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Resumen

El clorpirifos (CP) es un plaguicida organofosforado clorado de amplia
utilizacién en cultivos agricolas, caracterizado por su persistencia
ambiental y efectos téxicos sobre flora y fauna. El tratamiento de suelos
contaminados con CP busca reducir sus concentraciones; para ello,
el empleo de microorganismos representa una alternativa sostenible
y econémica frente a métodos fisico-quimicos. Entre los hongos
filamentosos con potencial para esta tarea, el género Trichoderma
destaca por su diversidad genética, plasticidad ecoldgica y alta capacidad
enzimatica para la metabolizacién de compuestos complejos, asi como
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por su metabolismo versatil y resistencia a inhibidores microbianos. El
objetivo fue evaluar las respuestas fisiolégicas de 11 cepas nativas de
Trichoderma, aisladas de suelos de las regiones de Quebrada y Puna de
la provincia de Jujuy, ante la exposicion a CP y determinar su capacidad
para degradarlo en condiciones controladas de laboratorio; para ello, se
expusieron las cepas a medios contaminados con 200 mg/L de CP y se
midieron variables como crecimiento micelial, velocidad de crecimiento,
porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial, produccién de conidios
y porcentaje de remocién de CP. Se demostré que las cepas toleraron la
presencia de CP sin efectos significativos sobre su crecimiento ni sobre
la produccién de estructuras reproductivas, y algunas mostraron un
aumento en la esporulacién, lo que podria representar una respuesta
adaptativa al estrés quimico. Se observaron diferencias en la eficiencia
de remocion de CP entre cepas, y varias de ellas alcanzaron valores
superiores al 90 %. Estos resultados evidencian el potencial de las
cepas autdctonas de Trichoderma para su aplicacion en estrategias de
biorremediacién en suelos contaminados con CP.

Palabras clave: Biorremediacion; biotecnologia ambiental; degradacion de
organofosfatos.

Abstract

Chlorpyrifos (CP) is a chlorinated organophosphate pesticide widely used
in agricultural crops, characterized by its environmental persistence and
toxic effects on flora and fauna. The treatment of CP-contaminated
soils aims to reduce contaminant concentrations; to this end, the use
of microorganisms represents a sustainable and economical alternative
compared to physicochemical methods. Among filamentous fungi with
potential for this purpose, the genus Trichoderma stands out due to
its genetic diversity, ecological plasticity, high enzymatic capacity for
degrading of complex compounds, versatile metabolism, and resistance
to microbial inhibitors. The objective of this study was to evaluate
the physiological responses of 11 native Trichoderma strains, isolated
from soils of the Quebrada and Puna regions of Jujuy Province, to CP
exposure, and to determine their ability to degrade it under controlled
laboratory conditions. For this purpose, the strains were exposed to
contaminated media with 200 mg/L of CP, and variables such as mycelial
growth, growth rate, percentage of mycelial growth inhibition, conidia
production, and percentage of CP removal were measured. The results
showed that the strains tolerated the presence of CP without significant
effects on their growth or on the production of reproductive structures,
and some exhibited increased sporulation, which could represent
an adaptive response to chemical stress. Differences in CP removal
efficiency were observed among strains, with several reaching removal
rates exceeding 90%. These results demonstrat the potential of native
Trichoderma strains for application in bioremediation strategies in CP-
contaminated soils.

Keywords: Bioremediation; environmental biotechnology; organophosphate
degradation.
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INTRODUCCION

El clorpirifos (CP) (O, O-dietil O-(3, 5, 6-tricloro-2-piridil fosforotioato))
es un plaguicida organofosforado-clorado empleado para el control de
insectos en diversos cultivos, cuyo uso es frecuente en paises en desarrollo
(Bhende et al., 2022; Saengsanga y Phakratok, 2023). Diversos autores
afirman que la persistencia ambiental del CP en suelos depende en gran
medida de condiciones edaficas (pH, humedad, porosidad, contenido de
materia organica, entre otras), climaticas y bioldgicas (Solomon et al.,
2014; Alansary, 2024; Oyege et al., 2024). En Argentina se ha detectado en
productos agropecuarios tales como leche, carnes y vegetales, también en
cursos de agua cercanos a regiones agricolas, lo que muestra su dispersion
e impacto sobre la biota nativa (Beldomenico, 2021). Debido a la toxicidad
y permanencia del CB el tratamiento de suelos contaminados busca reducir
las concentraciones del plaguicida, para ello el empleo de microorganismos
representa una alternativa sostenible y econémica frente a métodos fisico-
quimicos. (Bose et al., 2021; Elzakey et al., 2023). Dentro del grupo de
hongos filamentosos, el género Trichoderma (Persoon, 1801) destaca por su
diversidad genética, plasticidad ecoldgica y alta capacidad enzimadtica para
metabolizar compuestos complejos (Munoz Rios et al., 2019; Guo et al.,
2022). Su metabolismo versatil y resistencia a inhibidores microbianos lo
posicionan como un aliado clave para la agricultura sustentable (Argumedo-
Delira et al., 2009; Amerio et al., 2020). En Jujuy, Trichoderma spp. fue
aislado en suelos de las regiones de Quebrada y Puna para estudios de
control biolégico (Sivila y Alvarez, 2013), pero adn son escasos los trabajos
que evaliian su potencial para la remediacion de suelos contaminados con
CP. La importancia de la presente investigacion radica en la revalorizacién
de cepas de Trichoderma aisladas en las regiones de la Puna y la Quebrada
de la provincia de Jujuy como productos regionales, para su posterior
aplicacion en procesos agroecologicos destinados a la remediacion de suelos
contaminados. La necesidad de este tipo de investigacion es particularmente
relevante para los paises en desarrollo que estan en proceso de transicion
hacia un manejo agroecolégico de los cultivos, ya que se requieren
soluciones sostenibles adaptadas a los contextos locales. El objetivo de este
estudio fue determinar las respuestas fisiologicas inducidas por la presencia
de clorpirifos en el desarrollo de Trichoderma spp., y la capacidad de los
microorganismos para reducir sus concentraciones.
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MATERIALES Y METODOS
Material bioldgico

Se estudiaron 11 cepas de Trichoderma aisladas de suelos de las regiones de
la Quebrada de Humahuaca y Puna de la provincia de Jujuy. Las mismas
se encuentran conservadas en la catedra de Fitopatologia de la Facultad
de Ciencias Agrarias - Universidad Nacional de Jujuy (FCA-UNJu) y en
proceso de identificacion a nivel de especies.

Compuestos Quimicos y Medios de Cultivo

Se emple6 CP concentrado emulsionable al 48 % (CLORPIRIFOS ID,
YPF S.A., Buenos Aires, Argentina). Se utilizaron Agar Papa Glucosado
(APG, Laboratorio Britania) y medio Czapek modificado para los
ensayos, elaborado con (g/L): 1 g KHPO4; 3 g NaNO3; 0,5 g KCI; 0,5 g
MgS047H20; 0,001 g FeCls; 6 g glucosa; 15 g agar; agua destilada. Todos
los reactivos fueron de grado analitico.

Efectos sobre el crecimiento

Se empled la metodologia propuesta por Serbent ez al. (2020) para la siembra
y aplicacion del plaguicida en superficie. Todos los ensayos se realizaron
por triplicado y se incluyeron controles biéticos (sin CP). Se registraron
los crecimientos de las colonias en centimetros (cm) cada 24 h, durante los
4 dias siguientes de realizadas las siembras, se calcularon las velocidades
de crecimiento (Munoz Rios et al., 2019) y porcentajes de inhibicion
del crecimiento radial de las cepas, basados en la comparacion entre el
crecimiento radial de los tratamientos y los controles (Stamatiu-Sanchez
et al. 2015).
La velocidad de crecimiento I’C se calculé como:

(ZxZy-nXxy)
(2x)2—n(2x)?

donde I'C = velocidad de crecimiento, # = nimero de repeticiones, x =
tiempo de crecimiento del hongo en dias, e y = longitud radial de la colonia
fangica (cm).

El porcentaje de inhibicidn del crecimiento radial PICM se calculé
de la siguiente manera:

PICM = 100 — (DMt.100)/ DM
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donde DMt = desarrollo de micelio de los tratamientos y DMc¢ = desarrollo
de micelio de los controles. (LLos valores positivos exponen la existencia de
inhibicién del crecimiento.)

Efectos sobre la produccion de conidios

Al finalizar los 7 dias de incubacidn se prepararon suspensiones de esporas
de los cultivos del ensayo anterior. Se empled el método de barrido de colonia
que consiste en el raspado de la superficie del medio de cultivo con agua
destilada estéril, posteriormente las suspensiones se pasaron por filtros de
doble algodon (Seididamyeh ez al. 2023). Se prepararon diluciones seriadas
101 y 10-2, se agitaron en vortex hasta obtener soluciones homogéneas y se
transfirié una muestra de cada solucion a la cimara de Neubauer, mediante
micropipetas estériles, se procedié al conteo de conidios y se expresaron
las concentraciones en namero de conidios por mililitro (conidios/mL).

Efectos sobre la produccion de masa micelial

Se sembraron discos, provenientes de colonias de 7 dias de edad cultivadas
en agar Czapek modificado y contaminado con CP, en frascos con 30
mL de caldo Czapek modificado enriquecidos con 200 mg/L. de CP y se
incubaron en agitacién a 150 rpm, 27 + 1°C durante 15 dias. Finalizada la
incubacion, las soluciones se llevaron a centrifuga para recuperar las masas
fingicas que, posteriormente, se introdujeron en capsulas de aluminio
para su pesaje (peso humedo), luego se llevaron a estufa por 18 h a 60 °C.
Transcurrido el tiempo, se retiraron las capsulas con las masas de micelio
secas, se reservaron en desecador con silica gel hasta obtener peso constante
(peso seco) y luego se determinaron las masas fiingicas (g) por diferencia
de pesadas (peso humedo - peso seco). Se realizaron 3 repeticiones incluido
el control bidtico (ausencia de CP).

Degradacion de CP

Se inocularon discos (0,5 cm), obtenidos de colonias de 7 dias de crecimiento
en agar Czapek modificado suplementado con CP (200 mg/L.), en frascos
con 30 mL de caldo Czapek modificado con 200 mg/LL de CP. Los cultivos
se incubaron en condiciones de agitacién (150 rpm) a 27 = 1 °C durante 15
dias. Finalizado el periodo de incubacidn, las muestras fueron centrifugadas
y, a partir del sobrenadante, se realizaron las extracciones de CP siguiendo
la metodologia descrita por Barberis et al. (2019). Posteriormente, las
concentraciones residuales de CP se determinaron mediante cromatografia
gaseosa (GC) en el Laboratorio de Analisis de Residuos y Trazas (LAnaRT-
UN]Ju).
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Para calcular el porcentaje de reduccion de CP por parte de las cepas
estudiadas, se compararon los valores de residuales del plaguicida obte-
nidos por degradacion natural (control abidtico) y por la aplicacién de
tratamientos con las cepas, de esta manera se pudo despreciar la reduccion
natural del CP.

Analisis de datos

Los datos de crecimiento de las cepas se analizaron mediante un modelo
lineal mixto (LMM) con el paquete nlme en el entorno InfoStat-R (version
2020, R 3.6.3). Se consideraron como efectos fijos los factores Cepa (11
niveles) y Tratamiento (dos niveles: control y tratamiento), asi como su
interaccion (Cepa X Tratamiento), con el fin de evaluar diferencias en el
crecimiento entre cepas y su respuesta diferencial frente a la exposicion al
plaguicida. Los factores Tiempo y Réplica se incorporaron como efectos
aleatorios, para considerar la variabilidad asociada a las repeticiones
experimentales y mediciones temporales. El modelo se ajusté6 mediante
el método de maxima verosimilitud restringida (REML) y se evalué la
significancia de los efectos fijos mediante pruebas F tipo III. En los casos
con efectos significativos, las comparaciones de medias se realizaron con
la prueba LSD de Fisher (o = 0,05), sin correcciéon por multiplicidad.
Los resultados se expresaron como medias ajustadas * error estandar.
Se utilizaron modelos lineales generalizados (GLM) con distribucién de
Poisson y funcidon log-linked (Guisan y Zimmermann, 2000). Se comparé
la respuesta Tolerancia de las once cepas de Trichoderma evaluadas ante
la presencia (tratamientos) y Ausencia (controles) de CP (factor), cepas
(factor), dos variables explicativas continuas, nimero de conidios y masa
micelial (mm). Los analisis se realizaron con RStudio 2024 (Posit Software,
PBC). Las imagenes se generaron con los paquetes ggplot2 y boxplot. Los
resultados de remocién de CP se analizaron mediante analisis de varianza
(ANOVA). Las pruebas de comparacioén de los tratamientos post hoc
(Tukey) se realizé mediante el uso del programa estadistico INFOSTAT
version.

RESULTADOS

El anilisis indicé que el crecimiento flingico estuvo determinado por la
identidad de la cepa (p < 0,001), la presencia de CP en el medio de cultivo
(p = 0,0006) y la interaccién entre ambos factores (p = 0,0082). El modelo
empleado explica el 96 % de la variabilidad total del crecimiento (R? =
0,96).

La comparaciéon de medias (Tabla 1) mostr6 que algunas cepas presen-
taron un crecimiento mayor bajo el tratamiento con CB lo que sugiere una
posible capacidad de aprovechamiento del plaguicida. En particular, las



Lilloa 63 (1): 185-199, 7 de junio de 2026 191

Tabla 1. Comparacion de medias de crecimiento, velocidad de crecimiento (VC) y porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial (PICM) de cepas de Trichoderma spp. expuestas a CP. Cepas con
letras diferentes presentan diferencias estadisticamente significativas.

Table 1. Comparison of mean growth, growth rate (VC), and percentage of mycelial growth
inhibition (PICM) for Trichoderma spp. strains exposed to CP. strains with different letters indicate
statistically significant differences.

Medias Medias

Cepas Trat. + E.E. VvC PICM Cepas Trat. + E.E. VvC PICM
70A T 6,34+1,49 7,60+1,07 -2,51 66DEFG C 5,14%1,49 5,92+0,9

63AB T 6,31+1,50 6,39+1,89 -4,81 56DEFG T 4,97+1,49 5,75*0,88 -0,99
70AB C 6,28+1,50 8,01+0,88 56DEFG C 4,97+1,49 5,64+0,8

63AB C 6,04+1,50 7,00+0,24 59DEFG C 4,93+1,49 5,74%0,52

66BC T 58+1,49 6,48+1,64 -11,51 76DEFG T 4,88+1,49 5,32+0,81 6,35
78CD T 5,35+1,49 6,70+0,91 -15,51 52EFG C 4,84+1,49 5,49%1,02

59CDE T 5,32+1,50 6,18+1,91 0,31 52FGH T 4,74+1,49 5,35*0,87 2,23
72DE T 53+1,49 5,74+1,13 -3,99 78GH C 4,70+1,49 5,31%0,92

60DEF T 5,19+1,49 5,71+1,45 -15,3 60H C 4,36+1,49 4,72+1,32

76DEF C 5,17+1,49 5,96+0,72 551 T 3,59+1,49 3,9%1,37 -23,22

72DEFG C 5,16+1,49 5,83+1,10 55 C 2,86+1,49 3,12+0,91

T: cepas tratadas con CP; C: cepas control; celdas coloreadas: las cepas control establecen los valores de crecimiento de referencia
por lo que no es posible calcular el PICM para las mismas.

T: strains treated with CP; C: control strains; colored cells: control strains establish the baseline growth values, making it impossible
to calculate the PICM for them.

cepas T70 y T63 alcanzaron las mayores medias de crecimiento en medios
contaminados y libres de CP. La VC no se ve afectada por la presencia de
CP en el medio de cultivo, sin embargo, las cepas T59, T76 y T52 exponen
inhibicion del crecimiento (PICM) lo cual conlleva una leve reduccién en
sus velocidades de crecimiento comparadas con los respectivos controles.

Conteo de conidios

En las cepas evaluadas no se exponen diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre los valores obtenidos y no se observa una tendencia general.
Sin embargo, en las cepas T59, T60, T70 y T78 la exposicion al plaguicida
aumento6 la produccién de estructuras reproductivas (Fig. 1).

Desarrollo de masa micelial

Se puede apreciar como generalidad que los valores son mayores en ausencia
de CP (controles), excepto los tratamientos con las cepas T56 y T76 donde
se produjo mayor cantidad de micelio en medios contaminados. Cabe
aclarar que en ninguno de los casos se obtuvo diferencias con significancia
estadistica (p<0,05) para dichos valores (Fig. 2).
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Efecto del plaguicida en la produccion de conidios
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Fig. 1. Produccién de conidios (conidios/mL) de las cepas expuestas a 200 mg/L de CP
(Clorpirifos) y en medios sin CP (Control: C).

Fig. 1. Conidia production (conidia/mL) of strains exposed to 200 mg/L of CP (Chlorpyr-
ifos) and in media without CP (Control: C).
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Efecto del plaguicida en masa micelial
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Fig. 2. Produccidn de masa micelial de las cepas expuestas a 200 mg/L de CP y en medios
sin CP (Control: Q).

Fig. 2. Mycelial mass production of strains exposed to 200 mg/L of CP and in media
without CP (Control: C).
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Fig. 3. Porcentaje de Remocion del CP. Medias sin letras en comun son significativamente
diferentes (p>0,05).

Fig. 3. Percentage of CP Removal. Means without shared letters in common are signifi-
cantly different (p > 0.05).

Capacidad de Degradacion

Se observa que existe diferencias significativas (p < 0,05) entre las T59
y las T72, T52, T63 y T56; los mayores porcentajes de reducciéon de CP
se obtuvieron con las cepas T72, T52, T63 y T56, con valores superiores
al 90 %. Cabe aclarar que se excluyo a la cepa T55 de este ensayo dada la
sensibilidad de la misma a la exposicion al plaguicida probada en ensayos
anteriores.

DISCUSION

Las diferencias metabdlicas entre las especies del género Trichoderma
constituyen un factor clave en la variabilidad de sus respuestas adaptativas
frente a la exposicion a compuestos toxicos como el CP. Diversos estudios
han demostrado que la diversidad enzimatica de este género permite su
desarrollo en una amplia gama de sustratos y condiciones ambientales,
principalmente a través de la expresion diferencial de enzimas oxidativas,
tales como peroxidasas y monooxigenasas, implicadas en la degradacion
de compuestos organofosforados (Argumedo-Delira ef al., 2009; Gémez
Goémez, 2021; Kumar ef al., 2022; Guo et al., 2022; Zehra et al., 2023). Esta
plasticidad metabdlica no solo favorece la tolerancia a dichos compuestos,
sino que también podria permitir su utilizacion parcial como fuente de
carbono, evidenciando la existencia de mecanismos adaptativos complejos
dentro del género.
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En este marco, el comportamiento diferencial entre cepas observado
en el presente estudio sugiere la existencia de mecanismos adaptativos que
permiten tolerar o incluso aprovechar el CP como fuente parcial de carbono,
fenémeno descrito por Malla ez al. (2023) y Azabache e Iannacone (2024) en
especies expuestas a organofosforados. En este sentido, Mayo-Prieto et al.
(2022) observaron una fuerte inhibicién del crecimiento de Trichoderma spp.
expuestas a concentraciones de CP recomendadas a campo (150 mL/hL).
Ademas, Munoz Rios et al. (2019) reportaron que la exposicién a 250 ppm
de CP produjo una marcada disminucién en la velocidad de crecimiento
del hongo. Las diferencias observadas con los resultados del presente
estudio podrian atribuirse a la menor concentracion de CP empleada, asi
como al co-metabolismo que ocurre por la disponibilidad de glucosa como
segunda fuente de carbono (Sabogal Vargas et al., 2023; Yaday et al.,2023).
Tal como sefialan Matas er al. (2023) y Sud et al. (2020), la presencia de
glucosa puede amortiguar los efectos toxicos iniciales de los plaguicidas
al favorecer una respuesta metabdlica mas rapida del microorganismo. La
tendencia al aumento en la esporulacion de ciertas cepas ante la exposicion
al CP se puede interpretar como una respuesta de resistencia frente al estrés
quimico, como lo mencionan diversos autores (Romero et al., 2015; Angulo
Pinedo y Garcia Arirama, 2022; Abuhena et al., 2022) que han documentado
que la produccion de conidios en Trichoderma se incrementa en ambientes
desfavorables, como una estrategia de supervivencia mediante la formacion
de estructuras mas resistentes.

Por otra parte, la produccién de biomasa observada en este trabajo
sugiere que la exposicion al CP genera un estrés transitorio que no limita
de forma permanente el crecimiento flngico. Este tipo de respuesta fue
reportada por Sabogal Vargas er al. (2023) y Stamatiu Sanchez et al. (2015),
quienes senalan que el género posee mecanismos de recuperacién asociados
a la biotransformacion de CP.

Finalmente, la alta eficiencia de reduccion de las concentraciones de
CP observada en las cepas es coherente con lo descrito por Soesanto et al.
(2022) y Mahalle et al. (2025), quienes demostraron que tanto hongos como
bacterias del suelo pueden alcanzar porcentajes de reduccion superiores al
90 % en condiciones controladas. Estos resultados respaldan el potencial de
Trichoderma spp. como agente biorremediador de suelos contaminados con
organofosforados-clorados, dada su capacidad para tolerar la exposicion y
metabolizar el compuesto sin comprometer su crecimiento ni su capacidad
reproductiva.
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CONCLUSION

El presente estudio aporta evidencia sobre la capacidad adaptativa de cepas
autoctonas de Trichoderma frente a la exposicion al CPB lo que resalta su
potencial como herramienta biotecnoldgica para el manejo sostenible de
suelos agricolas. La tolerancia observada sugiere que estos hongos poseen
mecanismos fisioldgicos y enzimaticos capaces de enfrentar el estrés
quimico sin comprometer sus funciones bioldgicas esenciales. En este
sentido, su aprovechamiento podria contribuir tanto al control biolégico
de fitopatégenos como a la biorremediacién de suelos contaminados. Se
recomienda profundizar en estudios fisiologicos y moleculares que permitan
dilucidar los mecanismos de resistencia y biotransformacién implicados, asi
como evaluar su desempeno en condiciones de campo, donde interactiian
miltiples factores ambientales y biologicos. Cabe destacar que se encuentra
en proceso la identificacion de las especies evaluadas.
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