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RESUMEN

El presente estudio se enfocó en la caracterización bioinformática de genes 
asociados a la degradación del plaguicida clorpirifós en cepas del género 
Trichoderma aisladas de suelos de la Quebrada de Humahuaca. Mediante 
herramientas moleculares y bioinformáticas, se analizaron las secuencias 
nucleotídicas obtenidas a partir de ADN extraído de las cepas Trichoderma 
harzianum y Trichoderma asperelloides. Los resultados evidenciaron la 
presencia de genes asociados a la degradación de clorpirifós. El análisis 
filogenético permitió identificar una alta homología con secuencias de 
proteínas hipotéticas de Trichoderma harzianum. Estos hallazgos destacan 
el potencial biotecnológico de Trichoderma spp. para aplicaciones en 
biorremediación ambiental.
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SUMMARY 

This study focused on the bioinformatic characterization of genes 
associated with the degradation of the chlorpyrifos pesticide in the genus 
Trichoderma strains isolated from soils in the Quebrada de Humahuaca 
(Humahuaca Gorge). Using molecular and bioinformatic tools, nucleotide 
sequences obtained from DNA extracted from Trichoderma harzianum and 
Trichoderma asperelloides strains were analyzed. The results showed the 
presence of genes associated with chlorpyrifos degradation. Phylogenetic 
analysis allowed the identification of a high homology with hypothetical 
protein sequences of Trichoderma harzianum. These findings highlight 
the biotechnological potential of Trichoderma spp. for applications in 
environmental bioremediation.
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INTRODUCCIÓN

El clorpirifos es un plaguicida organofosforado de amplio espectro extensamente utilizado en contextos 
agrícolas e industriales, que se emplea en cultivos como frutas, hortalizas, granos, nueces, así como en 
el manejo de ganado, plantas ornamentales, campos de golf y tratamientos de madera (Watts, 2012). 
Su denominación según la IUPAC es O,O-dietil O-3,5,6-tricloro-piridil-2-il fosforotioato, y su disposición 
estructural es responsable de su función como insecticida y de sus propiedades fisicoquímicas, entre las 
que destacan su baja solubilidad en agua y su alta afinidad por sedimentos y materia orgánica (Figura 
1) (Watts, 2012). Comercialmente, se distribuye bajo nombres como Lorsban, Dursban, Suscon Green, 
Empire y Equity, siendo uno de los insecticidas más utilizados a nivel mundial, con propiedades que 
incluyen una elevada persistencia ambiental, capacidad de bioacumulación y toxicidad significativa para 
humanos y otros organismos no plagas. Estas características han llevado a su clasificación como posible 
contaminante orgánico persistente (COP), de acuerdo con los criterios establecidos por la Convención de 
Estocolmo (Watts, 2012).

A B

Figura 1: Representación estructural 2D (A) y conformación 3D (B) del clorpirifós. La molécula presenta un anillo piridínico 
con tres átomos de cloro en las posiciones 3, 5 y 6, unido a un grupo fosforotioato. (Watts,2012); National Center for 

Biotechnology Information (2024).

El clorpirifos actúa inhibiendo irreversiblemente la enzima acetilcolinesterasa (AChE), lo que genera 
una acumulación excesiva de acetilcolina en las sinapsis y provoca la sobreestimulación de receptores 
nicotínicos y muscarínicos en el sistema nervioso central y periférico (Figura 2). Esta sustancia representa 
un riesgo significativo para la salud humana debido a sus efectos adversos, tanto agudos como crónicos. 
Los efectos agudos incluyen síntomas como náuseas, vómitos, diarrea, debilidad muscular y dificultad 
respiratoria, pudiendo ser letales en casos extremos (cita). La exposición crónica a bajas dosis se ha 
asociado con alteraciones neurológicas, disfunción cognitiva, trastornos del comportamiento y un mayor 
riesgo de desarrollar enfermedades graves como cáncer y problemas endocrinos (Cita). Además, se han 
reportado afecciones relacionadas que incluyen obesidad, diabetes, síndrome metabólico, alteraciones 
del microbioma, trastornos del neurodesarrollo y enfermedades neurodegenerativas; por lo que se 
sospecha de otros blancos moleculares que podría estar afectando también además de la inhibición de 
la AChe (Eaton et al., 2008; Eddleston et al., 2008; Watts, 2012; Ventura et al., 2016; Burke et al., 2017; Liang 
et al., 2019; von Ehrenstein et al., 2019).
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Figura 2: Mecanismo de acción e inhibición de la acetilcolinesterasa. Caro-Gamboa, et al., (2020). 

Este compuesto organofosforado presenta propiedades fisicoquímicas que le otorgan un elevado 
potencial de transporte, permitiéndole desplazarse largas distancias desde las áreas donde ha sido 
aplicado. Como ha sido señalado por Watts (2012), esta sustancia se encuentra de manera sistemática 
en ecosistemas tan distantes como el Ártico, donde su presencia ha sido detectada en aire, hielo, nieve, 
sedimentos y organismos vivos, con registros tan antiguos como 1971. Este comportamiento confirma 
su capacidad para acumularse en entornos remotos y cumplir con los criterios de transporte a largas 
distancias establecidos por la Convención de Estocolmo (Watts, 2012). La dispersión transfronteriza 
de residuos de clorpirifós ha sido documentada en regiones alejadas de las áreas de producción 
agrícola, afectando tanto fuentes naturales como productos de origen vegetal y animal; como es el 
caso de Dinamarca y varios estados de la Unión Europea, donde a pesar de la prohibición de su uso 
aproximadamente un 33% de los cítricos importados desde Asia y otras regiones de la UE aún contienen 
residuos de este compuesto (Foong et al., 2020). Este fenómeno pone de manifiesto la insuficiencia de 
las prohibiciones aisladas, incluso en países desarrollados, para controlar la propagación global del 
clorpirifós. Esta limitación se explica por el hecho de que países en desarrollo, como India y China, 
mantienen su uso debido a su bajo costo y alta efectividad en el control de plagas (Foong et al., 2020). En 
este contexto, Watts (2012) subrayan la necesidad de tomar medidas internacionales coordinadas para 
mitigar los riesgos ambientales asociados al clorpirifós.
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Dentro de estas medidas, la biorremediación se presenta como una opción prometedora, siendo una 
tecnología ambiental que utiliza la capacidad natural de los organismos vivos o sus productos para reducir, 
eliminar o transformar compuestos tóxicos en sustancias inocuas o menos contaminantes (Garbisu & 
Alkorta, 2001). La biorremediación se caracteriza por el empleo de diversos organismos, seleccionados 
por su capacidad para degradar compuestos tóxicos en el ambiente. Las bacterias y los hongos son 
especialmente relevantes debido a su versatilidad metabólica y adaptación a diversas condiciones 
ambientales. Al elegir microorganismos degradadores para aplicaciones biotecnológicas, se considera 
que la selección de organismos autóctonos es preferible para evitar impactos negativos en la microflora 
nativa (Rico & Pola, 2018). En los sistemas de biorremediación se emplean tanto microorganismos 
como sus enzimas de forma directa (Theriot & Grunden, 2011). Incluso, se trabaja en la utilización de 
microorganismos y/o enzimas modificadas para entornos complejos, ampliando las posibilidades de esta 
tecnología (Ronda et al., 2019; Xu et al., 2021). Dentro de los microorganismos estudiados, las bacterias 
han sido ampliamente investigadas debido a su capacidad degradativas, destacándose por la producción 
de fosfotriesterasas (PTE) y las organofosforohidrolasas (OPH), las cuales han sido identificadas como 
altamente eficaces en la degradación de una variedad de compuestos organofosforados. Estas enzimas, 
codificadas por los genes opd y mpd, se han aislado de bacterias como Flavobacterium sp., Pseudomonas 
diminuta y Agrobacterium radiobacter (Sun et al., 2019). Mientras que los hongos, aunque fundamentales 
en los procesos de degradación natural, han sido menos estudiados en comparación con las bacterias. 
Druzhinina et al., (2018) subrayan la necesidad de estudiar hongos del género Trichoderma, por ser 
ampliamente reconocidos debido a su capacidad única para descomponer compuestos orgánicos, 
derivada en gran medida de la transferencia lateral de genes. 

En estudios llevados a cabo por Sun et al., 2020 se han reportado genes claves involucrados en la 
tolerancia y degradación de compuestos organofosforados en Trichoderma atroviride, los cuales destacan 
por su relevancia en procesos de bioremediación. El gen hex1 ha sido descrito como fundamental para 
regular la tolerancia al estrés inducido por pesticidas, particularmente los diclorvos. Este gen participa 
en la síntesis de ergosterol en la membrana celular y en la formación de cuerpos de “Woronin”, lo que 
disminuye la extravasación de electrolitos durante condiciones de estrés químico. Además, hex1 modula 
la expresión de transportadores ABC, enzimas como el citocromo P450 y la glutatión-S-transferasa, 
contribuyendo así a la detoxificación y degradación del pesticida. En el mismo estudio, el gen tapdr2 
ha sido descrito como codificante de un transportador ABC, desempeñando un papel esencial en la 
resistencia a los diclorvos. Se ha demostrado que su eliminación reduce significativamente la tolerancia 
al compuesto, evidenciando su importancia en los mecanismos de defensa celular. Por último, Sun et al. 
(2020), destacan que el gen tapon1-like, que codifica la enzima TaPon 1-like, ha sido identificada como 
responsable de la hidrólisis inicial de enlaces P-O en compuestos organofosforados, siendo crucial para 
su degradación. La eliminación del gen tapon1-like en cepas knockout ha demostrado una reducción 
significativa en la eficiencia de degradación de diclorvos, lo que confirma su función crítica en el proceso 
bioquímico de degradación (Sun et al., 2020). Además, estudios de expresión en Escherichia coli han 
permitido la purificación de la proteína recombinante reTaPon1-like, la cual ha mostrado actividad en la 
degradación de múltiples sustratos, incluidos los compuestos organofosforados (Sun et al., 2020). Este 
gen muestra también similitudes estructurales importantes con el gen que codifica para la paraoxonasa 
humana (HuPON1), particularmente en su dominio de propela de seis aspas β y los sitios de unión al 
calcio, esenciales para su actividad catalítica. En estudios de comparación de secuencias, tapon1-like ha 
mostrado una homología con HuPON1, lo que respalda la hipótesis de que existe una evolución funcional 
convergente entre las paraoxonasas de Trichoderma y las de otros organismos, como los mamíferos, 
hallazgos que subrayan el potencial de Trichoderma en aplicaciones biotecnológicas para la remediación 
ambiental de pesticidas organofosforados (Sun et al., 2020).

En la provincia de Jujuy, se han llevado a cabo estudios de caracterización de cepas de hongos del 
género Trichoderma aisladas de suelos de la Quebrada de Humahuaca. Dichas cepas se han identificado 
como Trichoderma asperelloides y Trichoderma harzianum (Álvarez, Benítez Ahrendts & Yasem de Romero, 
2023). Por lo tanto, en base a los antecedentes descritos se propone como hipótesis de trabajo que el ADN 
de los hongos del género Trichoderma aislados de suelos de la Quebrada de Humahuaca contiene genes 
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codificantes de proteínas implicadas en la degradación de clorpirifós.

Objetivos de la Investigación: Identificar y caracterizar genes codificantes de proteínas degradadoras 
de clorpirifós, a partir de ADN de hongos del género Trichoderma, aislados de suelos de la Quebrada de 
Humahuaca. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

El ADN genómico utilizado pertenece a cepas del género Trichoderma, suministradas por la Cátedra 
de Fitopatología de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Jujuy. La cepa 70 
corresponde a Trichoderma harzianum, y la cepa 76, a Trichoderma asperelloides. La extracción de ADN 
fue realizada empleando el kit EasyPure Genomic DNA conforme al protocolo del fabricante.

Diseño y síntesis de cebadores

El diseño de cebadores específicos se realizó utilizando el servicio Primer-BLAST, a partir de las 
secuencias nucleotídicas del gen tapon1-like, obtenidas mediante la herramienta BLAST. En este proceso 
se consideraron parámetros esenciales como la longitud de los cebadores, la temperatura de fusión (Tm) 
y la ausencia de autocomplementariedad. Los cebadores seleccionados, forward y reverse, poseen 20 
nucleótidos de longitud, característica clave para garantizar estabilidad y eficiencia en la amplificación. 
Las temperaturas de fusión determinadas para ambos cebadores se aproximaron a 60°C. Los cebadores 
diseñados fueron:

- Forward: 5´-ACAACTCGTATGTGCAGCGA-3´

- Reverse: 5´-TGCAGCACCTTCTCCTTTCT-3´

La optimización de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR: Polymerase Chain Reaction) incluyó 
el cálculo de las temperaturas de fusión o melting (Tm) utilizando la fórmula:

Tm = 4 × (G + C) + 2 × (A + T)

Donde: 

G, C, A y T representan la cantidad de bases nitrogenadas Guanina, Citosina, Adenina y Timina en cada 
cebador.

La temperatura de annealing o hibridación (Ta) fue determinada mediante la ecuación:

Ta = (  ) − 5

Donde:

Tmf: Temperatura de fusión del cebador forward

TmR: Temperatura de fusión del cebador reverse

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

La mezcla reactiva (Master Mix) contiene ADN genómico de Trichoderma spp., cebadores (forward 
y reverse), nucleótidos libres, solución buffer y la enzima Taq polimerasa. La temperatura de melting 
se estableció en 60°C, mientras que la temperatura de annealing se calculó en 55°C, conforme a las 
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recomendaciones del NCBI y los cálculos realizados. La mezcla fue sometida a un ciclado térmico que 
incluyó fases de desnaturalización, alineamiento y extensión, repetidas en 35 ciclos para amplificar el 
ADN objetivo.

Evaluación y secuenciación de amplicones

Los amplicones generados fueron evaluados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v), lo 
que permitió estimar su tamaño y pureza. Los productos amplificados se enviaron a MacroGen para su 
secuenciación, utilizando la tecnología Applied Biosystems modelo 3730XL.

Edición y análisis de secuencias

Las secuencias nucleotídicas obtenidas fueron editadas con el software Chromas, eliminando 
posiciones terminales. Posteriormente, se realizó un análisis filogenético mediante BLAST, utilizando el 
algoritmo neighbor-joining con 1.000 réplicas de bootstrap. La secuencia está siendo procesada para 
su depósito en el Archivo Europeo de Nucleótidos (ENA, European Nucleotide Archive), garantizando su 
accesibilidad para futuras investigaciones.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

1. Amplificación de genes implicados en la degradación de clorpirifós

Se realizó la PCR para amplificar posibles genes codificantes de proteínas degradadoras de clorpirifós 
en las muestras de ADN obtenidas de cepas del género Trichoderma aisladas de suelos de la Quebrada de 
Humahuaca. Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) 
y teñidos con el intercalante Diamond™ Nucleic Acid Dye para su visualización bajo luz ultravioleta en 
transiluminador (Figura 3). Los resultados indicaron que las cepas 70 y 76 presentaron una amplificación 
clara de fragmentos con un tamaño entre 1.500 y 2.000 pares de bases.

Figura 3: Gel de agarosa al 1%. Productos de PCR a partir de ADN genómico (ADNg). de las cepas 70 (T. harzianum) y
76 (T. asperelloides). 
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2. Edición de la secuencia de nucleótidos obtenida 

A partir de las secuencias Forward y Reverse de nucleótidos obtenidas de la secuenciación, se ha llevado 
a cabo la edición mediante el software Chromas (Figura 4). Por motivos de calidad de las secuencias, se ha 
decidido trabajar únicamente, en los análisis posteriores, con la Secuencia Nucleotídica Forward editada 
de la cepa 70 (SN-F.edit/700), la cual tiene una longitud de 1.057 pb.

Figura 4: Cromatograma. Sección editada en Chromas de la secuencia nucleotídica Forward del amplicón de la cepa 70. 

3. Comparación y análisis de la secuencia SN-F.edit/70

La comparación de la SN-F.edit/70 mediante BLAST permitió identificar tres alineamientos con valores 
significativos en similitud y cobertura en GenBank (Figura 5). El alto porcentaje de identidad observado 
en los alineamientos sugiere una posible función conservada entre estas proteínas. Además, los valores 
de E obtenidos (0.0; 2x10⁻¹²⁸ y 2x10⁻¹⁰⁸) fueron extremadamente pequeños, indicando alta confiabilidad 
en los resultados y reforzando la fiabilidad de las coincidencias en las tres secuencias analizadas.

El alineamiento con mayor coincidencia se obtuvo con una secuencia nucleotídica que codifica para 
una proteína hipotética de Trichoderma harzianum CBS 226.95, caracterizado por un 75% de cobertura 
y un 94.69% de identidad, lo que indicó un alto grado de homología. El valor máximo de puntuación 
(Max Score) alcanzó 1164, lo que valida esta secuencia como la más confiable, permitiendo inferir 
similitudes estructurales y funcionales (Altschul et al., 1990). En contraste, el alineamiento con una 
proteína no caracterizada de Trichoderma breve presentó un 30% de cobertura y un 95.03% de identidad. 
Aunque el porcentaje de identidad fue alto, la menor cobertura y un Total Score de 473 sugirieron una 
coincidencia global menos significativa, posiblemente atribuible a la longitud de la secuencia o a regiones 
conservadas más cortas (Altschul et al., 1990). Finalmente, se encontró un alineamiento con una proteína 
no caracterizada de Trichoderma aggressivum f. europaeum, que mostró un 30% de cobertura y un 91.06% 
de identidad.
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Figura 4: Alineamiento en BLAST de SN-F.edit/70 con proteínas hipotéticas y/o no caracterizadas de Trichoderma spp.

4. Construcción del árbol filogenético

En base al análisis anterior se construyó un árbol filogenético mediante BLAST para analizar la relación 
entre la SN-F.edit/70 y las tres secuencias nucleótidos que codifican para proteínas no caracterizadas 
o hipotéticas de Trichoderma harzianum, Trichoderma breve y Trichoderma aggressivum f. europaeum 
(Figura 5). Los resultados son consistentes con la interpretación que señala una relación más cercana 
entre la SN-F.edit/70 y una secuencia nucleotídica de la cepa CBS 226.95 de T. harzianum, que codifica 
para una proteína hipotética (M431DRAFT_503877).

Para garantizar la robustez filogenética del árbol construido, se estableció un umbral máximo de 
divergencia nucleotídica entre las secuencias de 0,75. Este parámetro define la fracción máxima de sitios 
en los que dos secuencias presentan bases distintas en la región alineada. Aquellas parejas de secuencias 
que superan este umbral son excluidas del análisis filogenético, con el fin de evitar la inclusión de 
secuencias evolutivamente demasiado distantes. Es importante destacar que la distancia evolutiva entre 
secuencias, estimada a partir de la matriz de distancias, asume una relación lineal entre la proporción de 
sitios distintos y el número de sustituciones nucleotídicas por sitio. Sin embargo, esta relación se debilita 
a medida que aumenta la divergencia secuencial. Por consiguiente, para valores superiores a 0,5 en el 
parámetro de divergencia máxima, aunque la agrupación de secuencias sea generalmente confiable, las 
longitudes de las ramas internas pueden subestimar la distancia evolutiva real entre secuencias muy 
divergentes (NCBI, 2024).

Figura 5: Dendrograma de secuencias nucleotídicas de Trichoderma spp. En amarillo la secuencia Query SN-F.edit/70 
muestra su posición relativa en el árbol filogenético. Un valor de distancia de 0.03 sugiere que los organismos 

representados por los clados separados por esa distancia están relativamente cercanos evolutivamente. 

CONCLUSIÓN

A través de análisis bioinformáticos se confirmó la presencia de genes codificantes de proteínas 
implicadas en la degradación de clorpirifós en cepas del género Trichoderma aisladas de suelos de la 
Quebrada de Humahuaca. Además, la construcción del árbol filogenético permitió la identificación de 
secuencias nucleotídicas evolutivamente cercanas. 
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