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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el crecimiento de Trichoderma asperellum en medio sélido
utilizando como Unica fuente de carbono a los plaguicidas cipermetrina (piretroide) y clorpirifos
(organofosforado). Para este proposito, se realizaron cultivos de T. asperellum sobre el medio Agar Minimo
de Sales, los cuales tenian como Unicas fuentes de carbono a los plaguicidas cipermetrina (480 ppm) y
clorpirifos (250 ppm). Posteriormente los cultivos fueron incubados a 25 °C por 5 dias. Finalmente se
calcularon las velocidades de crecimiento. El control tuvo como Unica fuente de carbono a la glucosa. Los
resultados muestran que T. asperellum puede crecer en ambos medios utilizando a los plaguicidas como
una sola fuente de carbono y en cuanto a sus velocidades de crecimiento fueron 2.88 + 0.05 mm/dia
(cipermetrina) y 2.74 + 0.05 mm/dia (clorpirifos). En conclusion, T. asperellum es capaz de utilizar a los
plaguicidas cipermetrina y clorpirifos mediante procesos catabdlicos y tiene el potencial de ser usado en
biorremediacién de plaguicidas de suelos contaminados.
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Growth of Trichoderma asperellum in a solid medium using the
pesticides chlorpyrifos and cypermethrin as the only source of carbéon

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the growth of Trichoderma asperellum in a solid medium
using the pesticides cypermethrin (pyrethroid) and chlorpyrifos (organophosphate) as the only source of
carbon. For this purpose, T. asperellum was cultivated on the Minimum Salt Agar medium, which had
cypermethrin (480 ppm) and chlorpyrifos (250 ppm) as the only carbon sources. The control had glucose
as its only source of carbon. The results showed that T. asperellum can grow in both media using pesticides
as a single carbon source and its growth rates were 2.88 £ 0.05 mm/day (cypermethrin) and 2.74 + 0.05
mm/day (chlorpyrifos). In conclusion, T. asperellum is capable of using the pesticides cypermethrin and
chlorpyrifos through catabolic processes and has the potential to be used in bioremediation of pesticides of
contaminated soils.
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INTRODUCCION

La quimica organica ha contribuido al desarrollo
de la agricultura mediante el descubrimiento y la
sintesis de nuevos plaguicidas, los cuales se usan
para prevenir, destruir, mitigar y repeler a
diversos tipos de plagas que atacan a los cultivos
agricolas (Kumar et al., 2018; Alavanja, 2009).
Por otra parte, la agricultura ha sido el sector
econdémico que mas ha contribuido a uno de los
mayores problemas que actualmente enfrenta el
mundo industrializado, la contaminacién
ambiental (Tanentzap et al., 2015; Rigas et al.,
2007).

Los pesticidas organofosforados son usados en
todo el mundo y son de utilidad agricola y
domiciliaria (Singh & Walke, 2006). Estos
pesticidas son compuestos organicos
degradables derivados del &cido fosférico,
fosfonico, fosfinico y tiofosfdérico, y
frecuentemente se encuentran bajo la forma de
esteres, amidas o tioles, también incluyen
derivados alifaticos, fendlicos y heterociclicos
(Kumaretal., 2018; Kanekar etal., 2004). En los
mamiferos presentan efectos neurotdxicos
debido a su capacidad de suprimir la
acetilcolinesterasa (AChE) (Chen etal., 2012).

El Clorpirifos, [(C,H,,CI,NO,PS) o O,O-dietil O-
(3,5,6-tricloro-2-piridil) fosforotioato] es un
plaguicida organofosforado clorado, utilizado en
todo el mundo desde 1965 para el control de
plagas agricolas y domiciliarias (John & Shaike,
2015; Chishti et al., 2013). Su uso
indiscriminado ha llegado a contaminar distintos
tipos de ambiente, causando serios problemas
de toxicidad ((John & Shaike, 2015). La vida
media en el suelo porlo general variade 10a 120
dias, pero puede llegar de 2 semanas a mas de 1
afno dependiendo de algunos parametros fisico
(tipo de suelo) y quimicos (pH, contenido de
humedad, carbono organico y formulacién del
plaguicida) (Chen etal., 2012; Maya et al., 2012;
Singh et al., 2003). El 3,5,6-tricloro-2-piridinol
(TCP) es uno de los metabolitos primarios en la
degradacion del clorpirifos, es mas persistente
(la vida media en el suelo varia de 65 a 360 dias)
y soluble que la molécula parental, ademas tiene
propiedades antimicrobianas (Singh & Walke,
2006).

En las udltimas cuatro décadas, compuestos
sintéticos derivados de la piretrina (de origen
natural) han sido ampliamente usados en la
agricultura, a estos se les conoce como
piretroides (Gajendiran & Abraham, 2018).
Estos se dividen en dos clases, los de tipo I, los
cuales tienen una estructura basica de un éster

de ciclopropano carboxilico, y los de tipo II
quienes tienen la misma estructura del tipo I mas
un grupo ciano (Gajendiran & Abraham, 2018). El
uso continuo y excesivo de los piretroides causan
muchos problemas ambientales y de salud
publica, debido a su toxicidad reproductiva,
neurotoxicidad, ademas de causar alteraciones
hormonales (Chenetal., 2011).

La Cipermetrina, [C,,H,,C,NO; 0 (+/-)-a-ciano-3-
fenoxibenzil (+/)-cis, trans-3(2, 2-dichlorovinil)-
2, 2-dimetilciclopropano carboxilato], es un
potente insecticida de amplio espectro del tipo II
(Cycon & Piotrowska-Seget, 2014). Se aplica a
distintos cultivos agricolas (cereales, algoddn,
frutas y vegetales) atacados por coledpteros
(Tribolium confusum), lepidépteros y otras larvas
de insectos plaga, y también se usa en plantas
ornamentales para controlar plagas domesticas
(cucarachas, pulgas y termitas) (Pankaj et al.,
2016; Kaur et al.,, 2015). La cipermetrina es
altamente téxico para peces e invertebrados
acuaticos en concentraciones tan bajas como de
10 pg/L (Lin et al.,, 2011). Este piretroide es
insoluble en agua y con fuerte tendencia a ser
adsorbidos por particulas del suelo. La
cipermetrina tiene una vida media de 2 a 8
semanas bajo condiciones aerdbicas, pero es mas
persistente en condiciones anaerdbicas, llegando
hasta 53 dias (Dubey & Fulekar, 2013).

Los investigadores de todo el mundo han utilizado
métodos fisicos, quimicos y bioldgicos para
remover a los plaguicidas de los ambientes, sin
embargo, los métodos bioldgicos han captado
mayor atencién, debido a que son econdémicos y
amigables con el ambiente (Magbool et al., 2016).
Dentro de estos métodos destaca la
biodegradacion como uno de los métodos mas
estudiados en la biorremediacién de plaguicidas,
debido a la notable capacidad de los
microorganismos para metabolizarlos (Magbool et
al., 2016; Bhagobaty et al., 2006). En la
biodegradacion de plaguicidas se pueden utilizar
bacterias, hongos y enzimas (Javaid et al., 2016).

Hasta la fecha, las bacterias han sido las mas
estudiadas con respecto a la biodegradacion del
clorpirifos (Singh et al., 2003; Bhagobaty et al.,
2006; Supreeth & Raju, 2017; Singh et al., 2004)
y de la cipermetrina (Lin et al., 2011; Dubey &
Fulekar, 2013; Zhao et al., 2014). Por otra parte,
la biodegradacién de plaguicidas mediante hongos
es un tema que ha empezado a captar la atencién
de muchos cientificos. Los hongos juegan un rol
importante como descomponedores y simbiontes
en todos los ecosistemas que incluyen el suelo y el
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agua, debido a su robusta morfologia y su
diversa capacidad metabdlica, lo cual les permite
degradar productos quimicos organicos ya sea
por modificacion quimica o influyendo en la
biodisponibilidad del plaguicida (Deshmukh et
al., 2016; Harms et al, 2011). La capacidad de
los hongos para formar micelio, la baja
especificidad de sus enzimas catabdlicas y su la
utilizacion de productos quimicos organicos
como sustrato de crecimiento los hacen
potenciales candidatos en la biorremediacién de
plaguicidas (Chenetal., 2012).

El uso de hongos filamentosos tiene ventajas en
los casos donde la translocaciéon de factores
esenciales (nutrientes, agua, el agente quimico
contaminante, entre otros) son requerido para la
transformacion o detoxificacion de quimicos
ambientales (Harms et al., 2011). Dentro de los
hongos filamentosos destaca el del genero
Trichoderma, es un género habitante del suelo,
teleomorfo perteneciente al orden Hypocreales

de la division Ascomycota (Tripathi et al., 2013).
Este género es muy diverso genéticamente, y
tienen el potencial para ser utilizados en la
biorremediacién de plaguicidas, debido a que son
una excelente fuente de enzimas hidroliticas
(Tripathi etal., 2013).

En los ultimos afios, junto con el desarrollo
agroindustrial de la region La Libertad han
aparecido plagas vegetales, los cuales han hecho
necesario el uso de distintos métodos de control,
como el uso de plaguicidas, los cuales han
contaminado el medio ambiente, por lo que se
busca métodos para removerlos de él. Dentro
estos métodos esta el uso de microorganismos,
los cuales pueden utilizar a los plaguicidas como
una fuente de nutrientes importantes para su
crecimiento; por esta razén, el presente trabajo
de investigacion estuvo orientado a evaluar el
crecimiento de T. asperellum usando solamente a
los plaguicidas Clorpirifos y Cipermetrina como
fuentes de carbono.

MATERIAL Y METODOS

Plaguicidas (clorpirifos y cipermetrina)

Se usaron a los plaguicidas Dorsan® y Lepitrin®,
cuyos principios activos son el clorpirifos y la
cipermetrina, respectivamente. Las
concentraciones del clorpirifos (960ppm) y la
cipermetrina (500 ppm) se obtuvieron mediante
diluciones sucesivas en agua destilada estéril a
partir de los productos originales.

Medio de cultivo

Para los ensayos se prepararon Agar Minimo de
Sales. Estos se prepararon en tres matraces, y a
uno de ellos se le adicion6 glucosa (20 g/L), el
cual seria el medio control. Los medios de cultivo
fueron esterilizados a 121 °C por 30 minutos.
Cuando el medio aun no solidificaba se le
adiciond clorpirifos a uno de los matraces y al
otro cipermetrina, obteniéndose
concentraciones finales de 480 y 250 ppm,
respectivamente. Posteriormente, los medios se
vertieron en placas de Petri. Se realizaron 5
placas por cada plaguicida, incluyendo el control.

Reactivacion del cultivo de T. asperellum y
obtencién del inéculo de esporas

El cultivo de T. asperellum fue proveido por el
laboratorio de Micologia del departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Universidad
Nacional de Trujillo (Pert). La reactivacién del
hongo se realizé por puntura en Agar Sabouraud

inclinado (cultivo axénico). Posteriormente, se
prepard una suspension de esporas, agregando 5
mL de agua destilada estéril al tubo con cultivo
axénico y se resuspendié las esporas. Luego,
mediante recuento en cdmara de Neubauer se
estandarizd a 6x10° esporas/mL. El indculo de
esporas se prepard a base de la suspension de
esporas obtenidas previamente y las soluciones
doble concentradas de cada plaguicida (relacion de
volumen 1:1) obteniéndose una concentracién de
3x10° esporas/mL. Ademas, se prepard una
suspension de esporas control (sin plaguicida).

Siembra e inoculacién de cultivos
monosporicos

El inéculo de esporas fue sembrado mediante la
técnica de siembra por superficie en las placas con
los distintos medios de cultivos y se incubaron a 25
°C durante 24 horas. Después del tiempo de
incubacion, se procedié a revisar las placas
mediante un microscopio utilizando el objetivo de
10x con el fin de ubicar las esporas germinadas.
Una vez identificada la espora germinada, con
ayuda de un bisturi estéril se corté en bloques
pequefios la parte del agar donde se encontraba la
espora y fue transferida a los medios de cultivos
con plaguicidas preparados previamente. La
siembre en el medio control fue realizada de forma
directa a partir del cultivo axénico. Los medios se
incubaron a 25 °C durante 5 dias.

Lectura de los resultados y calculo de la
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velocidad de crecimiento (VC)

El crecimiento radial promedio (mm) de la colonia
fingica se obtuvo a partir de los diametros
promedios medidos cada dia, desde el segundo
hasta el séptimo dia post siembra. Este
procedimiento se realizé tanto en las placas con
los plaguicidas como el control. Con los radios
promedios se calculé la velocidad de crecimiento
de T. asperellum y se expresaron en milimetros
por dia (mm/dia). La VC se calcul6 de la siguiente
manera:

| TxYy-n¥y
AP Epny e

Donde:

VC= velocidad de crecimiento

y = longitud radial de la colonia fungica (mm)
x = tiempo de crecimiento del hongo en dias
n = namero de repeticiones

Analisis Estadistico

Los datos (velocidades de crecimiento) que se
obtuvieron se analizaron mediante ANOVA
utilizando el Software SPSS version 20.0, usando
el modelo linear general y a una prueba de
comparacion de medias (Tukey).

RESULTADOS

T. asperellum crecié en los medios que tienen como Unica fuente de carbono a la cipermetrina y el

clorpirifos, ademas de la glucosa (control), figura 1.

Figura 1. Crecimiento de T. asperellum en Agar Minimo de Sales con plaguicidas como Unica fuente de

carbono

Nota. Se puede observar el crecimiento de T. asperellum en agar minimo de sales usando como Unica
fuente de carbono a la glucosa (placa control, a) Cipermetrina (b) y el Clorpirifos (c). Esta imagen se

tomoé al dia 5 de crecimiento incubado a 25°C.
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Tabla 1. Velocidad de crecimiento (mm/dia) y tipo de degradacién de T. asperellum utilizando como

Unica fuente de carbono a dos plaguicidas

Fuente de carbono

VC (mm/dia)*

Tipo de degradacién

clorpirifos 2.74 £ 0.0 catabolica
cipermetrina 2.88 + 0.0% catabolica
Glucosa (control) 10.77 + 0.0%° catabolica

Nota "Valore de la media + error estdndar para cinco replicas.

**Valores en la misma columna con diferentes superindices son
estadisticamente diferentes (P < 0.05).

DISCUSION

Los hongos al igual que otros microorganismos
necesitan de los macroelementos para formar
las biomoléculas, necesarias para su desarrollo y
crecimiento. Cuando los macroelementos son
captados, a partir de una amplia variedad de
compuestos organicos, asi como de plaguicidas
(Gadd, 2004), da como resultado el crecimiento
del microorganismo, tal como se observa en la
figura 1. T. asperellum creci6 utilizando a las
Unicas fuentes de carbono y de energia
presentes en el medio, los plaguicidas
cipermetrina y clorpirifos. Esto indiciaria que
hubo una sintesis de biomoléculas a partir de los
macroelementos tomados del medio y de los
plaguicidas, lo cual concuerda con Omar (1998)
quien demostrd que T. harzianum puede utilizar
al fésforo y el azufre del clorpirifos para su
crecimiento, del mismo modo Singh et al. (2004)
reportd que Enterobacter cepa B-14 utilizé al
clorpirifos como una sola fuente de carbono y de
fosforo. Por otra parte, el crecimiento del hongo
indicaria que tiene la maquinaria enzimatica
necesaria para metabolizar a estos plaguicidas.

En muchos estudios se han reportado las dos
formas de biodegradacion del clorpirifos y la
cipermetrina, las cuales son mediante
catabolismo y cometabolismo (Singh &
Walker,2006; Chishti et al., 2013; Cycon &
Piotrowska-Seget, 2016). En la tabla 1 se
muestra el tipo de proceso que usa T. asperellum
para degradar a ambos plaguicidas. Estos
procesos fueron mediante catabolismo, puesto
que fueron las Unicas fuentes de carbono y
energia en el medio. Para que ocurra el
cometabolismo, en el medio debe de estar
presente otra fuente de carbono como los
azucares (glucosa, sacarosa, etc.).

La mayoria de estudios que se han realizado con
respecto a la degradacién de la cipermetrina son
con bacterias, donde destacan las especies del

género Bacillus, Pseudomonas y Serratia (Cycon &
Piotrowska-Seget, 2016; Pankaj et al., 2016;
Dubey & Fulekar, 2013; Zhao et al., 2013).Por otra
parte, son pocos los hongos que se han aislado y
que pueden utilizar a la cipermetrina como Unica
fuente de carbono, entre ellos podemos
mencionar a Fusarium oxysporum cepa 8-11P y
Fusarium sp. cepa zzz1124 (Kaur et al., 2015),
Aspergillus niger cepa ZD11 (Liang et al., 2005) y
A. niger cepa YAT (Deng et al., 2015) el cual
degradé a la B-cipermetrina. Hasta la fecha, solo
se ha reportado a la especie T. viridae cepa 5-2
como degradadora del piretroide Ciflutrina
mediante cometabolismo (Cycon, M., &
Piotrowska-Seget, 2016), y no se han reportado
otras especies de Trichoderma que degraden a la
cipermetrina. Sin embargo, en el presente estudio
observamos que T. asperellum tuvo la capacidad
de crecer utilizando a la cipermetrina como Unica
fuente de carbono y energia, tal como se observa
enlafigura 1b.

El crecimiento de T. asperellum indica que hubo
un proceso de metabolismo de la cipermetrina.
Los estudios indican que este proceso se inicia con
la hidrdlisis del enlace éster mediante la
carboxiesterasa, resultando en dos subproductos,
el 3-(2, 2-dicloro etenil)-2,2-dimetil-
ciclopropanocarboxilato (o acido permétrico) y el
a -ciano-3-fenoxibenzil alcohol (o a-hidroxi-3-
fenoxibenzenoacetonitrilo) (Pankaj et al., 2016;
Deng et al., 2015). Este ultimo metabolito es muy
inestable, y mediante una reaccién espontanea se
convierte a 3-fenoxibenzaldehido, el cual
mediante la deshidrogenasa se convierte en acido
3-fenoxibenzoico (3-PBA) (Deng et al., 2015).
Este dltimo metabolito puede ser degradado
mediante dos formas: (1) directamente a acido
protocatecoico y fenol, o (2) puede ser modificado
a acido 3-hidroxi 5-fenoxibenzoico mediante la
accion de una hidrolasa, con la cual se escinde el
enlace éter y se producen metabolitos como el
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fenol y el acido galico. El fenol producido en
ambas formas es convertido mediante la
hidrolasa a catecol. Por ultimo, el catecol, los
acidos protocatecoico y galico son convertidos a
cadenas lineales de acido de olefina, el cual es
oxidado a didxido de carbono (Deng et al.,
2015). Este modelo de metabolismo de la
cipermetrina fue propuesto para A. niger cepa
YAT, el cual fue utilizada para tratar de explicar la
posible utilizacion de la cipermetrina por T.
asperellum (Deng etal., 2015).

La figura 1c muestra el crecimiento de T.
asperellum en el medio que contenia clorpirifos
como Unica fuente de carbono. La degradacion
de este plaguicida ha sido ampliamente
estudiada. Se han aislado y caracterizado
muchas cepas, en su mayoria de bacterias
pertenecientes al género Bacillus vy
Pseudomonas (Kumar et al., 2018; John &
Shaike; 2015; Chishti et al., 2013). Mientras que
hay poca cantidad de especies fungicas capaces
de degradar al clorpirifos (Bhagobaty, 2006).
Entre ellos podemos mencionar a A. niger (Omar,
1998; Mukherjee & Gopal, 1996), A. terreus, A.
tamarii, Penicilium sp., T. harzianum (Omar,
1998), Cladosporium cladosporioides cepa Hu-
01 (Lin et al., 2011), entre otros. Esta Ultima
cepa fue capaz de degradar completamente al
clorpirifos. T. asperellum no ha sido reportada
con anterioridad, pero si se han reportado a T.
viride y T. harzianum como degradadores de
este organofosforado clorado (Mukherjee &
Gopal, 1996; Omar, 1998).

Con respecto a la ruta metabdlica del clorpirifos,
la degradacién se inicia con la actividad de la
hidrolasa de organofosforados (OPH, por sus
siglas en inglés) (Richins et al., 1997), la cual
rompe el enlace P-O del fosfotriéster resultando
en dos metabolitos, el 3,5,6-tricloro-2-piridinol
(TCP) vy dietilfosfato (DETP) (Singh & Walker,
2006; John & Shaike, 2015; Chishti et al., 2013).
En menor cantidad pueden aparecer otros
metabolitos como: desetil clorpirifos, clorpirifos
oxon, destil clorpirifos oxon y el 3,5,6-tricloro-2-
metoxipiridina (TMP) (John & Shaike, 2015;
Chishti et al., 2013). EI TCP puede ser degradado
a TMP, y posteriormente a didxido de carbono, a
través del ciclo de Krebs (Chowdhury et al.,
2008). ElI DETP puede ser degradado a etanol y

acido fosofrotioico (Singh & Walker, 2006; John &
Shaike, 2015).

En la tabla N° 1 se muestra que existe diferencia
significativa entre las velocidades de crecimiento
de T. asperellum cuando crece utilizando como
Unica fuente de carbono a la glucosa (control) y a
los plaguicidas (P < 0.05). Esto puede deberse a
que la glucosa es una molécula simple
(monosacarido) en comparacién con las
estructuras complejas de los plaguicidas, los
cuales requieren de la secrecion de enzimas para
transformarlos en subproductos degradables.
Otra razon es la presencia de transportadores de
glucosa presentes en las membranas de la hifa del
hongo, lo cual facilitaria la captacion de la glucosa
y su metabolismo. En el medio de cultivo que
contenia a la cipermetrina como Unica fuente de
carbono fue donde T. asperellum mostré una
mayor velocidad de crecimiento (2.88 = 0.05
mm/dia) que cuando crecia en el medio con
clorpirifos (2.74 = 0.05 mm/dia). Sin embargo, no
se observa diferencia significativa entre estas dos
velocidades de crecimiento. Por otro lado, esta
diferencia en los valores de la velocidad de
crecimiento puede ser explicado debido a la
estructura quimica y a los grupos funcionales que
presentan cada plaguicida (Deng et al., 2015;
Aislabie & Lloyd-Jones, 1995). La cipermetrina es
un analogo a las piretrinas naturales, por
consiguiente, en el ambiente hay
microorganismos con las enzimas necesarias para
degradarlas (Huang et al., 2018). Sin embargo, en
el caso del clorpirifos, es un compuesto sintético
que no tiene analogos en la naturaleza, ademas de
poseer tres moléculas de cloro, puesto que los
agroquimicos con mas sustituyentes de cloro en
su estructura pueden afectar su recalcitrancia y su
resistencia a su degradacion microbiana (Aislabie
& Lloyd-Jones, 1995; Chowdhury et al., 2008).

En conclusién, T. asperellum puede crecer a partir
de la degradacién de plaguicidas del tipo
piretroide y organofosforado clorado como Ia
cipermetrina y el clorpirifos respectivamente.
Ademas, estos plaguicidas pueden ser usados
como Unicas fuentes de carbono. Esta notable
caracteristica le confiere el potencial para ser
aplicados como biorremediadores en suelos
donde se aplican estos plaguicidas.
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