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Resumen. El uso continuo y excesivo de insecticidas piretroides ha generado numerosos
problemas ambientales y de salud publica, por lo que su eliminacién del medio ambiente es
un tema de interés. Los recursos biolégicos como microorganismos 0 enzimas, con capacidad
de degradar o eliminar plaguicidas, se han convertido en una herramienta poderosa para la
remediacion de los ambientes contaminados con estos compuestos, considerando esto, el
objetivo de este trabajo fue evaluar la tolerancia de Trichoderma asperelloides TF5 a distintas
concentraciones de cipermetrina, con el fin de analizar su potencial para ser utilizado en
biorremediacion. Para la realizacion del estudio, se utilizd un medio de cultivo sélido (PDA)
papa dextrosa agar con concentraciones de cipermetrina de 10, 100, 200, 500, 1000 y 2000
mg/L. Se evalud el crecimiento micelial y el porcentaje de inhibicion del crecimiento de
Trichoderma en funcion de las diferentes concentraciones. Los resultados demostraron, a
partir de un grafico de regresion lineal, que el 50% de inhibicién del crecimiento micelial se
alcanza con una concentracion de 1150 mg/L, comparable a la utilizada en campo. Por lo
tanto, Trichoderma asperelloides TF5, debido a su tolerancia evidenciada, muestra un
potencial prometedor para su aplicacion en procesos de biorremediacion.

Palabras clave: insecticida, piretroide, tolerancia, biorremediacion, micorremediacién.

Abstract. The continuous and excessive use of pyrethroid insecticides has generated
numerous environmental and public health problems, making their removal from the
environment a topic of interest. Biological resources such as microorganisms or enzymes, with
the ability to degrade or eliminate pesticides, have become a powerful tool for the remediation
of environments contaminated with these compounds. The objective of this research was to
evaluate the tolerance of Trichoderma asperelloides TF5 to various concentrations of
cypermethrin and to analyze its potential for use in bioremediation. For the study, a solid culture
medium (PDA) with cypermethrin concentrations of 10, 100, 200, 500, 1000, and 2000 mg/L
was used. Mycelial growth and the percentage of growth inhibition of Trichoderma were
evaluated as a function of the different concentrations. The results demonstrated, based on a
linear regression graph, that 50% inhibition of mycelial growth is achieved with a concentration
of 1150 mg/L, a concentration comparable to that used in the field. Therefore, Trichoderma
asperelloides TF5, due to its demonstrated tolerance, shows promising potential for application
in bioremediation processes.

Keywords: insecticide, pyrethroid, tolerance, bioremediation, mycoremediation.
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Introduccion

Los plaguicidas, considerados contaminantes organicos persistentes, generan preocupacion por su presencia
y efectos adversos en diversos ecosistemas. A pesar de que los residuos de pesticidas pueden degradarse
mediante procesos fisicos, quimicos y bioquimicos, su alta estabilidad y solubilidad en agua permiten su
persistencia en el medio ambiente (Odukkathil y Vasudevan, 2013). En Paraguay, la agricultura se ha convertido
en la base para el desarrollo economico, con proyecciones de un incremento del 4,9% en el PIB agricola para el
afio 2024 (CAPECO, 2024). Este crecimiento implica la utilizaciéon de grandes extensiones de terreno y el uso
intensivo de defensivos agricolas, algunos de los cuales presentan caracteristicas ecotoxicolégicas con potenciales
efectos negativos en el medio ambiente (Lopez Arias et al., 2021).

Entre los plaguicidas mas utilizados destacan dos grupos principales: los organofosforados, empleados tanto
en aplicaciones agricolas como domiciliarias, y los piretroides, compuestos sintéticos derivados de la piretrina
natural que han ganado popularidad en la agricultura en las Ultimas décadas debido a su eficacia (Gajendiran y
Abraham, 2018). Sin embargo, el uso continuo y excesivo de los piretroides ha generado preocupacion por sus
impactos ambientales y en la salud publica, ya que se ha demostrado que pueden causar toxicidad reproductiva,
neurotoxicidad y alteraciones en el sistema hormonal (Chen et al., 2011; Kaur y Singh, 2021).

La cipermetrina es un insecticida de amplio espectro que se utiliza ampliamente para el control de plagas en
cultivos agricolas y entornos domésticos. A pesar de su eficacia, sus residuos pueden tener un impacto negativo
significativo en el medio ambiente y los organismos vivos (Kaur y Singh, 2021). La cipermetrina presenta una
toxicidad alta para peces e invertebrados en concentraciones tan bajas como 10ug/L (Lin et al., 2011).

La eliminacion de plaguicidas del medio ambiente es un tema de interés para los investigadores hoy en dia.
Durante los Ultimos afios, el uso de recursos bioldgicos para degradar o eliminar pesticidas se ha convertido en
una poderosa herramienta para su degradacion y remediacion. Entre los recursos bioldgicos, los hongos se han
caracterizado y aplicado ampliamente para la biodegradacién y biorremediacidn de plaguicidas, entre los cuales
se encuentra la cipermetrina (Magbool et al., 2016).

Dentro de los hongos se encuentra el género Trichoderma, este hongo se destaca por su capacidad de
adaptarse y producir diversos metabolitos de interés biotecnoldgico y ambiental, como enzimas y compuestos
promotores del crecimiento vegetal. Este hongo se emplea como agente de biocontrol contra hongos fitopatégenos
gracias a su versatilidad metabdlica y a sus multiples mecanismos de accion. Ademas, Trichoderma es capaz de
degradar una amplia gama de biomasa vegetal y compuestos mas complejos, incluyendo plaguicidas, lo que
sugiere su potencial en la biorremediacion de estos productos quimicos (Hernandez-Melchor et al., 2019). La
habilidad de Trichoderma para degradar plaguicidas se atribuye a su capacidad para producir enzimas hidroliticas
(Tripathi et al., 2013; Rios et al., 2019).
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Por esta razén, el presente trabajo de investigacion se enfocé en evaluar la tolerancia de una cepa nativa de
Trichoderma asperelloides a distintas concentraciones de cipermetrina de uso comercial, con el fin de analizar su

potencial de ser utilizado en biorremediacién de suelos contaminados.

Materiales y Métodos

Obtencién y activacion de la cepa

La cepa de Trichoderma asperelloides TF5 fue cedida para este trabajo por el Mycology Investigation and Safety
Team del Centro Multidisciplinario de Investigaciones Tecnolégicas (CEMIT) de la Universidad Nacional de
Asuncion (UNA). La activacion de la cepa se llevo a cabo en las instalaciones de la Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales (FACEN-UNA), la inoculacion se realizé tomando un explante de la cepa proveida en medio papa-
dextrosa-agar (PDA), la misma se mantuvo a temperatura ambiente (25°C) durante 7 dias.

Insecticida y Medio de Cultivo

Se utilizd el insecticida de uso agricola Bulltrim® cuyo principio activo es cipermetrina 25%. Este insecticida
pertenece al grupo de piretroides, siendo ampliamente utilizado en los cultivos de importancia agricola.

Para evaluar la tolerancia de Trichoderma se prepararon medios de cultivos PDA y se afiadieron diferentes
concentraciones de cipermetrina (0, 10, 100, 200, 500, 1000, 2000 mg/L) (Castellanos Gonzalez et al., 2015). Los
medios de cultivo con las diferentes concentraciones fueron distribuidos en placas Petri de 90 x 15 mm. La placa
control contenia Unicamente el medio PDA sin adicion de cipermetrina.

Crecimiento y Tolerancia de Trichoderma asperelloides TF5 a distintas concentraciones de cipermetrina

Se sembraron discos de agar de 5 mm de diametro con micelio fingico en placas Petri con las diferentes
concentraciones de cipermetrina mencionadas anteriormente. Cada tratamiento fue realizado por duplicado. Las
mismas fueron incubadas a 28°C y el diametro de las colonias se midio luego de 1, 4 y 7 dias de crecimiento. Los
valores obtenidos se utilizaron para obtener el porcentaje de inhibicion radial de los tratamientos respecto al control,

donde se aplicd la formula utilizada en (Castellanos Gonzalez et al., 2015):
Porcentaje de Inhibicion = ((X —Y)/X)x100

Donde;

X= diametro en cm de la colonia en la placa control
Y= diametro en cm de la colonia en la placa tratada

Para obtener la concentracién de cipermetrina que inhibe el 50% del crecimiento fungico se promediaron los
porcentajes de inhibicion obtenidos del Dia 1,4y 7'y se calculd utilizando una ecuacion lineal obtenida por la recta

de la gréfica de regresion lineal (concentracion vs. porcentaje de inhibicidn).
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Analisis Estadistico
Los datos de didametro de crecimiento radial obtenidos de cada tratamiento se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA), y una prueba de comparacidn de medias (Tukey, a=0,05) mediante el programa SPSS version

21. Los gréficos fueron realizados utilizando el software Excel.

Resultados

La Figura 1 muestra los valores del diametro promedio de las colonias de Trichoderma asperelloides (cepa TF5)
cultivadas en diferentes concentraciones de cipermetrina (0, 10, 100, 200, 500, 1000 y 2000 mg/L) a los dias 1, 4
y 7 después de la siembra, bajo condiciones de incubacion a 28°C.

En el dia 1, se observo crecimiento flngico en todas las placas tratadas con concentraciones de cipermetrina
de hasta 1000 mg/L, excepto en las tratadas con 2000 mg/L. El mayor crecimiento (2,3+0,14 cm de diametro) se
registré en las placas control (O mg/L de cipermetrina). No se detectaron diferencias significativas en el diametro
promedio de las colonias entre el control y las placas tratadas con 10, 100, 200, 500 y 1000 mg/L.

Para el dia 4, las placas control y las tratadas con 10 mg/L de cipermetrina alcanzaron el diametro maximo de
las colonias fungicas (8,5 cm). Las placas con 100 mg/L mostraron didmetros similares (8,2+0,02 cm), sin
diferencias significativas en comparacion con el control. Sin embargo, las placas tratadas con 200 mg/L
presentaron un diametro de 7,8+0,14 c¢m, significativamente menor que el control. Las concentraciones mas altas
(500, 1000 y 2000 mg/L) mostraron reducciones significativas en el diametro de las colonias, con valores de
4,6£0,25 cm, 4,1£0,09 cm y 1,35+0,02 cm, respectivamente. En el dia 7, las placas tratadas con 100 mg/L y 200
mg/L de cipermetrina alcanzaron diametros méximos similares a las placas control, con valores de 8,5+0,00 cm y
8,4+0,16 cm, respectivamente (Figura 1). Las placas con concentraciones de 500 mg/L y 1000 mg/L presentaron
didmetros de 7,8+0,66 cmy 7,6+0,31 cm, respectivamente. En este dia, no se observaron diferencias significativas
entre las concentraciones de 10, 100, 200, 500 y 1000 mg/L y el control. Por el contrario, las placas tratadas con

2000 mg/L mostraron una diferencia significativa en el crecimiento, con un didmetro de 1,9+0,47 cm.
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Figura 1. Diametros de colonias de Trichoderma asperelloides TF5 a diferentes concentraciones de cipermetrina
en PDAtras 1, 4 y 7 dias de crecimiento. Letras diferentes indican diferencias significativas segun Tukey
(0=0,05).

La Figura 2 presenta los porcentajes de inhibicion del crecimiento fungico en comparacion con el control, bajo
diferentes concentraciones de cipermetrina en los dias 1, 4 y 7 de crecimiento.

En el dia 1, los porcentajes de inhibicién variaron entre el 19,3+1,01% y el 33,6+1,01% para las placas tratadas
con concentraciones de cipermetrina de 10, 100, 200, 500 y 1000 mg/L. Mientras que las placas tratadas con 2000
mg/L mostraron una inhibicion completa del crecimiento fungico.

En el dia 4, las placas tratadas con 10 mg/L no presentaron inhibicién del crecimiento, alcanzando diametros
maximos equivalentes a los del control, lo que resultd en un porcentaje de inhibicién del 0%. Los porcentajes de
inhibicién para las concentraciones de 100 y 200 mg/L fueron del 4,1£0,3% y 8,2+1,7%, respectivamente. Las
concentraciones de 500 y 1000 mg/L mostraron inhibiciones mas altas, con valores del 45,7+£3,1% y 51,4+1,1%,
respectivamente. La concentracion mas alta, 2000 mg/L, presentd un porcentaje de inhibicién del 84,1+0,3%. En
el dia 7, no se observé inhibicién en las placas tratadas con 10 y 100 mg/L, con porcentajes de inhibicion del 0%.
Para las concentraciones de 200, 500 y 1000 mg/L, los porcentajes de inhibicién fueron del 1,4+1,94%, 8,2+7,76%
y 11,243,6%, respectivamente. La concentracion de 2000 mg/L mantuvo un alto nivel de inhibicién con un
porcentaje del 77,315,55%.

La Figura 4 muestra imagenes representativas del crecimiento de Trichoderma asperelloides en placas de Petri
en el dia 7 de incubacion, bajo diferentes concentraciones de cipermetrina. Se observa claramente una reduccion
del crecimiento micelial a medida que aumenta la concentracién del insecticida, siendo casi nulo el crecimiento a
2000mgl/L.
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Utilizando la ecuacién derivada de la grafica de regresion lineal que relaciona la concentracion de cipermetrina
con el porcentaje de inhibicidn (Figura 3), se estimd que la concentracion de cipermetrina necesaria para inhibir el

50% del crecimiento fungico es de aproximadamente 1150 mg/L.
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Figura 2. Inhibicion de crecimiento fungico (%) a distintas concentraciones de cipermetrina en PDA. Letras
diferentes indican diferencias significativas segun Tukey (a=0,05).
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Figura 3. Regresion lineal de la relacion entre la concentracion de cipermetrina y el porcentaje de inhibicion de
crecimiento fungico de Trichoderma asperelloides TF5 en medio PDA.
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Figura 4. Crecimiento micelial de T. asperelloides TF5 en PDA a diferentes concentraciones de cipermetrina en el
Dia 7. a) Control (0 mg/L) b) 10mg/L c) 100mg/L d) 200mg/L e) 500mg/L f) 1000mg/L g) 2000mg/L.

Discusion

Dentro del reino Fungi el género Trichoderma ha sido un importante foco de investigaciones, no solo por su
potencial en el control de fitopatégenos sino también por su adaptabilidad a condiciones de cultivo estresantes o
ambientes contaminados; diversos estudios han demostrado la capacidad de varias especies con capacidad de
crecer en presencia de plaguicidas, lo que es crucial para que Trichoderma pueda ser utilizado eficazmente en
ambientes agricolas donde estos compuestos estan presentes. Las especies mas utilizadas para estos fines de
investigacion son T. harzanium, asperellum y virens (Mendarte-Alquisira et al., 2024).

El hongo Trichoderma exhibe tolerancia a insecticidas a través de diversos mecanismos. La adaptacion inicial,
evidenciada por el crecimiento micelial tras las primeras horas de exposicion, es crucial (Andrade-Hoyos et al.,
2023). La detoxificacién se lleva a cabo mediante mecanismos moleculares de produccion de enzimas que son
capaces de descomponer un insecticida en compuestos menos toxicos, como la actividad de la peroxidasa.
También se ha propuesto la actividad de la quitinasa como biomarcador de procesos de desintoxicacion en
sistemas contaminados con insecticidas. La biotransformacion, otra capacidad enzimatica, consiste en la utilizacion
de los insecticidas como fuente de carbono y energia (Mendarte-Alquisira et al., 2024).

La tolerancia a los agroquimicos varia entre especies e incluso cepas de Trichoderma; la comprension de los
mecanismos de tolerancia se vuelve imprescindible para ayudar a desarrollar cepas con resistencia a
agroquimicos especificos (Andrade-Hoyos et al., 2023).

Sabogal-Vargas et al. (2023), evaluaron el crecimiento de T. asperellum e identificaron crecimiento micelial en
cultivos con diferentes concentraciones del insecticida organofosforado Clorpirifos® de uso agricola. El estudio
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incluy6 la evaluacion simultanea de su capacidad antagonista contra Botrytis sp. en cultivos duales, y no fueron
observados efectos significativos en esta capacidad en comparacion con los controles.

Otras especies reportadas son T. koningii, T. virens y T. atroviride, las cuales demostraron la tolerancia en
medio solido a concentraciones de 200 ppm del insecticida H24®, compuesto por piretroides incluyendo permetrina
como uno de los ingredientes activos (Mendarte-Alquisira et al., 2024).

Sin embargo, los reportes sobre la especie Trichoderma asperelloides y su tolerancia a insecticidas han sido
muy limitados. Chaparro et al. (2011), han reportado tres cepas de T. asperelloides que fueron capaces de crecer
y esporular en medios conteniendo un 75% de las dosis recomendadas para aplicacion en campo de
combinaciones de fungicidas quimicos.

En este estudio se demostr6 que, la cepa TF5 de Trichoderma asperelloides, tras siete dias de tratamiento, no
present6d diferencias significativas en el crecimiento micelial en comparacion con el control, incluso a
concentraciones de cipermetrina de hasta 1000 mg/L (Figura 1), lo que indica una potencial capacidad de tolerancia
natural al insecticida.

La tolerancia de Trichoderma a agroquimicos y otros contaminantes lo convierte en un candidato prometedor
para la biorremediacion de suelos y aguas contaminadas. Rios et al., 2019., han demostrado la capacidad de T.
asperellum de crecer utilizando como Unica fuente de carbono al insecticida cipermetrina, indicando que hubo una
sintesis de biomoléculas a partir de macroelementos tomados del medio y del insecticida.

El uso de cepas nativas de hongos en la biorremediacion presenta ventajas importantes, ya que al estar
adaptados a las condiciones locales, pueden degradar contaminantes de manera mas eficiente y minimizar riesgos
ecolbgicos asociados a la introduccion de especies foraneas. Ademas, la amplia diversidad enzimatica de estos
hongos favorece la transformacion de compuestos toxicos en sustancias menos dafiinas, haciendo que el proceso
sea mas sostenible (Pointing, 2001; Harms et al., 2011).

La tolerancia mencionada anteriormente no se observé en el tratamiento con una concentracion de 2000 mg/L,
donde el crecimiento micelial fue muy limitado. Este tratamiento resulté en un porcentaje de inhibicion del
crecimiento del 77% al final del ensayo (Figura 2). En estudios previos, se han reportado porcentajes de inhibicién
similares con T. harzianum, con un 66% de inhibicion utilizando 2000 mg/L de cipermetrina (Castellanos Gonzalez
etal., 2015).

La compatibilidad de ciertas especies de Trichoderma con fungicidas especificos permite combinar ambos
enfoques, reduciendo potencialmente la dependencia de quimicos y mejorando la sostenibilidad del control de
enfermedades. Terrero Yépez et al. (2018), analizaron la compatibilidad de cuatro especies de Trichoderma con
fungicidas utilizados en cacao.

El estudio mostré buena compatibilidad de T. ovalisporum con el fungicida quimico Azoxistrobina (Bankit®) en
dosis altas y bajas, lo que indica que el hongo posee mecanismos moleculares para coexistir y potencialmente
mantener su eficacia como agente de control biolégico en ambientes con la presencia de este quimico (Terrero
Yépez et al., 2018).
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En el presente estudio, la concentracion de cipermetrina necesaria para inhibir el 50% del crecimiento micelial
de Trichoderma asperelloides TF5 se estimd en 1150 mg/L mediante un modelo de regresion lineal, con un
coeficiente de determinacion de 0.95 (Figura 3). Este resultado es comparable con el obtenido por Castellanos
Gonzalez et al. (2015), quienes reportaron una inhibicién del 47.7% en el crecimiento de T. asperellum a una
concentracion de 1000 mg/L de cipermetrina. Ambos estudios sugieren una eficacia similar de la cipermetrina para
inhibir el crecimiento micelial en diferentes especies.

El valor resultante puede considerarse relativamente elevado teniendo en cuenta las concentraciones
recomendadas en campo que, si bien varian dependiendo del cultivo y de las plagas que se requieran tratar, para
cultivos horticolas es de 100 mg/L (Castellanos Gonzélez et al., 2015), y las recomendaciones del fabricante del
insecticida utilizado en este estudio varia de 100-1000 mg/L. Por lo que se espera que la cepa TF5 de Trichoderma
asperelloides, utilizada en este estudio, sea capaz de tolerar las concentraciones de cipermetrina de uso a campo

para control integrado de plagas.

Conclusiones

Los resultados presentados en este estudio demostraron que la cepa TF5 de Trichoderma asperelloides ha
evidenciado tolerancia a concentraciones altas de cipermetrina, estimando una inhibicién del 50% de crecimiento
micelial a una concentracion de 1150mg/L de cipermetrina, siendo esta concentracion comparable a la utilizada
regularmente en campo. La capacidad de esta cepa de tolerar niveles elevados del insecticida abre posibilidades
para su aplicacion en la descontaminacién de suelos y ecosistemas afectados por este compuesto quimico. La
utilizacién de la cepa TF5 de Trichoderma asperelloides podria contribuir a mitigar los efectos nocivos de la

cipermetrina en el medio ambiente.
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