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Parametros de calidad de cuatro tipos de formulaciones a base
de Trichoderma asperellum y Purpuricillium lilacinum
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Resumen:

El género Trichoderma y en menor grado Purpureocillium, han sido estudiados
ampliamente por sus propiedades como microorganismos benéficos y su eficacia en el
control de enfermedades. Sin embargo, la eficacia biolégica, no es la Unica medida que
se considera al momento de formular un microorganismo; la viabilidad, la pureza y la
concentracién en la formulacion, son caracteristicas importantes para asegurar el éxito
en campo. El propésito de este estudio fue probar distintos tipos de formulaciones
(granulos, polvos, liquidos) registrar su comportamiento en el tiempo, utilizando las
variables viabilidad, concentracion y pureza para seleccionar las mejores formulaciones
en funcién de estos pardmetros. Como resultado se obtuvo que los bioformulados a
base de T. asperellum presentaron mayor estabilidad durante el almacenamiento,
siendo més estables las formulaciones sélidas secas en comparacién con los productos
liquidos. En los formulados para P. lilacinum, se observé que la presentacion de polvos
mojables muestran la concentracion y la estabilidad mas alta en el tiempo.
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Abstract:

The genus Trichoderma and to a lesser extent Purpureocillium, have been studied
extensively for their properties as beneficial microorganisms and their effectiveness in
disease control. However, biological efficacy is not the only parameter considered when
formulating a microorganism; viability, purity and concentration in the formulation are
important characteristics to ensure success in the field. The aim of this study was to
access different types of formulations (granules, powders, liquids) to record their
behavior over time, using the variables viability, concentration and purity to select best
formulations based on these parameters. As a result, it was obtained that the
bioformulates based on T. asperellum showed greater stability during storage, with dry
solid formulations being more stable in comparison with liquid products. In terms of the
P. lilacinum formulations, it was observed that the presentation of wettable powders
showed the highest concentration and stability over the time.

Keywords: Trichoderma; Purpureocillium; viability; purity; concentration
1. Introduccién

La llamada revolucién verde, iniciada en la década de los afios 50, ha causado un
impacto importante y a la vez negativo en el ambito de la agricultura y el ambiente (Djurfeldt
et al., 2005). Como parte de las alternativas para el manejo ambientalmente sostenible de
los problemas fitosanitarios de los cultivos, se destaca el uso de hongos benéficos tales
como los del género Trichoderma asperellum (Samuels, Lieckf y Nirenberg, 1999)
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caracterizado y usado en el control bioldgico por sus cualidades de micoparasitismo,
antibiosis y antagonismo de hongos fitopatégenos (Harman, 2005; Masunaka et al., 2011),
competencia por los nutrientes y capacidad de promover el crecimiento (Inbar et al., 1994).
Algunas cepas de Trichoderma spp., son agentes eficaces de control biol6égico contra
varios patégenos de plantas demostrando resultados positivos en ensayos experimentales
(Govindasamy y Balasurbramanuan, 1989; Jayaraj et al., 2006).

La capacidad antagdénica de Trichoderma spp., sobre fitopatégenos ocurre
principalmente por micoparasitismo, el cual depende de la secrecion de complejas
enzimas hidroliticas capaces de degradar la pared de la célula huésped. La actividad
antifingica de la a-1,3-glucanasa (EC 3.2.1.59, enzimas capaces de degradar a-1,3-
glucanos y también denominadas mutanasas) se han descrito en Trichoderma harzianum
y T. asperellum (Sanz et al., 2004).

Asimismo, Purpureocillium lilacinum (Hywel-Jones y Samson, 2011) es otra especie
fungica que ha demostrado un interesante potencial para ser desarrollado como
herramienta de control biol6gico, debido a su actividad nematicida (Nufiez et al., 2012) y
entomopatogena (Castillo et al., 2014).

Para la utilizacion de estos microorganismos como agentes de control biolégico es
necesario desarrollar sistemas de produccion y formulacion que permitan contar con
productos de la misma o mayor eficacia que los productos quimicos; una adecuada y
suficiente vida util es uno de los requisitos para la aceptacion y comercializaciéon de un
producto bioldgico. La estabilidad en almacenamiento depende de factores externos como
la temperatura, la humedad relativa y el tipo de empaque utilizado, lo que determina el
tiempo durante el cual se mantienen las caracteristicas iniciales del agente biol6gico y por
lo tanto su actividad biocontroladora (Santos et al., 2012).

El uso de formulaciones basadas en microorganismos esta creciendo
constantemente con la finalidad de reducir el uso de pesticidas (Gerhardson, 2002).
Estudios en todo el mundo han desarrollado formulaciones de distinto tipo, algunas puras
0 mixtas, con uno o mas microorganismos benéficos (Arora et al., 2010); en cuanto a la
presentacion se han formulado granulos recubiertos, polvos solubles, suspensiones
liguidas y emulsiones (Jones y Burges, 1998). Sin embargo, un sustrato ideal no solo debe
contener particulas de correctas dimensiones, sino también mantener la integridad
estructural durante la preparacion para el proceso de produccién (L6pez et al., 2015).

El propésito de esta investigacion fue evaluar distintos parametros asociados a la
calidad de producto formulado con cepas de T. asperellum y P. lilacinum.

2. Materiales y Métodos

Esta investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Control Bioldgico de la Estacién
Experimental Santa Catalina del INIAP (temperatura de 18.6 °C y humedad relativa de
54%).

2.1. Microorganismos

Los aislamientos de los hongos Trichoderma asperellum y Purpureocillium lilacinum
fueron obtenidos del laboratorio de Nematologia de la Estacion Experimental Litoral Sur,
se utilizaron las cepas G8 de T. asperellum y ECU-1 de P. lilacinum, las cuales fueron
aisladas y cultivadas en cajas de Petri con PDA incubadas por 8 dias a 28°C.

2.2. Produccion masiva de esporas de T. asperellum y P. lilacinum

Para la obtencién de conidios secos de los hongos, se realiz6 la produccién masiva
utilizando como sustrato arroz pilado de grano entero con una humedad del 25%, contenido
en bolsas plésticas y esterilizado a 121 °C por 15 minutos. La inoculacion se realizé con
10 mL de suspension de conidios (2,59 x 10 ° conidios/mL) por cada 100 g del sustrato

Enfoque UTE, V.9-N.4, Dec.2018, pp. 145 - 153



147

estéril. Posteriormente las bolsas inoculadas se incubaron a 25 °C por el lapso de 5 dias
en el caso de T. asperellum y 7 dias para P. lilacinum.

Para formulaciones en polvo mojable y concentrado emulsionable 100 g de arroz
esporulado se trasvasaron a fundas de papel Kraft para permitir el secado y a continuacién
se realiz6 la cosecha de esporas mediante tamizaje. Los conidios secos recuperados se
almacenaron en desecadores a 26 °C para la ganancia de humedad ambiental. Las
formulaciones en granulos dispersables y cubiertos se realizaron mediante lavado directo
de 100 g de sustrato utilizando 40 mL de agua estéril con Tritén al 0.001%.

2.3. Formulacion de granulos dispersables

Para la formulacion de T. asperellum se emplearon 43.31% de caldo madre, 4.08%
de material aglutinante, 52.62% de material dispersante. Ademas, en la formulacion de P.
lilacinum se us6 35.18% de caldo madre, 4.66% de material aglutinante y 60.16% de
dispersantes. En ambos casos, se utilizé un extrusor manual para formacién de granulos.
El material extruido se sec6 a temperatura ambiente (= 15 °C) por 5 dias y luego se empaco
en bolsas metalizadas selladas al calor.

2.4. Formulacion de granulos cubiertos

Se prepar6 una pasta de recubrimiento conformada por 4% del agente espesante,
4% de material transportador liquido y 92% de caldo madre. Esta se mezcl6 en proporcion
1:3 con el soporte mineral sélido y cuando este estuvo completamente hiumedo, se agregé
un material secante en polvo en proporcion 1:1 con respecto al soporte utilizado.
Finalmente se adicion6 otra cantidad igual de material secante hasta obtener flujo libre en
los granulos cubiertos, los cuales se colocaron en bandejas para acelerar su secado y
posteriormente se empacaron en bolsas metalizadas selladas al calor. El proceso fue
realizado en la misma proporcion para ambas especies de hongos.

2.5. Formulacién de polvos mojables

Para el caso de T. asperellum se mezclé 45% del material transportador, 45% del
agente dispersante, 7% del aglutinante y 3% de esporas secas. Para P. lilacinum se
combin6 42% del material transportador, 42% del agente dispersante, 6% del aglutinante
y 10% de esporas secas. Los prototipos una vez formulados fueron empacados en bolsas
metalizadas selladas al calor.

2.6. Formulacién de concentrado emulsionable

Para este prototipo se utiliz6 aceite mineral como portador liquido. Para T.
asperellum los porcentajes fueron 99.25% del aceite, 0.50% del agente surfactante y 0.25%
de espora seca. Para el caso de P. lilacinum se utilizé 92.55% de aceite, 5.00% del agente
surfactante y 2.45% de esporas secas. Las suspensiones oleosas se mezclaron el agente
surfactante y la espora seca, luego se agitaron a 150 rpm por 30 minutos y luego por 200
rpm por 15 minutos, finalmente se envasaron en recipientes plasticos y se almacenaron a

una temperatura de 6 °C.
2.7. Estudio de estabilidad en almacenamiento

En formulaciones sélidas se emplearon 90 muestras empacadas en bolsas de
aluminio con cierre hermético de 500 g de capacidad (10 cm x 17 cm). En la formulacion
liquida se utilizaron 30 frascos plasticos (transparentes de 500 mL) Las muestras se

almacenaron en una estanteria ubicada en un cuarto con temperatura 16 + 2 °C. El estudio
fue disefiado completamente al azar, con arreglo factorial, la unidad experimental fue de
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una bolsa o frasco por tipo de formulacion y por especie de hongo, con 30 réplicas por cada
tratamiento, con un total de 240 unidades. El muestreo se realizé en bolsas independientes,
descartando luego la bolsa pero utilizando material del mismo lote para la evaluacion en el
tiempo. Las evaluaciones se realizaron cada 15 dias durante dos meses se evaluaron los
parametros que se describen a continuacion:

2.8. Concentracioén

Se tomaron 30 muestras de 1 g o 1 mL de cada formulacion, los cuales fueron
reconstituidos utilizando 9 mL de una solucién de Tritdbn X-100 al 0.1%. Se realizaron
diluciones seriadas desde 10t hasta 10¢, de las tres primeras diluciones se tomaron 20 yL
y se colocaron en camara Neubauer para determinar la concentracion de conidios
utilizando un microscopio Optico (Olympus, BX-41). Las evaluaciones se realizaron en tres
ocasiones, la primera el dia del empacado del bioformulado, la segunda a los 30 dias y la
tercera a los 60 dias.

2.9. Viabilidad

Se evalud la viabilidad expresada como la capacidad de germinacion de los conidios
en los formulados. Se sembré 100 pl de diluciones seriadas 10, 10° y 10“ en medio de
cultivo PDA con adicion de acido lactico (320 ul L) y Tritén X-100 al 0,1%. Las cajas de
Petri fueron incubadas 25°C por un periodo de 4 dias para formulaciones a base de T.
asperellum y 6 dias para el caso de P. lilacinum, momento en que se realiz6 el recuento
de unidades formadoras de colonia (UFC). Las evaluaciones se realizaron el dia de
envasado del producto y a los 15, 30, 45 y 60 dias de almacenamiento. EIl calculo de
viabilidad se realizé utilizando la siguiente férmula:

Viabilidad (UFC/g) = promedio de colonias del hongo x factor de dilucion x factor de
siembra de 10 (1000 pL /100 pL)

2.10. Pureza

Con las siembras realizadas en las cajas Petri para la evaluaciéon de la viabilidad de
los microorganismos, se contabilizd el nimero de colonias de hongo benéfico en cada caja
Petri, en las diluciones de 104, 10°y 10°. Se realizaron 4 evaluaciones en periodos de 15
dias, la primera evaluacion se realiz6 el dia del empaquetado o envasado del bioformulado,
el calculo se efectud aplicando la siguiente férmula (Castro, 2013).

Pureza (%) = Concentracion de Trichoderma (niumero de colonias x el factor de
dilucién) / concentracion de microorganismos totales (concentracion del benéfico +
concentracion de los contaminantes) x 100

2.11. Analisis estadistico

Mediante un disefio completamente al azar con arreglo factorial 4 x 2 (cuatro tipos de
formulacion y dos especies de hongos antagonistas) con 30 observaciones por tratamiento.
El analisis de los bioformulados, incluy6 los siguientes parametros: (I) concentracion de
conidios en el tiempo, (II) viabilidad en el tiempo, y (lll) porcentaje de pureza de las
formulaciones en el tiempo. Cada uno de estos pardmetros fue analizado estadisticamente
de manera individual con base a la especie de microorganismo, T. asperellum y P.
lilacinum, respectivamente. En todas las variables evaluadas se se empleé el andlisis
estadistico de la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis. La comparacion de medias para
porcentaje de pureza, concentracion y viabilidad se realizé con el test de Wilcoxon Rank,
todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software R version 3.2.2.
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3. Resultados y Discusién

3.1. Viabilidad del formulado

Con respecto a T. asperellum el test de Kruskal Wallis para datos no paramétricos
determind que no hubo significancias estadisticas para el factor dia (df= 597, p=0.824), por
lo que se infiere que la viabilidad se mantuvo estable en el tiempo, sin embargo, en lo que
respecta al factor tipo de formulacion se observé que existen diferencias estadisticas
significativas (df= 597, p<0.001) y que fueron los formulados de granulos solubles y
cubiertos aquellos que mantuvieron sus esporas viables en mayor cantidad respecto a las
formulaciones liquidas y en polvo (Tabla 1). Sin embargo, Kumar et al. (2014) menciona
gue las formulaciones a base de aceite son adecuadas para ser utilizadas en aspersiones
foliares por tener vida util prolongada por lo que este tipo de bioformulado es muy utilizado
en la agricultura.

En las formulaciones de P. lilacinum se observé un comportamiento diferente,
observandose diferencias altamente significativas para el factor dia (df=597, p<0.001) y
para el factor tipo de formulacion (df=597, p<0.001). Se observa que a los 60 dias la
germinacion disminuye en todas las formulaciones independientemente del tipo. Ademas
se observa que la formulacion liquida fue aquella que present6 los valores mas bajos y que
su comportamiento en el tiempo fue mas variable (Tabla 1); resultado opuesto al
encontrado por Cardona et al. (2014) quien reporté que la formulacion liquida de
Purpureocilllium sp. (cepa comercial) mantuvo una viabilidad estable, lo que indicaria que
hay una variacion entre cepas de este hongo. Ademas, Barra et al. (2018) indico que tipo
de sustrato utilizado como portador para un formulacion tiene efecto sobre la viabilidad de
P. lilacinum, resultado que también se produjo en este estudio.

Tabla 1. Cantidad de conidios (UFC g'l) de T. asperellum G8 y P. lilacinum PL-ECU-1 viables en

formulaciones almacenadas durante 60 dias a 25 °C.
Tiempo de almacenamiento (dias)
0 15 30 45 60

Granulos solubles 1.6x108 1.83x108 1.7x10®8 1.73x108 1.7x108

Especies Formulacién

Trichoderma Granulos cubiertos  1.6x108 1.6x108 1.7x108 1.6x10%8 1.6 x108
asperellum
G8 Polvos mojables 4.2x107 4.7x107  4.2x107 4.9x107 3.6 x107

Liquido 3.0x10% 2.8x10°  2.8x10%° 2.6x106 2.4 x106
Gréanulos solubles 3.1x10%8 2.4x108  2.2x108 2.3x10%8  1.1x108
Egg‘?ﬁ;‘:ﬁc”i“m Granulos cubiertos ~ 3.2x108  2.1x108  2.0x108 2.0x108  1.2x108
PL-ECU-1 Polvos mojables 1.7x108  1.3x108 1.7x108 1.7x108  1.1x108
Liquido 7.4x108  9.1x10%°  8.1x10% 2.0x107  1.6x107

Si bien las formulaciones presentaron valores fluctuantes estos son minimos, no
varian en el exponencial de viabilidad, por lo que se consideran estables en el tiempo de
dos meses (Tabla 1). De acuerdo con estudios realizados por Ruiz, Gomez y Villamizar
(2015) las pérdidas de viabilidad de las formulaciones almacenadas a temperatura
ambiente son del 5% formulaciones de polvos mojables y del 17,3% en formulaciones
granuladas. En el presente estudio se observa que las formulaciones de polvos mojables
tuvieron una pérdida del 14% en su viabilidad para Trichoderma asperellum y un 35% para
P. lilacinum.

En general, Kumar et al. (2014) menciona que los hongos antagonistas que se
multiplican usando un portador organico tienen una vida util mas larga que los formulados
con portadores inertes o inorganicos.
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3.2. Concentracion del formulado

Con respecto a T. asperellum la prueba de Kruskal - Wallis determiné que hubo
diferencias significativas para el factor dia (df= 237, p<0.001) y para el factor tipo de
formulacion (df= 237, p<0.001). Kumar et al. (2014) menciona que la concentracion minima
de Trichoderma debe ser de 2 x 10° UFC g! en un medio selectivo, los resultados
mostrados en la Tabla 2 indican que todas las formulaciones alcanzaron este nivel de
concentracion.

En las formulaciones de P. lilacinum también se observaron diferencias altamente
significativas para el factor dia (df=237, p<0.001) y para el factor tipo de formulacion
(df=237, p<0.001). Las formulaciones de granulos cubiertos resultaron ser las mas estables
en el tiempo tanto en T. asperellum como en P. lilacinum.

Como se observa en la Tabla 2, las formulaciones presentaron valores fluctuantes
pero estos estos son minimos, no varian en el exponencial de la concentracion en el
tiempo. Para las formulaciones de granulos solubles de T. asprellum se observa una
disminucién en la concentracion de 26% en el lapso de dos meses. Sin embargo, para en
las formulaciones de P. lilacinum se observa un incremento en la concentracion del 16% lo
cual indica que probablementen existi6 humedad en el almacenamiento de las
formulaciones y a su vez esto produjo un incremento en la tasa reproductiva del hongo.
Otra probable causa del aumento de la concentracion se pudo deber a la variacion de
concentracion debido al muestreo aleatorio para seleccionar las bolsas dentro del lote.

Tabla 2. Concentracion de los conidios (UFC g'l) de T. asperellum G8 y P. lilacinum PL-ECU-1 en
formulaciones almacenadas durante 60 dias.

Tiempo de
Cepa Formulacién alrpacenamlento
(dias)
0 60
Granulos solubles 3.4x108 2.5x108
T. asperellum  Granulos cubiertos 1.0x108 3.1x108
G8 Polvos mojables 1.7x108 5.6x108
Liquido 2.6x107 1.9x107
Granulos solubles 8.60x108  1.0x10°
P. lilacinum Granulos cubiertos 6.4x108 6.4x108
PL-ECU-1 Polvos mojables 6.7x108 6.4x108
Liguido 3.5x10° 1.0x108

3.3. Pureza del formulado

Cuando los productos fueron almacenados y se contabilizé cada 15 dias el
porcentaje de pureza. En T. asperellum no se evidencié un incremento del porcentaje de
contaminantes para el factor formulacién, debido a que no se obtuvieron diferencias
estadisticas significativas (df=597, p=0.06). Sin embargo, se presentaron diferencias
significativas para el factor tiempo (df=597, p=0.002), lo cual indica que el nUmero de dias
de almacenamiento influye en el porcentaje de contaminacion.

Con respecto a P. lilacinum no se observaron diferencias estadisticas significativas
para ninguno de los dos factores tiempo y tipo de formulaciéon (df=597, p=0.07) y (df=597,
p=0.225) respectivamente, lo cual indica que el tiempo de almacenamiento y el tipo de
formulacion hasta los 60 dias no afecta de manera negativa a la pureza. Barra et al. (2018)
encontré que en formulaciones con sustrato de particulas el porcentaje de pureza estaba
alrededor de 99%, mientras que en formulacion de polvo la pureza era baja con valores
desde 23 a 75%; sin embargo, en nuestro estudio todos los valores de pureza fueron sobre
el 98% para todos los tipos de formulacion (Tabla 3).

Se obtuvieron valores de contaminaciébn no superiores al 2% en todas las
formulaciones, tanto para T. asperellum como para P. lilacinum (Tabla 3). Los valores que
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se obtuvieron estan acordes con los pardmetros de calidad que sugieren Marin et al.
(2002), quienes sefalan que las formulaciones comerciales tienen una pureza adecuado
cuando esta excede el 80%. Estos porcentajes minimos de contaminacion al igual que la
fluctuacion en los valores se pueden deber a contaminantes ambientales que pudieron
ingresar al producto durante el proceso de formulacion ya que no se realizan en
condiciones de esterilidad absoluta.

Tabla 3. Porcentajes de pureza en formulaciones de bioplaguicidas de T. asperellum G8 y P.
lilacinum ECU-1 en formulaciones almacenados durante 60 dias a 16 +2 °C.

Tiempo de almacenamiento (dias)

Cepa Formulacién 1 15 30 5 60
Granulos solubles  98.57 98.45 99.95 98.81 99.81

T. Granulos

asperellum cubiertos 99.72 99.86 98.71 98.84 99.78

G8 Polvos mojables 99.17 98.87 99.49 99.70 100.00
Liguido 98.74 98.43 98.50 98.59 99.36
Granulos solubles  98.99 100.00 98.86 99.62 100.00

o Gréanulos

P achu™  cubiertos 9988 9577 985 9889 0908
Polvos mojables 99.48 98.64 99.78 99.62 99.89
Liguido 99.88 99.94 98.71 99.94 99.97

En general, se puede apreciar que realizar un control de calidad durante el
almacenamiento del producto, tomando en cuenta los pardmetros de viabilidad,
concentracion y pureza es obligatorio para garantizar la calidad del formulado, puesto que
cuando el control de calidad es inadecuado, la contaminacién microbiana del producto final
es inevitable. Por esta razén debe reconocerse que los procedimientos de control de
calidad pueden ser mas complejos y tecnolégicamente mas exigentes que los propios
procedimientos de produccién (Jenkins y Grzywacz, 2003).

4. Conclusiones

La formulacién granulada obtuvo los mejores resultados en concentracion de
esporas Yy viabilidad de los microorganismos. Este tipo de formulacion fue la mas adecuada
en las condiciones de evaluacién de este estudio. Ademas, las formulaciones liquidas
fueron las menos efectivas debido a los valores bajos de los parametros mencionados
anteriormente. La pureza obtenida en todos los tipos de formulacion fue alta, lo que
garantiza la calidad del proceso de formulacion. Estos resultados son favorables para el
posicionamiento comercial de las formulaciones en polvo y granulos evaluadas en el

presente trabajo, ya que soportan bien temperaturas ambientales de 25 °C no requiriendo
cadena de refrigeracién para su transporte y almacenamiento.
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