Las propiedades favorables para el desarrollo y crecimiento de los basidiomicetos, se deben al pH,
humedad y temperatura que fueron medidos durante los 21dias de tratamiento, los valores fueron en
creciente tal como se observa en las figuras 7,8 y 9; esto es debido a la actividad metabdlica de los hongos,
puesto que al tener los nutrientes necesarios para su desarrollo asimilo favorablemente el hidrocarburo
presente en el suelo, es por ello el incremento de los patrones fisicogquimicos y de la estimacion de biomasa;
teniendo mayor crecimiento durante los dias 15 en adelante(ver figura 10), que tal como menciona
Cevallos y Garcia (2018) la temperatura y humedad influye en la biodegradacion de TPH's y HAP's
durante la adaptacion del sustrato y crecimiento del os organismo; asi mismo, sefiala que los analisis
fisicoquimicos obtenidos con un consorcio de Aspergillus niger + Pleorotus ostreatus fueron en promedio
de:7,2 en pH, 16,57° en temperatura y 56,80% en humedad, favoreciendo la degradacion de hidrocarburos
presentes en el suelo, al transformar el hidrocarburo en cadenas méas simples y menos toxicos verificando
la recuperacion del suelo afectado al reducir de 104,23 a 93,38mg/kg con una eficiencia de remocion de
10%. Sustentando que el consorcio empleado con los hongosAspergillus niger y Pleurotus ostreatus se
alimentan principalmente de materia organica y al entrar en contacto con anillos de benceno estimulan
enzimas tales como las manganasas, lipasas, fenoloxidasas y lacasas rompiendo los anillos y asimilando
el contaminante.

El Proyecto de investigacion se utiliz6 como fuente de alimento para el crecimiento de los micelios
de cada especie bagazo de cafia ya que es una fuente de crecimiento muy rapido donde los hongos
produciran su micelio porque descompondran la lignina segun Vidali (2001), hace saber que el uso de los
hongos tiene la capacidad de propagacion micelial hacen que sean candidatos numero 1 para ser aplicados
en la biorremediacion su capacidad de degradar hidrocarburos de cualquier tipo pesado y extra pesado ha
sido muy escasa estudiado en el mundo. Los indices de hidrocarburo administrado a los tratamientos fue

reduciendo con el pasar de los dias (ver figura 11), segin Castro & Rivillas (2012) en sus trabajos
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realizados con Pycnoporus sp y Pleurotus ostreatus indican que son hongos con caracteristicas de alta
reproduccion a diferentes climas , ya que eligen al hidrocarburo como fuente de alimento(C) para su
desarrollo y debido rapidez de esporulacion permite una propagacion mas acelerada en suelos
contaminados con hidrocarburos , con ello se puede comprobar la actividad degradativa siendo en
Pleurotus ostreatus mucho més activa obteniendo mayor eficiencia al reducir de 115,27mg/kg a
29,3mg/kg con una eficiencia de remocion del 74,55% de hidrocarburos totales, en cambio, Pycnoporus
sanguineus logré reducir 115,27mg/kg a 45.76mg/kg con una eficiencia de remocion de 60,26% durante
los dltimos dias(ver figura 12); se comparte con Zegarra (2017) sobre la utilizacion de Pleurotus ostreatus
en suelos contaminados con Pb donde consiguié como resultado una eficiencia de 29,4% con792,00 mg/kg
de suelo contaminado con relave minero y suplementado con aserrin, comparto también con Rodriguez,
(2018) donde aisla la especie Pycnoporus sanguineus para ser utilizado en la remocion de ionesde Pb (1) y
Cu (1), comparto con Sifuentes (2014) para el crecimiento de la biomasa que utilizo la suspension de
trigo y cebada con micelio se logré observar en que las colonizaciones micelar en el suelocontaminado
llego a alcanzar un 2,23cm donde las condiciones optimas fueron el pH del suelo donde se estuvo
midiendo cada 8 dias. Gacura (2009), utiliza microscopia de fluorescencia, para la estimacion la biomasa
de P. ostreatus en sedimentos de rio usando como suplementos aserrin, dos niveles de N y B-
ciclodextrina, donde a la semana dos de incubacion la biomasa tuvo un alcance de niveles entre 49,85 +
12,13m/g de sedimento, con el procedimiento con aserrin de alto contenido de nitrogeno y 114,48 + 37,58
m/g de sedimento, con el tratamiento con aserrin y ciclo dextrina, Hu (2002) refiere que también los
metales pesados al igual que los hidrocarburos de masa atémica elevada por lo general son notables, su
difusion , su tendencia de poder acoger en algunos tejidos del cuerpo y su potencial de ser toxico a un
nivel de exposicion definitivamente bajo.

Con los resultados obtenidos se puede corroborar la capacidad degradativa de los hongos lo cual
favorece a la biodegradacion de suelos contaminados por compuestos xenobioticos, al reducir los valores
de HTP y aumentar en moléculas de N y F como es el caso de P.ostreautus ,mientras que P. sanguineus
aumento los valores de F disponible (ver tabla 8) estos elementos son importantes para la recuperacion

del suelo. Esto corrobora lo mencionado por Céardenas (2018) quien obtuvo una degradacion de 5% del
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hidrocarburo inicial con hongos de pobredumbre blanca (Phanerochaete chrysosporium y Pycnoporus
cinnabarinnus) sin inmovilizar mientras que con un sistema inmovilizado tuvieron 62 y 72%, justifica que
la accion degradativa se relaciona con la actividad enzimética, pues para P. chrysosporium la enzima
MnP, es la encargada de degradacion de contaminantes y por otro lado, para P. cinnabarinnusla enzima
Lac, es el agente de la degradacion seguida de MnP y LiP. Ademas, afirma que los pardmetros como la
capacidad de retencion y la humedad del suelo, indican que el nivel de agua en el sistema es correcto para
una actividad microbiana adecuada durante los ensayos de degradacion. La cantidad de agua que se
necesita para tener un % de 60 de humedad en el sistema se puede calcular con la capacidad de retencion.

En la presente investigacion se buscé remediar el suelo contaminados de hidrocarburo, por esto
logro de determinar la eficiencia de la biodegradacion en los dos grupos de tratamiento trabajado donde
los resultados fueron efectivos de la eficiencia de remocion de Pleurotus ostreatus llego a un 74.55% y
en Pycnoporus sanguineus un 60.26%, durante los dias finales ,comparto con “ Zegarra, 2017.” el uso de
Pleurotus Ostreatus en suelos contaminados donde su trabajo con Pb donde consiguié como resultado una
eficiencia de 29.4% con 792,00 mg/kg de suelo contaminado con relave minero y suplementado con
aserrin, comparto también con (Rodriguez, 2018) Pycnoporus sanguineus donde aisla la especie para ser
utilizado en la remocién de iones de Pb (I1) y Cu (I), comparto con (Sifuentes, 2014) para el crecimiento
de la biomasa que utilizo la suspensién de trigo y cebada con micelio se logro observar en que las
colonizaciones micelar en el suelo contaminado llego a alcanzar un 2.23cm donde las condiciones 6ptimas

fueron el pH del suelo donde se estuvo midiendo cada 8 dias.

El Proyecto de investigacion se utiliz6 como fuente de alimento para el crecimiento de los micelios
de cada especie bagazo de cafia ya que es una fuente de crecimiento muy rapido donde los hongos
produciran su micelio porque descompondran la lignina segun Vidali, (2001) hace saber que el uso de los
hongos tiene la capacidad de propagacion micelial hacen que sean candidatos nimero 1 para ser aplicados
en la biorremediacion su capacidad de degradar hidrocarburos de cualquier tipo pesado y extra pesado ha
sido muy escasa estudiado en el mundo. Segun Castro & Rivillas, (2012) indican que en sus trabajos

realizados con Pycnoporusspp y Pleurotus ostreatus son hongos con ciertas caracteristicas de alto
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reproduccion a diferentes ambientes, ya que eligen al hidrocarburo como fuente de alimento (carbono)
para su crecimiento, ya que gracias a su alta esporulacion permite una reproduccién rapida en suelos

contaminados con hidrocarburos totales de petréleo.

Capitulo V1. Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

e Con los resultados obtenidos se concluye que los hongos Pleurotus ostreatus y
Pycnoporus sanguineus lograron la biodegradacion del suelo contaminado en una
reduccion satisfactoria en un periodo de 21 dias ya que las condiciones fueron optimas
en los estudios trabajados.

e Se logré determinar la eficiencia de la biodegradacién destacando en un porcentaje
60.26% en corto plazo de 21 dias con efectividad del uso del hongo Pleurotus
ostreatus logro la biodegradacion del hidrocarburo suelo contaminado.

e Se logré determinar la eficiencia de la biodegradacion destacando en un porcentaje
74.25% en corto plazo de 21 dias ya que el uso del hongo Pycnoporus sanguineus
logro la biodegradacién del hidrocarburo suelo contaminado, lo cual el suelo tratado

puede ser utilizado para fines ecoldgicos.

6.2 Recomendaciones

e Para una investigacion mas compleja afiadir o incluir ensayos cinéticos con otros
microorganismos con el fin de desarrollar un método mas rapido.

e Enbase alos costos se puede utilizar el Pleurotus ostreatus y Pycnoporus sanguineus
para una amplia investigacion ya que son de facil acceso a su manejo.

e Se puede utilizar estudios comparativos con otras especies de hongos, para poder
determinar la eficiencia y sus grados de biorremediacion.

e Habiendo evaluado la eficiencia de la biodegradacion con sustrato de bagazo se
deberia aplicar el tratamiento a gran escala en sitios de condiciones ambientales no

controladas.
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Anexo 1. Flujograma de blogques de procedimientos realizados trabajo 01.

Suspensién bioldgica de Pleurotus ostreatus, Pycnoporus sanguineus para remediar suelos
contaminado con hidrocarburo.
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Suspension  biolégica de Pleurotus ostreatus, Pycnoporus sanguineus para remediar suelos contaminados con

hidrocarburo.
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@ BTS Consultores

Solucién e Innovacién Biotecnoidgica

INFORME N° 008-23 Fecha de realizacion: 27/12/2023
Cliente: John Acufia Zanabria
DNI: 77468828
zanabria020395@gmail.com
994-931-163
Servicio: Servicio de identificacion molecular de hongos por

DNA barcoding

Cotizacion: CBS-300-2023-JACUNA-071123
Fecha de recepcion: 10/11/2023
Boleta de venta: B001-00000003

1. Detalle del servicio solicitado:

Servicio de identificacion molecular de hongos por secuenciacion de la region
ITS.

2. Andlisis de muestras:

Se recibié 02 muestra de cultivo de hongo, rotuladas como: Pycnoporus
sanguineus Y Pleurotus ostreatus.

Anexo 3. Servicio de la Empresa BTS para el secuenciamiento DNA barcoding.

oo
:;.;{/ §Lg_t_)_ SISTEMA DE seavucgis‘“ (Y:.ANALISIS Quimicos

INFORME DE ENSAYO

1E-2023-2272
1. DATOS DEL CUENTE
11 Chante I JOHN ACURA ZANABRIA
12 RuCoDN 1 T7465828
13  Dewcchén 1 NoPrecaa
2. DATOS DE LA MUESTRA
21 Producio :  SUELOS AGRICOLAS
22 Muestroado pot 1 CLEENTE =
23 Numero Oe Munsiras. i 08
24 Fecha de Recepcidn o 22
25  Periodo de Ensayo 1 2023122160 2023.12:28
26 Fecha de Emiscn 0239209
27 FachoyMomde Mossteo @ 2023-12:21/0130 pm =
28 N de cotzacion t COTaANIs08L2)

3. ENSAYO SOLICITADO - METODOLOGIA UTILIZADA

ENSAYO METODO
Potencid de hidrdgeno (pH) Redacidn 12 Agua-Sueio (Potenciometria)
Nadgeno Total Dipentitn Kiekiahi
Fostoro Dispontie (7) Otgen modificado (UV Vistie)
Cartono Orgénico Yot NOMOZ1RECNAT-2000 AS-07. tem 7.1.7
Frarocerburos Totales de Peried. | EpA METHOD B015C Rev, 03 2007
(C5-C10) Nonhalogerated Organics by Gas Chvomatogragty
4. RESULTADOS
41. RESULTADOS OBTENIDOS

Descripcon de Musstra: SUELO CON PETROLEO (M.2)
HUACHO

780 gr Ge 3ueio CONAMINAts + MICTOONpANISMOS.
20 Gias de exposicdn 27°C ¢

Nombre del proyecto: “Efcionca bickdgea pam femediar susios contaminads con hedrocanturm
medianie Basidonicetos pleurctus ostroatus y pycnoporus sanguineus”™

car.

Anexo 4. Servicios prestados de la Empresa SLab, para los procesos de TPH.
Informe de ensayos biogquimicos.
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Tabla 13.

Dias de incubacién y biomasa de tratamientos.

Dias de Control Pleurotus ostreatus Pycnoporus sanguineus
Incubacién (m/g) crecimiento (m/g) crecimiento (m/g)

Dia 0 0 0 0
Dia5 0 125 26

Dia 10 0 764 205

Dia 15 0 1258 890

Dia 20 0 2068 1285

Dia 25 0 3775 2298

43 5iomasa oe iengos ¥ dias de incubacionsav [CorjuntoDstosd)] - IBM SPSS Statistics Egitor de datos a
Archivo  Edtar  Ver Dates Iransformat  Analizar  Qrificos  Utikdades  Ampliacones  Ventana  Awda
EL SR TE Y -ERFET
3 ldjtuw Y de 2 vanabie:
: L
Tabla 14. Tratamientos empleados y niveles de hidrocarburos totales.
Nivel de Hidrocarburos totales (mg/kg)
NO
MUESTRAS TIEMPO TeStigO 1 Testigo 2 Pleurotus Pycnoporus
ostreatus sanguineus
M1 DIAO 115 115 115.17 115
M2 DIAS 115 115 95.16 105
M3 DIA 10 115 115 60.77 98
M4 DIA 15 115 115 42.18 79
M5 DIA 21 115 115 29.30 45
A Tntamiento y wveles de hisrocarsurcssav [Coy a'\lc'.'l‘,:'x - KBV $PS$ Statistics Editor de datas P—
AEE D - = Bl A EE &L
."7, & A ge hurocaturos uk- -
|
Anexo 5. Analisis de datos.



BTS Consultores

50lucion e Innovacién Biotecnologica

INFORME N° 008-23 | Fecha de realizacion: 27/12/2023

CLIENTE : John Acuiia Zanabria
DNI 77468828

zanabria020395 @ grmail.com

994-931-163
Servido @ Barcoding: identificacion molecular de hongo por DNA
barcoding
Cotizacién: CBS-300-2023-JACURA-071123

Fecha de recepcién 10/11/2023

Boleta de venta: 8001-00000003

1. Detalle del servido solicitado:

Servicio de identificacion molecular de hongos por secuenciacion de la region
ITS.

2. Andlisis de muestras:

Se recibié 02 muestra de cultivo de hongo, rotuladas como: Pycnoporus
sanguineus y Pleurotus ostreatus.

3, Extraccién del ADN de las muestras de cultivos de hongos:

Se utilizd un kit comercial de extraccion (Presto™ Mini gDNA Yeast Kit, Geneaid
Biotech Ltd., Talwan) para ADN hongos, de acuerdo con las indicaciones
descritas en su manual. Cada pellet de hongos fue colocado en un microtubo
de 1.5 ml y resuspendidos con 600 pl de GT Buffer, luego colocados con 5 pl
de ARNasa A (50 mg/ml) en los tubos conteniendo los "beadbeating” (perlas
de lisis), llevados a un vdrtex con adaptador a maxima velocidad por 10
minutos. Luego se agregaron 100 pl de PR buffer, se mezclan y se incubaron
RUC 20662842745 @ www Disconsultores pe

BTS Consultores

Ealucian & innovasian Glatecnalighea

Muoenbire e Secusncia 65 primers
primer
53 TELOTAGG T GAACCTGOGE
1T52-% GUTGCOTTCTTCA TOGA TG

Las secuencias resultantes fueron analizadas por el programa DNA Baser
Assember w508 (Heracle BioSoft, USA) y el servidor  BLASTR
(bttps/fhlast nobi nlm nib gow Blast. cei),

5. Resultados del andlisis de secuencias:
Todas las muestras fueron amplificadas y analizadas. Las reads alineadas para
cada primer (forward + reverse), 6 reads por cada muestra, dieron una

secuencia consenso correcta por cada muestra,

Se compard cada secuencia consenso con toda la base de datos de secuencias

reportadas en el Genbank  (bttpsSfwws nchi nlm nib sov/eenbank /)
wtilizando el servidor BLAST, se selecciond el mejor resultado, de acuerdo al
mayor score E-value = 0 e identidad mayor a 99%. Considerando los

organismaos con nomenclatura binomial completa
6. Resultado BLAST para las muestras:

Datos las 10 primeras especies putativas de acuerdo con
su comparacion BLAST con la base de datos del GenBank

= — Fatas e Ecpacia patativa i

v amn anm o ER) e mon

F el a8 - EPEY A Frametes cocomen | BMAE ST T |

E ] e ans . AmT3 oa RAN Tramates caoguimes | 081024001

- mn amm e 3e-vaa A Tramtes ssmgires | 0P 150408, 1
AUS Socznazies @ e Bbsconautio e pe

BTS Consultores

Saiucian 8 Innsvasian Riateznsisgiza

£n hiele por 5 minutos. Después de la incubacién se centrifugaron a 11,000 x
& por 3 minutos y se tranafiric 450 pl del sobrenadante a un nuevo microtubo
de 1.5 ml

Al transferido se agrego 450 pl de GB Buffer y 450 pl de etanol absoluto, se
imezcld vigorosamente por 10 minutes. La mezcla se transfirid a las columnas
GD con los tubos de coleccion, se centrifugd a 16,000 x g por 1 minuto,
descartando ¢l eluido y repitiendo el procesa con la mezcla restante sobre la
'misma columna; una vez descartado todo el eluido se agregaron 400 ul de W1
Buffer sobre la columna GD y se cenirifugd a 16,000 x g por 30 segundos, se
descartd el eluido y se agregaron 600 pl de Wash Buffer sobre la columna GD,
se centrifugd a 16,000 x g por 30 segundos; se descarta el eluido y se centrifuga
nuevamente a 16,000 x g por 3 minutos para secar la columna, en todos los
pasos se reutiliza el tubo de coleccion

Finalmente, se trasfirié la columna GD a un microtubo de 1.5 ml nuevo, se
agregod 100 pl de buffer de elucion precalentado a 70° C y se dejé incubando
por 3 minutos. Se centrifugd a 16,000 x g por 2 minutos y se guardo el ADN
jpurificado hasta su posterior uso o conservacion a -20°C.

»

. Amplificacion parcial de la region ITS (hongos):
Las amplificaciones fueron con los primers de la siguiente tabla:

Nomibve de peimer | Secuenciz 873 prine
ITS1-F TOGTAGGTOAACCTGOGO

TS4-R TCCTCCGCTTATTGATATGE

Las PCR se realizaron basadas en la literatura con algunas modificaciones de
acuerdo los protocolos internos de nuestro laboratorio: Para la amplificacion
se uso la enzima PCRBIO HiFi Polymerase (PCR Biosystems Ltd., Reino Unido).

Los productos amplificados, fueron purificados con el GenepHlow Gel/PCR Kit
(Geneaid, Taiwan), de acuerdo al protocola del kit. Los productos de PCR
purificados fueron enviados a secuenciar por tecnologia SANGER a la empresa
Bio Basic Inc. (Canada). Se secuencio usando los primers:

RUS. XomEa82x145 @ woww blaconsullores pe

$ BTS Consultores

Solucién e Innevacién Bjotecnalégiea

o <os am = se1ss = e Trwetes sangunee | CF 1GHAAS |

r a2 ane S Se-133 so.con Trametes serguncs | Qrepnza% |
a =2 anm oo o123 @ Byenapanie s KI654413 1
l sy ans . 3e-133 wzo%n Traetes sangunen | MEZIQS070. 1
10 - am o0%. 3e-133 cmzon Tramstes sargunes | JN154082 1

8. Conclusiones:

La secuenciacidn de la region ITS pars hongos, pudo Identificar Ia muestra de
acuerdo con los andlisis de comparacion BLAST de las bases datos del
Genbank. Podemos concluir gue los analisis de ITS, ayudan a determinar el
género y la especie de acuerdo con 1as secuencias reportadas; por su analisis
bioinformatico, se ha podido determinar la especie putativa Trametes
sanguinea, considerando a las especies de porcentaje de identidad mayor al
a98%.

RUC: 20660842185 B www btzsconsuttores pa

Anexo 6.

Resultados de reporte de secuenciamiento de los hongos.
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Figura 13. Recoleccién del material biolégico (lado izquierdo), seleccion y desinfeccion de
muestra de Pycnoporus sanguineus, Pleurotus ostreatus en el laboratorio (lado
derecho).
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Figura 15.Muestras recolectadas de estudio Pleurotus ostreatus (derecho), Pycnoporus
sanguineus (izquierda).

Figura 16. Desinfeccion de material bioldgico y siembra.
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Figura 17. Bolsas de tierra contaminada con hidrocarburo procedente de San Juan Bautista, Loreto.

Figura 19. Obtencion de Cepas puras; Pycnoporus sanguineus (dia 18) lado izquierdo, cepa
de Pleurotus ostreatus (dia 15) lado derecho.
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Figura 20.

Figura 21.

Macetas con muestra de suelo contaminado en suspensién de Pleurotus ostreatus
(A), Pycnoporus sanguineus (B).
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Figura 23.

Evaluacién del porcentaje de la humedad y de materia organica.
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Figura 24.  Proceso de muestra para cromatograria de gases Metodo Fraccion 1 (C6-C10)
EPA METHOD 8015.

«/
¥y /1
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1A ‘ ' . e
Figura 25.  Destilacion y colocacién de la muestra del ensayo en viales para las lecturas en la
cromatografia de gas.

Figura26.  NanoDrop 2000 espectrofotometro de luz UV visible de espectro completo.
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Tabla 15.

Caracteristicas de los hongos objetivos del estudio.

Pleurotus ostreatus

Pycnoporus sanguineus

MACROSCOPICO
Crece en forma de racimo
Forma de ostra 0 sombrero
Color marron claro
Mide de 6 —15cm

Las laminas son de color crema

apretadas y recurrentes lisas.

MICROSCOPICA
Esporas de blancas a cremosas
Basidios: doliformes y largos

Cistidios: carece de ellos en la

lamina
Cuticula:  filamentosos  con
sistema hifal monomictico con
fibulas.

MACROSCOPICO

Color anaranjado brillante cuando
estd humedo, anaranjado amarillento
cuando este seco.

Presenta tabulos cilindricos

Forma de Luna

Medidas varian 1.2 cm — 3.5 cm de
largo x 1.5 ¢cm — 5 cm de ancho x 0.1
cm -0.45 cm de grosor.

Consistencia lisa, varias veces

rugosa.

Hifas de paredes delgadas, hialinas,

ramificadas y anastomasado.
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Problema Objetivo Hipdtesis Variables Metodologia Técnicas Instrumentos
Problema general Objetivo general Hipotesis general Dependiente | Tipo de investigacion.
Cual sera la eficiencia de la | - Determinar la eficiencia - La eficiencia estara | Biodegradacion | Aplicativa
suspension bioldgica de de la suspension biolégica | determinada por la | del suelo Nivel de Investigacion
Pleurotus ostreatus, de los dos tratamientos suspension  biologica de | contaminado Experimental

Pycnoporus sanguineus Pleurotus ostreatus, Pleurotus ostreatus,
para remediar suelos Pycnoporus sanguineus Pycnoporus sanguineus
contaminados con para remediar los suelos donde remediara
Hidrocarburo 2023? contaminados con eficientemente los suelos
hidrocarburo. contaminados con

hidrocarburo.

Problema especifico

Objetivo especifico

Hipotesis especificos

Independiente

e Cual sera la accion
de biodegradacion
de los hongos
Pleurotus ostreatus,
Pycnoporus
sanguineus frente a
los suelos
contaminados con
hidrocarburo.

e Cualserala
eficiencia de
biodegradacion de
hidrocarburo con
Pleurotus ostreatus.

e Cualserala
eficiencia de
biodegradacion de
hidrocarburo con
Pycnoporus
sanguineus.

»  Determinar la
accion de
biodegradacion de
los hongos
Pleurotus
ostreatus,
Pycnoporus
sanguineus frente a
los suelos

contaminados con
hidrocarburo.

» Determinar la
eficiencia de
biodegradacion de
hidrocarburo con
Pleurotus ostreatus

e Determinar la
eficiencia de
biodegradacion de
hidrocarburo  con
Pycnoporus
sanguineus

* Los hongos
Pleurotus ostreatus
y Pycnoporus
sanguineus tendran
accion de
biodegradativa de
hidrocarburo en
suelos
contaminados.

* La biodegradacion
de hidrocarburo sera
eficiente con
Pleurotus ostreatus

* La biodegradacion
de hidrocarburo sera
eficiente con
Pycnoporus
sanguineus.

Accion del
hongo
Pleurotus
ostreatus,
Pycnoporus
sanguineus

Poblacion:Pablacion
definidad por Hongos de
la pobre dumbre
blanca(basidiomicetos).
Muestra: suelos
contaminado de petroleo
crudo de la localidad de
San Juan Bautista - Loreto

Observacion
experimental

Registro de campo,
ficha de recoleccion
de datos, camara,
entre otros.

Matriz de Consistencia aplicado en el presente estudio.




