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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

Historia del articulo: Antecedentes: Se desarrollaron 4 prototipos de bioplaguicidas formulados como polvos secos para espol-
Recibido el 30 de abril de 2011 voreo y granulados dispersables a base de 2 aislamientos colombianos de Trichoderma koningiopsis
Aceptado el 9 de noviembre de 2011 cepa Th003 y Trichoderma asperellum cepa Th034, microorganismos con actividad antagonista frente a

On-line el 22 de noviembre de 2011 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y Rhizoctonia solani, con una reduccién de la incidencia de entre el

70y el 100% en cultivos de tomate y papa, respectivamente.

Objetivo: Determinar el efecto de la formulacién sobre la vida ttil de 4 bioplaguicidas a base de
T. koningiopsis Th003 y T. asperellum Th034 a 3 temperaturas diferentes.

Métodos: El efecto de la formulacién se determindé mediante la evaluacién de la germinacién de los

Palabras clave:
Bioplaguicida

Trichoderma spp.

Agente de control biolégico

Vida ttil conidios sin formular y formulados (granulado dispersable y polvo para espolvoreo) almacenados a 8,
Formulacién 18 y 28°C durante 18 meses. Con las cinéticas de germinacién obtenidas se estim6 la vida 1til de los
Biocontrol productos utilizando diferentes modelos matematicos (orden cero, primer orden, segundo orden, modelo

de Higuchi, modelo de Korsmeyer-Peppas y modelo polinomial).
Resultados: Los productos presentaron una alta estabilidad de la germinacién de los conidios cuando
se almacenaron a 8 y 18°C, con vidas ttiles de 14,4 y 13,9 meses para el polvo para espolvoreo a base
de Th003 y de 12,0 y 10,8 meses para la formulacién en polvo a base de Th034, respectivamente. Los
prototipos formulados como granulados dispersables almacenados a las mismas temperaturas (8 y 18 °C)
presentaron menor vida atil, con valores de 11,6 y 10,9 meses para el producto de Th003 y de 10,7 y
7,2 meses para el granulado a base de Th034. En cuanto a los conidios sin formular, estos redujeron
significativamente su germinacién en todas las temperaturas de almacenamiento evaluadas.
Conclusiones: Eltipo de formulacién afect6 la estabilidad de los conidios de los 2 aislamientos colombianos
de Trichoderma spp., siendo el polvo para espolvoreo el bioplaguicida que presentd la mayor estabilidad
y vida ttil en todas las temperaturas evaluadas.
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The effect of the formulation on the shelf-life of biopesticides based on two
colombian isolates of Trichoderma koningiopsis Th003 and Trichoderma
asperellum Th034

ABSTRACT

Keywords: Background: Four biopesticide prototypes formulated as dispersible granules and dry powders based
Biopesticide on 2 Colombian isolates of Trichoderma koningiopsis (Th003) and T. asperellum (Th034) were developed.
Trichoderma spp. These microorganisms have antagonist activity against Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici and Rhizoc-
SBlllc:;igllicf:l control agent tonia sqlam’ with a reduction in incidence of between 70 and 100% in tomato crops and potato crops,
Formulation re'spectlvely. . . . i . .
Biocontrol Aim: To determine the effect of the formulation on the shelf-life of 4 biopesticides based on T. koningiopsis

Th003 and Trichoderma asperellum Th034 at 3 different temperatures.
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Methods: The formulation effect was determined by evaluating the germination of unformulated and
formulated conidia (dispersible granules and dry powder) stored at 8, 18 and 28 °C for 18 months. Germi-
nation kinetics were used to estimate the shelf-life by using different mathematical models (zero order,
first order, second order, Higuchi model, Korsmeyer-Peppas model and polynomial model).

Results: The products showed high stability of the conidia germination when they were stored at 8 and
18° C, with shelf-lives of 14.4 and 13.9 months for dry powder based on Th003, and 12.0 and 10.8 months
for dry powder based on Th034, respectively. Prototypes formulated as dispersible granules stored at
the same temperatures (8 and 18°C) showed lower shelf-lives, with values of 11.6 and 10.9 months
for the Th003 product, and 10.7 and 7.2 months for the dispersible granules based on Th034. Significant
reductions in germination were observed on unformulated conidia at all storage temperatures evaluated.
Conclusions: The formulation type affected the conidia stability of the 2 Trichoderma spp. Colombian
isolates. Dry powder was the prototype with the highest stability and shelf-life at all temperatures

evaluated.

© 2011 Revista Iberoamericana de Micologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Una de las alternativas mdas promisorias para disminuir el
impacto ambiental causado por el frecuente uso de productos qui-
micos para el control de plagas y enfermedades de plantas se centra
en la utilizacién de agentes de control biolégico®. Dentro de estos
agentes destacan los hongos del género Trichoderma, microorganis-
mos que han sido evaluados contra diversos patégenos foliares y del
sueloy como promotores de crecimiento en cultivos de importancia
econémica como tomate, banano, manzana y papa en almacena-
miento, en semillero y en condiciones de campo3”’.

La produccién de metabolitos secundarios con actividad anti-
microbiana, el micoparasitismo y la competencia por espacio y
nutrientes, son los mecanismos de accién clave de Trichoderma3’.
Estos mecanismos de accién pueden actuar de manera sinérgica
sobre diversos fitopatégenos como Septoria triticii en trigo3!, Sclero-
tinia sclerotiorum en soya y lechuga'”, Rhizoctonia solani en soya!3,
Sclerotium rolfsii en pepino cohombrol!”, Alternaria alternata33 y
Fusarium spp. en tomate20 y Pythium splendens en frijol'0. Ademas,
las especies del género Trichoderma son los antagonistas mas utili-
zados a nivel mundial debido a su ubicuidad, a su facilidad para ser
aisladas y cultivadas, a su crecimiento rapido en un gran nimero
de sustratos y a que no son patégenas de plantas®37,

Para la utilizacién de estos microorganismos como agentes de
control biol6gico es necesario desarrollar sistemas de produccién
y formulacién que permitan contar con productos de la misma
o mayor eficacia que los productos quimicos, siendo uno de los
requisitos para la aceptacién y comercializacién de un producto
biolégico su estabilidad bajo condiciones de almacenamiento. Esta
caracteristica se ve influenciada por factores externos como la tem-
peratura, la humedad relativa y el tipo de empaque utilizado, lo
que determina el tiempo durante el cual se mantienen las caracte-
risticas iniciales del agente biolégico y por lo tanto su actividad
biocontroladora2. Para establecer la vida ttil de un producto se
realizan estudios en condiciones de estrés que permiten hacer
predicciones sobre la estabilidad. Estos estudios se basan en la
evaluacién de las caracteristicas del producto a través del tiempo,
utilizando diferentes condiciones de almacenamiento y analizando
los resultados mediante el uso de modelos matematicos que inter-
pretan el comportamiento3.

Para productos a base de microorganismos biocontroladores, la
vida ttil puede depender de varios factores como las caracteristi-
cas de la cepa, el sistema de produccion, el tipo de formulacién y la
temperatura de almacenamiento recomendada. En el caso especi-
fico de Trichoderma spp., los productos registrados a nivel mundial
cuyas formas de presentacion son polvos mojables, granulados dis-
persables, concentrados emulsionables y pellets, tienen vidas tiles
cercanas a los 6 meses cuando son almacenados al vacio y a tem-
peraturas inferiores a 18 °C8. Por ejemplo, para una formulacién
liquida a base de T. asperellum, Kolombet et al. (2007) establecieron
una vida ttil de 6 meses cuando el producto es almacenado a 20°C.

Papavizas et al. (1984) demostraron que conidios de Trichoderma
viride, principio activo del producto Pyrax, presentan una vida
atil inferior a 5 meses cuando se almacena a 30°C. Otros produc-
tos como Trichidex®, Trichoderma 2000® y RootShield® presentan
vidas tiles cercanas a los 6 meses si se almacenan entre 10y 25°C8.

Los aislamientos colombianos de T. koningiopsis Th003 y T. aspe-
rellum ThO34 han demostrado una alta eficiencia para el control
de patégenos foliares y del suelo?’. Por ejemplo, la aplicacién de
Th003 disminuyd entre un 70y 75% la incidencia de Fusarium oxys-
porum f. sp. lycopersici y de R. solani en plantulas de tomate!! y
entre un 87,7 y un 92% la incidencia de S. sclerotiorum en el cul-
tivo de lechuga!2. En otro trabajo, Beltran et al. determinaron que
plantulas de papa tratadas con los aislamientos Th003 y Th034 pre-
sentaron un aumento en el tamafio y una reduccién del 70% en la
incidencia de R. solani'. En el control de patégenos foliares como
Oidium lycopersicum y Botrytis cinerea, la aplicacién de conidios
de Th003 disminuy6 la incidencia de dichos fitopatégenos entre
un 41 y un 60%2829, Teniendo en cuenta los resultados obtenidos
con dichos aislamientos de Trichoderma, se desarrollaron 4 proto-
tipos de bioplaguicidas formulados como polvos para espolvoreo y
granulados dispersables. El objetivo del presente estudio fue deter-
minar el efecto de la formulacién sobre la estabilidad de los conidios
de los 2 aislamientos colombianos de Trichoderma spp., mediante
la estimacién de la vida 1til de los 4 prototipos de bioplaguicidas
almacenados durante 18 meses a 8, 18 y 28°C.

Materiales y métodos
Microorganismos

T. koningiopsis Th003 (aislado de suelo agricola del municipio
de Subachoque, Cundinamarca, Colombia) y T. asperellum Th034
(aislado de suelo agricola del municipio de Cucaita, Cundinamarca,
Colombia) fueron suministrados por el Banco de Germoplasma de
Microorganismos con Interés en Control Biol6gico de CORPOICA.

Produccion y formulacion

La produccién masiva de los microorganismos se realiz
empleando un sustrato previamente estandarizado a base de arroz
cocido estéril33. Para la elaboracién del granulado dispersable,
el sustrato esporulado se mezcl6 con silicato de aluminio coloi-
dal de calidad industrial (Bell-Chem International S.A.) utilizado
como diluente, almidén de calidad alimenticia (Bell-Chem Inter-
national S.A.) empleado como desintegrante, y proteina de leche
(Colanta®) que fue utilizada como agente protector de secado. Una
vez mezclada la biomasa con los excipientes (tabla 1) se realiz6 su
granulacién via himeda por medio de una criba con poros de 1 mm
y el producto hiimedo se secé en estufa a 25+ 1°C por 24 horas.
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Tabla 1
Composicién del granulado dispersable y el polvo para espolvoreo a base de Tricho-
derma koningiopsis Th003 y Trichoderma asperellum Th034

Componente Formulacion
Granulado Polvo para
dispersable espolvoreo
Biomasa flingica 20 0,8
Silicato de aluminio coloidal 55 -
Almidén 15 -
Proteina de leche 10 1,195
Colorante rojo - 0,005
Silicato de magnesio - 98,0

La composicién estd dada en porcentaje de peso en base seca.

Para el polvo para espolvoreo, el sustrato esporulado fue lavado
con una solucién de Tween® 80 al 0,1%, y la suspensién obtenida
se centrifugd a 3.075g durante 30 minutos. La biomasa hiimeda
obtenida fue mezclada con silicato de magnesio USP calidad far-
macéutica (Bell-Chem International S.A.) utilizado como diluente,
proteina de leche (Colanta®) empleada como protector de secado y
un colorante rojo de alimentos (Bell-Chem International S.A.) utili-
zado como absorbente de la radiacién ultravioleta (tabla 1), para su
posterior secado en estufa a 25 + 1 °C durante 24 horas. El material
seco fue posteriormente pulverizado con un molino de cuchillas
IKA modelo A11. Antes de almacenar los bioplaguicidas se realizé
el control de calidad de los mismos determinando la concentracién
de conidios, la germinacién y el porcentaje de humedad por tri-
plicado. Para determinar la germinacion, se puso 1g del producto
en un tubo de ensayo con 9 ml de Tween 80® al 0,1% y se realiza-
ron diluciones seriadas que se sembraron por triplicado en cajas de
Petri con medio agar extracto de malta y se incubaron a 25+2°C
durante 24 horas, tiempo después del cual se cuantificé el nimero
de conidios germinados y no germinados mediante observacion al
microscopio de 10 campos 6pticos, por unidad experimental!4. Para
la concentracién del principio activo se cuantificaron los conidios
enunade las diluciones mediante recuento en cAmara de Neubauer.
El porcentaje de humedad se determiné por medio de la técnica de
pérdida de peso por secado en una balanza de humedad OHAUS
MB4,

Estudio de la estabilidad en almacenamiento

Para el estudio de la vida ttil de los bioplaguicidas se eva-
lué la viabilidad expresada como la capacidad de germinacién de
los conidios formulados como granulado dispersable y polvo para
espolvoreo, durante 18 meses de almacenamiento.

Los tratamientos correspondientes a los conidios formulados
(1g/bolsa) y los conidios secos sin formular (0,1 g/bolsa) se empa-
caron en bolsas de aluminio selladas al vacio. Las muestras fueron
almacenadas a 8 £+2°C, 18 +2°C y 28 £2°C y las evaluaciones se
realizaron cada 3 meses, determinando el porcentaje de germina-
cién de los conidios siguiendo la metodologia previamente descrita.

El disefio del estudio fue completamente al azar, con medidas
repetidas en el tiempo y arreglo factorial. Para cada andlisis se
emplearon 3 unidades experimentales por tratamiento.

Andlisis de resultados

La normalidad y la homogeneidad de la varianza de los resul-
tados fueron determinadas mediante las pruebas de Shapiro Wilk
(95%) y Bartlett (95%), respectivamente. Una vez demostrados estos
principios, se procedi6é a un andlisis de varianza ANOVA y a una
prueba de comparacién de medias de Tukey (95%) utilizando el pro-
grama Statistix versién 7.0 (Analitycal Software, Florida, EE. UU.).

Adicionalmente, las germinaciones de cada producto fueron
correlacionadas con el tiempo utilizando diferentes modelos mate-
maticos para determinar la vida ttil de los mismos, que fue definida
como el tiempo en el cual la germinacién fue igual al 85%22. Los
modelos evaluados fueron32:

Orden cero'?: y = kt

Primer orden'S: Ln(y) = kt

Segundo orden!®: } =kt

Modelo de Higuchi36: y = ky/t

Modelo de Kosmeyer-Peppas36: y = kt"

Modelo polinomial®: y = k + kt + kt + kt3 +. . kt"

Donde y corresponde a la variable germinacion, t al tiempo de
almacenamiento y k a una constante.

Resultados y discusion

Cuando los productos fueron almacenados a las diferentes tem-
peraturas se evidencié una disminucién progresiva en la capacidad
de germinacién de los conidios durante los 18 meses de alma-
cenamiento, como se puede observar en las tablas 2-4. Todas
las formulaciones almacenadas a 8°C presentaron germinacio-
nes superiores al 80% durante el primer afio del estudio, valores
que se encontraron dentro de lo establecido por algunos estan-
dares nacionales e internacionales de calidad, que sugieren dicha
viabilidad como limite minimo de aceptacién para este tipo de
bioplaguicidas?2. Sin embargo, a partir del noveno mes de alma-
cenamiento se presentaron diferencias significativas (F=115,28,
df=35, p<0,0001) entre las germinaciones iniciales y las corres-
pondientes a dicho tiempo, tanto para los conidios sin formular
como para la formulacién granular de las 2 cepas. Para la formula-
cién en polvo, la germinacion se redujo significativamente a partir
de los 12 meses de almacenamiento (tabla 2).

El granulado dispersable y el polvo para espolvoreo a base de T.
koningiopsis (Th003)y de T. asperellum (Th034) almacenados a 18 °C
presentaron un comportamiento similar al observado a 8°C, ya
que las germinaciones iniciales y las observadas en el noveno mes
de almacenamiento fueron estadisticamente diferentes (F=128,81,
df=35, p<0,0001) entre si, tanto para los conidios sin formular,
como para las formulaciones granuladas de las 2 cepas y para la for-
mulacién en polvo de Th034. Por el contrario, para la formulacién en

Tabla 2
Porcentajes de germinacién de los conidios de Trichoderma koningiopsis Th003 y Trichoderma asperellum Th034 en prototipos de bioplaguicidas almacenados durante 18
meses a 8°C
Cepa Formulacién Tiempo de almacenamiento (meses)
0 3 6 9 12 18
T. koningiopsis Th003 Conidios sin formular 94,7 ab 93,4 ab 95,4 a 79,0d 80,5d 0,0i
Granulado dispersable 92,8 ab 95,7 a 96,5 a 87,0 c 86,6 ¢ 70,6 ef
Polvo para espolvoreo 97,5a 96,1a 954a 957 a 89,2 bc 65,9 f
T. asperellum Th034 Conidios sin formular 94,7 ab 954 a 953a 76,0 de 77,1d 0,0i
Granulado dispersable 94,8 a 94,8 a 95,1a 80,0d 82,8d 453 ¢
Polvo para espolvoreo 97,0 a 94,6 a 93,1 ab 91,1 ab 89,6 bc 51,8¢g

Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segtin prueba de Tukey (95%).
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Tabla 3

Porcentajes de germinacion de los conidios de Trichoderma koningiopsis Th003 y Trichoderma asperellum Th034 en prototipos de bioplaguicidas almacenados durante

18 mesesa 18°C

Cepa Formulacién Tiempo de almacenamiento (meses)
0 3 6 9 12 18

T. koningiopsis Th003 Conidios sin formular 94,7 ab 94,0 ab 93,0 abc 70,2 gh 73,4 gh 0,01
Granulado dispersable 92,8 abc 95,6 a 94,6 ab 85,7 cde 83,5de 65,6 h
Polvo para espolvoreo 97,5a 94,8 ab 92,8 abc 91,4 abc 82,8 ef 52,11

T. asperellum Th034 Conidios sin formular 94,7 ab 95,1 ab 95,1 ab 67,7 h 14,1k 0,01
Granulado dispersable 94,8 ab 96,4 a 959 a 81,0 ef 30,1j 10,2 k
Polvo para espolvoreo 97,0 a 93,5ab 91,1 abcd 87,7 bcde 75,7 fg 32,5j

Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segtin prueba de Tukey (95%).

polvo a base de Th003 sélo se detectaron diferencias significativas
a partir de los 12 meses de almacenamiento (tabla 3).

Con respecto a los conidios sin formular de las 2 cepas (Th003 y
Th034), estos presentaron una pérdida significativa de la capacidad
para germinar al noveno mes de almacenamiento, comportamiento
que no se evidenci6 en los productos formulados. Lo anterior
sugiere un efecto protector de las formulaciones sobre los conidios,
posiblemente relacionado con los excipientes empleados para la
elaboracidn de los bioplaguicidas, dentro de los que se encuentran
sustancias protectoras de secadoy compuestos que tienen un efecto
osmorregulador sobre el microorganismo. Varios autores han evi-
denciado este efecto positivo de las formulaciones, por ejemplo
Melin et al. (2006) evaluaron la viabilidad y la concentracién de for-
mulados liquidos a base de la levadura Pichia anomala, almacenados
a diferentes temperaturas y a los cuales se les incorporaron sustan-
cias protectoras de la desecacién. En este trabajo la formulacién
presentd entre un 75 y un 90% de viabilidad después de 4 semanas
de almacenamiento a 4 y 10°C, respectivamente. Sin embargo, la
incorporacion de lactosa o trealosa aumento la viabilidad después
de 12 semanas de almacenamiento en todas la temperaturas eva-
luadas (—20 a 30°C). Los autores concluyeron que este efecto se
debid posiblemente a que la lactosa y la trealosa estabilizaron las
proteinas y los lipidos de la membrana celular cuando la célula fue
sometida al proceso de desecacién.

Las formulaciones de los 2 hongos almacenados a 28 °C presen-
taron un descenso en la capacidad de germinacién del principio
activo desde el tercer mes de almacenamiento, siendo la germina-
cion final significativamente inferior (F=263,03, df=35, p<0,0001)
ala obtenida cuando se inici6 el estudio de estabilidad (tabla 4). Sin
embargo, tanto para el granulado dispersable como para el polvo
para espolvoreo a base de T. koningiopsis (Th003) y T. asperellum
(Th034) almacenados a esta temperatura, la germinacién evaluada
después de 48 horas de incubacién fue mayor que la obtenida a las
24 horas (datos no mostrados). Burges argumenta que el retraso en
la germinacion de los conidios posiblemente se debe a la deshidra-
tacion de los mismos durante el tiempo de almacenamiento, lo cual
incrementala tensién superficial®. Para mejorar la estabilidad de los
bioproductos y disminuir los estados de latencia en el momento de
aplicacion, Jackson et al. recomendaron la utilizacién de soluciones

Tabla 4

de rehidratacién que incluyeran sustancias como dextrinas, disaca-
ridos y monosacaridos, que reducen la tensién superficial y facilitan
la rehidratacién de los conidios?!.

En general, se observé que los bioplaguicidas a base de Th003 y
Th034 almacenados a las 3 temperaturas (8, 18 y 28 °C) presentaron
una disminucién progresiva en la capacidad de germinacién de los
conidios durante los 18 meses de almacenamiento. Sin embargo, el
efecto mas drastico se presenté cuando los bioplaguicidas a base
de las 2 cepas fueron almacenados a 28°C30, Este resultado per-
mite concluir que a mayor temperatura de almacenamiento, mayor
pérdida de viabilidad, comportamiento descrito para diferentes
microorganismos’-15.18:23.24.3439 E| efecto negativo de las altas
temperaturas sobre la viabilidad de los microorganismos durante el
almacenamiento podria deberse a que a mayor temperatura existe
una mayor reactividad de las moléculas, presentindose reaccio-
nes o procesos de degradacién de los auxiliares de formulacién,
cuyos productos pueden ser t6xicos para el principio activo’. De
igual manera, el metabolismo celular a una temperatura alta puede
permanecer activo, lo que causa que los conidios almacenen meta-
bolitos toxicos que reducen drasticamente su viabilidad®.

Resultados similares a los obtenidos en el presente estudio fue-
rondescritos por Elzien et al.(2004), quienes evaluaron la viabilidad
del producto Pesta, cuyo principio activo es F. oxysporum (Foxy 2),
durante 6 y 12 meses de almacenamiento. Este producto present6
una reduccién de la viabilidad de entre el 21 y el 32%. Los autores
atribuyeron este resultado ala pérdida de las reservas enddgenas de
carbono cuando el microorganismo fue almacenado a 25 °C. La dis-
minucién con el tiempo de la concentracién de los principios activos
de los bioplaguicidas también ha sido evidenciada por Kinay y Yil-
diz (2008), quienes evaluaron formulaciones a base de las levaduras
Metschnikowia pulcherrima y Pichia guilliermondii, observando que
las formulaciones almacenadas a 4 °C fueron mas estables que las
almacenadas a 24°C. En dicho trabajo se concluyé que 4°C es la
temperatura de almacenamiento adecuada para mantener la esta-
bilidad de las levaduras y aumentar la vida tatil de las formulaciones,
ya que a 24°C la vida atil de las mismas disminuyé a partir de los 2
primeros meses de almacenamiento.

Para estimar la vida qtil de los productos ensayados, se eva-
lué el ajuste de los porcentajes de germinacién de los conidios en

Porcentajes de germinacién de los conidios de Trichoderma koningiopsis Th003 y Trichoderma asperellum Th034 en prototipos de bioplaguicidas almacenados durante

18 meses a 28°C

Cepa Formulacién Tiempo de almacenamiento (meses)
0 3 6 9 12 18

T. koningiopsis Th003 Conidios sin formular 94,7 ab 85,5 cde 83,2 def 64,8 ij 4,8 mn 0,0n
Granulado dispersable 92,8 abc 86,8 cd 76,2 gh 70,7 hi 8,8 m 0,0n
Polvo para espolvoreo 975a 82,0 defh 76,9 fgh 61,9] 8,4 mn 0,0n

T. asperellum Th034 Conidios sin formular 94,7 ab 87,6 cd 86,6 cd 57,9 jk 3,5mn 0,0n
Granulado dispersable 94,8 ab 85,1 de 84,2 def 75,9 gh 5,6 mn 0,0n
Polvo para espolvoreo 97,0 a 85,9 cd 78,1 efg 50,91 6,6 mn 0,0n

Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas segiin prueba de Tukey (95%).
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Tabla 5

Ajuste de los datos de germinacién vs. tiempo de almacenamiento a diferentes modelos matematicos

Cepa Formulacién Temperatura (°C) Coeficiente de determinaci6n (R?)
Orden Primer Segundo Higuchi  Korsmeyer- Polinémica
cero orden orden Peppas

Trichoderma koningiopsis Th003 Conidios sin formular 8 0,695 0,699 0,171 0,539 0,617 0,997
18 0,759 0,750 0,002 0,592 0,715 0,995
28 0,770 0,602 0,163 0,562 0,503 0,985
Granulado dispersable 8 0,525 0,535 0,747 0,325 0,599 0,949
18 0,699 0,698 0,790 0,478 0,742 0,981
28 0,691 0,581 0,170 0,456 0,509 0,942
Polvo para espolvoreo 8 0,689 0,599 0,634 0,489 0,391 0,984
18 0,720 0,606 0,538 0,519 0,398 0,934
28 0,905 0,675 0,009 0,490 0,469 0,955
Trichoderma asperellum Th034 Conidios sin formular 8 0,737 0,728 0,114 0,546 0,704 0,995
18 0,724 0,620 0,146 0,482 0,550 0,961
28 0,800 0,622 0,192 0,577 0,531 0,962
Granulado dispersable 8 0,712 0,709 0,641 0,522 0,686 0,943
18 0,643 0,588 0,747 0,408 0,528 0,911
28 0,657 0,562 0,170 0,425 0,493 0,931
Polvo para espolvoreo 8 0,674 0,645 0,607 0,555 0,468 0,996
18 0,776 0,749 0,692 0,584 0,548 0,996
28 0,920 0,925 0,014 0,800 0,788 0,985

los tiempos de almacenamiento a diferentes modelos matematicos
(tabla 5). El mejor ajuste correspondi6 al modelo polinomial (tablas
5y 6), de forma similar a lo observado en trabajos previos2>.

Una vez definido el modelo mas adecuado para interpretar el
comportamiento de los datos, se procedi6 a establecer la vida til
de los productos, calculando mediante la ecuacién determinada el
tiempo en el cual la germinacién de los conidios alcanza el 85%.
Este limite se defini6 segin lo recomendado por Jenkins y Grzy-
wacz (2000), quienes establecieron que para garantizar la calidad y
eficacia de bioplaguicidas fingicos durante el almacenamiento se
requiere una viabilidad minima del 85%, estimada como germina-
cién de conidios o recuento de unidades formadoras de colonias. En
este sentido, en la tabla 6 se muestran los valores de vida atil esti-
mados para las distintas formulaciones de los 2 agentes de control
biolégico evaluados.

Para los productos a base de T. koningiopsis Th003 y T. aspere-
llum Th034, los mayores tiempos de vida til se obtuvieron con el
prototipo en polvo almacenado a 8 y 18 °C, con valores entre 10,8
y 14,4 meses. La temperatura de 28°C causé un efecto negativo
sobre los microorganismos, obteniéndose las menores vidas tiles,
que oscilaron entre 2,9 y 5,2 meses, tanto para los productos en
polvo como para los granulados dispersables. Estos resultados con-
cuerdan con los descritos por Papavizas et al., quienes demostraron

Tabla 6

que los conidios T. viride, principio activo del producto Pyrax, no
lograron mantenerse viables por un tiempo superior a 20 semanas
(5 meses) cuando fueron almacenados a 30°C, valor de vida qtil
similar a los obtenidos en el presente estudio para algunos trata-
mientos almacenados a 28 °C.

Los conidios sin formular presentaron vidas Gtiles inferiores a
las obtenidas para los productos formulados en todas las tempera-
turas evaluadas. Estos resultados confirman el efecto protector que
ejercieron los excipientes sobre el principio activo, mejorando su
estabilidad durante el tiempo de almacenamiento y protegiendo
el producto de condiciones ambientales desfavorables. Ademas,
se observo un efecto del tipo de formulacién sobre la estabilidad
de los conidios, obteniendo mayores tiempos de vida ttil para los
2 hongos con el producto en polvo que con los granulados disper-
sables.

Este efecto diferencial de la formulacién sobre la germinacién de
los conidios almacenados podria estar relacionado con las diferen-
cias en la composicién de los productos o en los procesos utilizados
para su manufactura. En este sentido, el granulado dispersable se
elabor6 mezclando directamente el sustrato esporulado con los
auxiliares de formulacién, quedando en este prototipo de biopla-
guicida metabolitos secundarios producto de la fermentacién y
fuentes de carbono disponibles debido al consumo incompleto del

Ecuacién del modelo polinomial y vida Gtil estimada con dicho modelo, para los productos formulados y los conidios sin formular a base de Trichoderma koningiopsis (Th003)

y Trichoderma asperellum (Th034)

Cepa Formulacién Temperatura (°C) Ecuaciéon del modelo Vida dtil (meses)
T. koningiopsis Th003 Conidios sin formular 8 y=-0,0017x°+0,0631x* — 0,818x> +4,0019x> — 6,2916x + 94,547 79
18 y=-0,0019x° +0,0708x* — 0,8805x> + 3,9024x> — 5,3135x + 94,502 6,9
28 y=0,0034x> — 0,1688x* +2,9223x3 — 20,115x% + 34,023x + 95,878 2,9
Granulado dispersable 8 y=0,0036x3 — 0,1969x2 + 1,0565x + 94,494 11,6
18 y=0,0021x> — 0,1598x> + 0,6 133x + 94,654 10,9
28 y=0,006x* —0,1605x> +0,8201x> — 2,8207x + 93,498 4,6
Polvo para espolvoreo 8 =-0,015x> +0,2461x> — 1,316x+97,78 14,4
18 y=-0,0259x3 +0,5101x% — 3,2291x + 98,625 13,9
28 y=0,0545x3 — 1,4912x% +3,9272x + 93,164 4,6
T. asperellum Th034 Conidios sin formular 8 y=-0,0014x> +0,0509x* — 0,6224x> +2,6148x? — 2,8342x + 94,512 7,5
18 y=0,0018x*+0,0058x> — 1,3371x% + 6,8063x + 92,924 6,4
28 y=0,0038x* — 0,0641x> — 0,5066x> +2,4325x + 92,904 52
Granulado dispersable 8 y=-0,0137x>+0,1778x> — 1,4598x + 96,29 10,7
18 y=0,043x3 — 1,3804x2 + 6,475x + 93,564 72
28 y=0,0867x> —2,5117x2 +12,082x + 90,523 3
Polvo para espolvoreo 8 y=-0,0226x> +0,3886x> — 2,2291x + 97,751 12
18 y=0,0038x* —0,1413x> +1,3774x2 — 4,6671x +98,175 10,8

28 y=0,061x> —1,6173x% +4,1576x+93,185 4,2
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sustrato (arroz). Se ha sugerido que estos factores podrian man-
tener activo el metabolismo celular y reducir la viabilidad de los
conidios durante el tiempo de almacenamiento!8. Por el contra-
rio, para la elaboracién del polvo para espolvoreo que presentd
mayor estabilidad, la biomasa fue separada del sustrato de cre-
cimiento mediante lavado y centrifugacién, lo que posiblemente
contribuy6 a mejorar la tolerancia de las células a las condiciones
de estrés del almacenamiento. Este efecto positivo de la separaciéon
de los conidios del sustrato fue descrito por Guijarro et al. (2007),
quienes concluyeron que dicho proceso aumenta las reservas end6-
genas de las células haciéndolas mas resistentes, especialmente a
la desecacion.

Para todos los prototipos de bioplaguicidas y los conidios sin
formular, las mayores vidas tiles se obtuvieron cuando el almace-
namiento fue a 8 °C, temperatura que permite reducir la actividad
metabélica de los conidios, evitando la produccién de metabolitos
téxicos y el agotamiento de nutrientes!>26, Este efecto fue eviden-
ciado por Shabana et al., quienes concluyeron que para mantener
la viabilidad de F. oxysporum, utilizado como principio activo de
un bioherbicida, es necesario almacenarlo a bajas temperaturas, ya
que después de un afio a 3y 25 °C se obtuvieron viabilidades finales
del 93 y del 55%, respectivamente3>.

En el mercado mundial existen diferentes productos a base de
Trichoderma harzianum como RootShield® WG, PlantShield® WP y
Rootmate® WG, para los que los fabricantes estimaron una vida ttil
de 6 meses atemperaturas entre 10y 25 °Cy de 9 meses si el almace-
namiento se realiza entre 0y 10°C8. Teniendo en cuenta lo anterior,
los bioplaguicidas evaluados en el presente estudio son competiti-
vos con respecto a los disponibles comercialmente, ya que se puede
recomendar el almacenamiento de los productos de las 2 cepas a
una temperatura promedio de 18 42 °C con vidas ttiles superiores
a7 meses, valores similares a los presentados por los productos que
se encuentran disponibles en el mercado internacional.

Es interesante resaltar que la vida ttil obtenida para el polvo
para espolvoreo a base de Th003 es mayor a un afio tanto a 8 como a
18°C, valor superior al que presentan la mayoria de bioplaguicidas a
base de hongos biocontroladores8. Estos resultados son favorables
para el posicionamiento comercial de las formulaciones en polvo
evaluadas en el presente trabajo, ya que no requieren cadena de
refrigeracién para su transporte y almacenamiento, manteniendo
una vida atil aceptable y disminuyendo los costes de produccién y
comercializacion.
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