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RESUMEN

Los microorganismos Trichoderma asperellum y Purpureocillium lilacinum son
ampliamente utilizados por los agricultores en el control de nematodos y saneamie nto
de cultivos. Para que puedan ser aplicados con facilidad y se mantengan sus
caracteristicas de viabilidad se desarrollan formulaciones, que dan una proteccion
adicional a las esporas. En esta investigacion se evalué cuatro tipos de formulaciones
de elaboracion artesanal: granulos solubles, granulos cubiertos, polvos mojables y
liquida, utilizando materiales nacionales como zeolita granulada y bentonita. Dentro
del estudio se analizd el método de produccidn masiva de esporas utilizando como
sustrato arroz entero, las variables evaluadas para determinar la formulacion méas
viable fueron: concentracion del microorganismo, viabilidad del microorganismo,
pureza y andlisis econdémico del formulado. Las formulaciones con mejores
caracteristicas fueron polvos mojables y granulos solubles, obteniendo valores de 5,62
x 108 esporas/g, 1,20 x 108 UFC/g y pureza superior al 98,04 %. Del andlisis
econdémico se concluye que en la produccion de todos los tipos de formulaciones, los
costos son menores a USD 127,00 para un lote de 4,00 kg de formulacion, lo cual hace

que sea competitivo frente a otros productos disponibles en el mercado.



ABSTRACT

The microorganisms Trichoderma asperellum and Purpureocillium lilacinum are
widely used by farmers in nematode control and crop sanitation. In order to be easily
applied and their viability characteristics are maintained, formulations are developed,
which give additional protection to the spores. Inthis research four types of handmade
formulations were evaluated: soluble granules, covered granules, wettable powders
and liquid, using national materials such as granulated zeolite and bentonite. In the
study, the method of mass production of spores was analyzed using whole rice as
substrate, the variables evaluated to determine the most viable formulation were:
microorganism concentration, microorganism viability, purity and economic analysis
of the formulation. The formulations with the best characteristics were wettable
powders and soluble granules, obtaining values of 5.62 x 108 spores / g, 1.20 x 108
CFU / g and purity higher than 98.04%. From the economic analysis it is concluded
that in the production of all types of formulations, the costs are less than USD 127.00
for a lot of 4.00 kg of formulation, which makes it competitive against other products

available in the market.



CAPITULO |

INTRODUCCION
La tierra destinada a la actividad agricola actualmente ocupa el 38% de la superficie
terrestre (World Bank, 2017), siendo una de las fuentes de contaminacion de agua,
suelo y aire. Una de las causas recae en el uso de pesticidas, trayendo consigo
problemas no solo para el medio ambiente, sino también para la salud humana (FAO,

2011).

Una de las alternativas para frenar la degradacién ocasionada por el uso de productos
sintéticos ha sido la capacitacion e incentivacién en la gestion integrada de plagas,
generando grandes beneficios en cuanto al rendimiento de los cultivos (Settle & Garba,
2011) e ingresos para los agricultores. La degradacion se da debido a que en ciertos
casos el uso de pesticidas es excesivo por la ineficiencia que presentan, teniendo que
aplicar una cantidad cada vez mayor, lo cual ademas de no controlar efectivamente la
plaga, hace que los componentes se volatilicen o se acumulen en el suelo o0 agua como

residuos peligrosos persistentes (Singbo, Lansink, & Emvalomatis, 2015).

En Ecuador el 47% de la superficie destinada a la agricultura utiliza algun tipo de
pesticida sintético para el manejo de plagas y saneamiento de los cultivos, mientras
que el 53% restante lo hace de manera ecoldgica mediante el uso de productos

biologicos u organicos (INEC, 2013).

El empleo de hongos entomopatégenos como agentes de control se ha incrementado
actualmente por la variedad de mecanismos de accion que estos poseen para el manejo
eficaz de diferentes plagas (Téllez-jurado, Guadalupe, Ramirez, & Flores, 2009).
Investigaciones han demostrado la efectiva capacidad que presenta T. asperellum y P.

lilacinum para el control de hongos fitopatogenos (Vargas & Ramelli 2015) y



nematodos en cultivos como platano (Valencia, Guzman, Villegas, & Castafio, 2014),
tomate (Solanum lycopersicum) (Hernandez-Ochandia et al., 2015) y papa (NUfez-
Camargo, Carrion, NUfez-Sanchez, & Lopez, 2012) debido a la adaptacion que estos
presentan frente a condiciones ambientales adversas de temperatura, humedad y
actividad del agua. Los insumos bioldgicos constituyen un eje fundamental de la
agricultura  organica, puesto que al incorporar microorganismos Vivos Como
ingrediente activo estos se integran de forma natural al ecosistema evitando asi

perjudicar al entorno (Fernandéz & Juncosa, 2002).

Una de las limitantes en Ecuador para utilizar insumos bioldgicos, es la reducida oferta
en cuanto a este tipo de productos. Se conoce que solo el 4% de la superficie cultivada
con transitorios (frutas y vegetales), utiliza insumos de tipo organico (INEC, 2015);
puesto que el proceso de elaboracion de bioformulaciones propuesto, no requiere
procedimientos complejos y posee una baja inversion en relacién a los costos de
produccion de otros insumos que incorporan hongos entomopatdégenos en donde un
lote de 60 libras se encuentra valorado aproximadamente en USD 140.366,00 (A.
Garcia, 2008). Se busca incrementar la oferta de insumos biologicos y a su vez
beneficiar al sector agricola, principalmente a quienes se dedican a la agricultura
organica, que América Latina se ha incrementado en un 13% hasta el afio 2015 (FiBL
& IFOAM, 2017). Entidades como el MAGAP y el INIAP impulsan la creacidén de
sistemas de produccidn organica, através de la capacitacion y asistencia a pequefos y

medianos productores en varias comunidades del pais.

El presente proyecto se desarrolld en el laboratorio de Control Biologico del
Departamento de Proteccidn Vegetal perteneciente a la Estacion Experimental Santa
Catalina del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) en el canton

Quito y provincia de Pichincha, con un periodo de ejecucion de seis meses.



El planteamiento de la hipdtesis para este trabajo experimental se lo realizd de acuerdo
al comportamiento de las bioformulaciones (B) en torno a su estabilidad.

Considerandose como:
Ho: B. granulos solubles = B. granulos cubiertos = B. polvos mojables = B. liquida

H1: Al menos un tipo de Bioformulacion (Bi) es diferente de las demas.



CAPITULO I
2. OBJETIVOS

En el presente proyecto se han planteado como objetivos los siguientes:

2.1. Objetivo General
Evaluar cuatro tipos de bioformulaciones incorporando esporas de Trichoderma

asperellum y Purpureocillium lilacinum a nivel de laboratorio.

2.2. Objetivos Especificos

e Realizar bioformulaciones incorporando esporas de Trichoderma asperellum vy
Purpureocillium lilacinum en presentaciones de granulos solubles, granulos
cubiertos, polvos mojables vy liquidas.

e Evaluar la calidad de cada uno de las bioformulaciones desarrolladas segun
parametros establecidos por INIAP.

e Realizar un analisis econdmico de las bioformulaciones desarrolladas.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Definiciones

Se puede definir a la agricultura organica como:

Un sistema de produccién que sostiene la salud de los suelos, los ecosistemas y
las personas. Se basa en procesos ecoldgicos, biodiversidad y ciclos adaptados a
las condiciones locales, en lugar del uso de insumos con efectos adversos. La
agricultura organica combina la tradicion, la innovacion y la ciencia para
beneficiar el ambiente compartido y promover relaciones justas y una buena

calidad de vida para todos los involucrados (IFOAM, 2005).

La agricultura convencional se diferencia de la organica en que, en el primer caso los
cultivos se los considera como un producto netamente comercial, en donde no se
considera los efectos adversos que implica la aplicacion de insumos quimico o
sintéticos y sus efectos sobre el medio ambiente como son la erosion, pérdida de
nutrientes y fertilidad. En la agricultura organica los cultivos son considerados un
producto de la naturaleza, la misma que merece respeto y la aplicacion de medidas
necesarias para su conservacion (Zamilpa, Schwentesius, & Ayala, 2016). Estudios
realizados en cafetales han demostrado que este tipo de agricultura ha generado un
incremento de hasta el 72% en cuanto a diferencias de produccion (Noriega et al.,

2014).

Una de las formas de acondicionar los microorganismos para que puedan ser aplicados
en campo, conservando e incrementando su eficacia y viabilidad es a través de las

formulaciones, las cuales se definen como: “La combinacion de varios ingredientes



para hacer que el producto sea Util y eficaz para la finalidad que se pretende y para la
forma de aplicacion prevista” (FAO & OMS, 2014, p. 4).

3.2. Composicion de las formulaciones

Los microorganismos benéficos utilizados en el control de plagas y enfermedades
generalmente no son aplicados directamente en el campo, sSino que previamente se
incorporan otros ingredientes de tal manera que su comercializacion y almacenamie nto
no afecten la eficacia del mismo. Las formulaciones se encuentran constituidas por:
Ingrediente activo. También conocido como materia activa o producto técnico, es el
componente base de la formulacién, pues es el que actla directamente sobre la plaga
o enfermedad, puede ser de tipo organico, sintético o biologico. La formulacion puede
tener uno, dos o mas ingredientes activos, dependiendo de la capacidad que esta
presente para combinarse (Enginyeria | Consultoria Costa S.L., 2013).

Ingrediente inerte. Conocido también como vehiculo o carrier, es aquella sustancia o
material que se incorpora con el ingrediente activo para modificar las propiedades
fisicas del mismo, de tal manera que la forma de aplicacion se facilite, aunque se los

denomina inertes no siempre son inocuos (Martinez & Moreno, 2016).

Coadyuvantes. Se los llama también aditivos, estos no interfieren con la eficacia del
ingrediente activo, al contrario muchos de ellos la potencian. Permiten regular la
acidez, dureza, romper la tension superficial, entre otras propiedades tanto fisicas
como quimicas. Se los utiliza con el fin de cumplir limites permisibles y facilitar la

aplicacion (Gerardo Garcia & Tarango, 2009).

3.3. Tipos de formulaciones
Los tipos de formulaciones van adepender de la materia inerte que sea utilizada como

soporte (solido, liquido o gaseoso), entre las que se pueden mencionar:



Polvo. Es una formulacién solida que dependiendo de la forma en la que se aplique
puede ser de espolvoreo (cuando este es aplicado directamente, sin la necesidad de
mezclarlo con algin otro componente), soluble (cuando se le afiade un coadyuvante
que le permite disolverse con el agua) y mojable (el cual forma una suspension al
mezclarse con agua, la misma que debe mantenerse mediante agitacion) (ANASAC

Control, 2013; Herzfeld & Sargent, 2008).

Granulos. Es una formulacion solida de mayor tamafio que la de polvo, en donde el
ingrediente activo se lo incorpora en particulas sélidas de arcilla o arena, estas pueden
ser solubles si necesitan un medio liquido para ser disueltas y aplicarse, o dispersables
si se los aplica directamente en el campo. Los granulos de tipo soluble tambien se los
llama pellets, puesto que para su elaboracién se forma una mezcla pastosa, la misma
gue es extruida a través de un peletizador para obtener la longitud deseada (ANASAC

Control, 2013; Herzfeld & Sargent, 2008).

Concentrados. Es una formulacion liquida, que puede ser emulsificante si el solvente
en el cual se soporta (generalmente de tipo oleoso o derivado de petr6leo) no es soluble
enel agua, por lo cual los coadyuvantes son los que permiten que se forme la emulsion.
Como suspension al contener sustancia no miscibles con el agua se necesita de
agitacion constante para homogenizar. Este tipo de formulacion es de facil aplicacion
pero presenta alto riesgo de derrame; como solucion, la cual se disuelve facilmente en

el solvente, agua u otro (ANASAC Control, 2013; Herzfeld & Sargent, 2008).

Fumigantes. Se presentan en forma de gas a una temperatura superior a 5°C, puede
ser un gas directamente o un liquido sometido a alta presion, su mecanismo de accion

generalmente es por inhalacion en insectos (Rogg, 2000).



El tipo de formulacion a elegir dependera de la forma de aplicacién que se requiera en
campo, ademas del tipo de microorganismo que se busque incorporar al mismo, ya que
los requerimientos variardn dependiendo de cada microorganismo y por ende la
concentracion final en la formulacién. Una fraccion de organismos entomopatége nos
se encuentran en la division Ascomycota (Shah & Pell, 2003) a donde pertenecen tanto
T. asperellum como P. lilacinum siendo estos ampliamente utilizados como una
alternativa para el manejo preventivo de diferentes plagas. Algunas de las ventajas que
presentan estos microorganismos se debe a su elevada capacidad reproductiva,
habilidad de sobrevivir bajo condiciones desfavorables (temperatura y alcalinidad),
eficiencia en la utilizacion de nutrientes, agresividad frente a organismos fitopatdge nos
(Santamarina, Garcia, & Rosello, 2005) e induciendo la sintesis de proteinas de
defensa en la planta (EPA Office of Pesticide Programs, 2011). La clasificacidn

taxondmica de estos microorganismos se puede apreciar en la Figura 1.

CLASIFICACION TAXONOMICA
Reino Fung Fungi
Divisién Ascomycota Ascomycota
Subdivision Pezizomycotina Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes Sordariomycetes
Orden Hypocreales Hypocreales
Familia Hypocreaceae Ophiocordycipitaceae
Género Trichoderma Purpureocillium
Especie T. asperellum P. lilacinum
Figura 1. Descripcién de la clasificacién taxondmica de los microorganismos T.
asperellumy P. lilacinum.
Fuente: Samuels, Lieckfeldt, & Nirenberg, (1999); Luangsa-ard et al., (2011)




3.4. Caracteristicas de T. asperellum

Se han encontrado altas concentraciones (49%) de la especie T. asperellum en
muestras de suelo tomadas en la Regién Andina tanto de Colombia como de Ecuador
(Hoyos, Orduz, & Bissett, 2009), aunque también se lo aisla frecuentemente de plantas
tropicales (Druzhinina et al, citado por Hoyos, Orduz & Bissett, 2009), lo cual indica
que es capaz de adaptarse a condiciones ambientales variables, siendo la temperatura
Optima para su crecimiento entre 25 y 30 °C (Guigbn et al., 2010). Este hongo
antagonista actla como agente de control mediante la degradacion de la pared celular
del patdgeno debido a las enzimas hidroliticas que posee, siendo una de ellas la b-N-
acetil-D-glucosaminidasa (Chet, Ramot, Viterbo, Friesem, & Oppenheim, 2003). Es
el enemigo natural de una serie de enfermedades, entre las que se puede mencionar

aquellas causadas por Rhizoctonia solani y Botrytis cinerea (Guigon et al., 2010)

3.5. Caracteristicas de P. lilacinum

P. lilacinum es utilizado como un agente de control de nematodos como los del género
Meloidogyne spp (Lamovsek, Urek, & Trdan, 2013),insectos (Wagas et al., 2012) y
algunos artropodos (Angelo et al., 2012). Este microorganismo puede ser aislado de
diferentes sustratos como suelos, arboles, raices, pastos, cultivos, nematodos e insectos
(Luangsa-ard et al., 2011),tiene la capacidad de sobrevivir a temperaturas de hasta
60°C y pH 11 (Cawvello, Hours, & Cavalitto, 2012), siendo la temperatura Optima entre
26y 30 °C (Banu, lyer, & Gunasekaran, 2006). EI mecanismo de accion de este hongo
saprofito se da por los “conjuntos de genes que codifican para G-protein Coupled
Receptors (GPCRs), proteasas, glucosido hidrolasas y esterasas de hidratos de carbono
que se requieren para la degradacion de componentes de la cubierta de los huevos de

nematodos” (Prasad, Varshney, & Adholeya, 2015).



4.1.

CAPITULO IV

4. MATERIALES Y METODOS

Materiales

A continuacion se detallan los equipos, materiales y reactivos utilizados para la

realizacion del presente proyecto:

Tabl

Materiales, equipos y reactivos para elaborar formulaciones.

al

Materiales Equipos Reactivos
Cajas Petri Autoclave Zeolita
Camara Neubauer Balanza analitica Aceite de parafina
Ligas de caucho Céamara de flujo laminar Goma Xanthan
Papel aluminio Cémara fotogréafica Acido lactico
Tubos de ensayo Incubadora Almiddn de yuca
Peletizador Microscopio Bentonita
Bisturi Refrigeradora Alcohol antisépticoy potable

Pipetas graduadas de 100y
1000 ul

Vasos de precipitacion 500,
250 y 100 mL

Probeta de 100 y 1000 mL

M atraz aforado de 250 y 500
mL

Asas Digralsky
Cubreobjetos

Espétula

Fundas de aluminio y
plasticas

Frascos estériles para
urocultivo

Arroz entero

Agitador de laboratorio

Vortex

Talco simple

Agua destilada

Agar de papay dextrosa
(PDA)

Tritén 100x

Elabo

rado por: Bermeo, J., 2017

4.2. Métodos

A continuacion se detalla la metodologia para obtener el ingrediente activo para las

formulaciones con las esporas de T. asperellum y de P. lilacinum, ademas del

procedimiento para la elaboracion de las formulaciones propuestas.
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4.2.1. Produccion de microorganismos

Para la obtencioén de las esporas de T. asperellum como de P. lilacinum se utilizd la
metodologia descrita por Monzon, 2001. A partir de un cultivo puro se procedié a
inocular en cajas Petri que contenian medio de cultivo PDA, posteriormente fueron
incubadas a una temperatura de 28°C durante 8 dias. Una vez retiradas de la
incubadora las cajas Petri fueron colocadas en estanterias para que esporule el
microorganismo. Parala produccion se utilizd como sustrato arroz entero: se pesé 100
g por cada funda plastica de 15 x 25 cm, se humedecidé al 20% con agua destilada y se
grapo la parte superior, de tal manera que la funda quedase cerrada. Las fundas fueron
esterilizadas en el autoclave durante 15 min a 121 °C, después fueron retiraras y se
removid el arroz sin sacarlo de la funda, de tal manera que no existieran
aglomeraciones de los granos, esto permitio que el hongo crezca de forma homogénea

en todo el sustrato.

Para realizar la inoculacion se prepar6 una suspension de indculo a partir del cultivo
puro contenido en cajas Petri. En una de las cajas se coloco 1000 pl de agua con Triton
al 0.001% y se procedi6 al raspado de forma cuidadosa Yy superficial (evitando romper
el medio de cultivo) utilizando una espatula pequefia, de esta manera se obtuvo el caldo
madre, que fue depositado en un vaso de precipitacion y se afor6 hasta 40 ml con
solucion de agua con Triton al 0.001%. La inoculacién se la realizd utilizando una
jeringa esteril de 10 ml. Con un bisturi estéril se hizo un corte vertical en la funda de
aproximadamente 2 cmy se procedid a colocar 10 ml del caldo madre por cada funda
que contenia 100 g de arroz entero. Se selldb con cinta masking, se removié para

distribuir el inbculo uniformemente y se etiqueto.

Una vez inoculadas, las fundas fueron colocadas en la incubadora a una temperatura

entre a 28 °C, por 8 dias. Para la etapa de secado, el arroz contenido en las fundas
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plasticas fue transferido a fundas de papel de 15 x 30 cm, las mismas que fueron
selladas con grapas y colocadas en sentido horizontal, de tal manera que el papel
absorbiera la mayor cantidad de humedad posible contenida en el arroz. Las fundas se
dejaron secar a temperatura ambiente (15 °C aproximadamente) por 15 dias.
Transcurrido este lapso se comprobd que el hongo estaba listo para cosechar debido a
que al frotar el arroz con los dedos, las esporas se desprendian facilmente en forma de
polvo. Para realizar la cosecha se utilizaron tamices de nimero mesh 325, 200 y 150
dispuestos uno sobre otro en un agitador eléctrico de forma descendente, siendo el
primer tamiz el correspondiente al nimero mesh 150 como se muestra en la Figura2.
El contenido de las fundas de papel fue colocado en el tamiz superior, dejandolo en
agitacion por 8 horas en donde se separ6 el polvo de los granos de arroz quedando las
esporas retenidas en el tamiz de ndmero mesh 325, las cuales fueron recolectadas y
colocadas en fundas plasticas sin sellar. Las fundas que contenian la espora seca fueron
almacenadas en un desecador, para posteriormente evaluar la concentracion e
incorporarlas en las formulaciones. Por cada 100 g de arroz inoculado se obtuvieron

aproximadamente 30 g de espora en polvo.

DISPOSICION DE TAMICES

?

e ——

(=

Figura 2. Disposicion de los tamices para la cosechade esporas de T. asperellum y P.
lilacinum.

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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4.2.2. Elaboracion de bioformulaciones

La metodologia utilizada para la elaboracion de las bioformulaciones ha sido propuesta
por el Programa Ag-Research de Nueva Zelanda y adaptada por el Laboratorio de
Control Biologico perteneciente al Departamento Nacional de Proteccion Vegetal del

INIAP.

4.2.2.1. Bioformulacion en Granulos Solubles

Para el caso de T. asperellum la elaboracion de la bioformulacion en granulos solubles
se realizd a partir de una solucion de caldo madre, obtenido mediante el lavado del
sustrato de arroz que contenia las esporas del microorganismo, con una solucién de
agua con Tritén al 0,001%, hasta alcanzar una concentracién de 1,04 x 10° esporas/ml
de caldo madre. Mientras que para P. lilacinum el caldo madre se lo obtuvo mediante
la adicién de 113,29 g de espora seca (cosechada) a un volumen de 704,75 ml de agua
con Tritén al 0,001%, alcanzando una concentracién de 2,59 x 10° esporas/ml de caldo

madre.

Para la elaboracion de esta formulacion se procedid a desinfectar con alcohol
antiséptico un tupper, en el cual se colocé bentonita y talco en una proporcion 1:1
(p/p), estos polvos fueron mezclados con una espatula hasta que la mezcla presentara
un color café claro uniforme, a continuacién se agrego 66,25 g de almidon de yuca y
se volvib a mezclar, hasta obtener nuevamente un color homogéneo. La mezcla de
polvos (bentonita, talco y almidon de yuca) fueron colocados en una bandeja plastica
desinfectada, en donde se procedié a afiadir el caldo madre progresivamente en un
volumen de 50 ml cada vez, esta mezcla se fue amasando de forma manual, hasta
obtener una masa maleable, las cantidades pueden observarse en la Tabla 2. La masa
fue colocada en un peletizador manual y mediante extrusion se dio la forma de los

granulos, los mismos que fueron clocados en bandejas plasticas y se los dejo secar a
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temperatura ambiente (15 °C aproximadamente) por un lapso de 5 dias, donde una vez
secos fueron dispensados en fundas de aluminio con cierre hermético y se los almaceno
en estanterias metalicas a temperatura ambiente.

Tabla 2

Composicion de bioformulacién en granulos solubles

Componente Unidad Cantidad Porcentaje (%)
T. asperellum
Caldo madre ml 703,75 43,31
Almidén de yuca g 66,25 4,08
Bentonita: talco (1:1) g 855,00 52,62
Total g 1625,00 100,00
P. lilacinum
Caldo madre ml 500,00 35,18
Almidén de yuca g 66,25 4,66
Bentonita: talco (1:1) g 855,00 60,16
Total g 1421,25 100,00

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

4.2.2.2. Bioformulacion en Granulos Cubiertos

Para obtener esta formulacion primero se elaboré Biometrix, el cual genera una
consistencia coloidal en el caldo madre, favoreciendo la adhesién y absorcion de las
esporas al mineral usado como sustrato. El Biometrix se lo obtuvo mezclando con una
espatula goma Xanthan y aceite de parafina, hasta obtener una mezcla pastosa a la cual
se le adiciono el caldo madre que contenia esporas del microorganismo en cuestion,

como se observa en la Tabla 3.
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Tabla 3

Composicion de Biometrix para formulacién en granulos cubiertos

Componente Unidad Cantidad Porcentaje (%)
T. asperellum
Goma Xanthan g 2,55 4,00
Aceite de parafina mi 2,55 4,00
Caldo Madre mi 58,62 92,00
Total ml 63,72 100,00
P. lilacinum
Goma Xanthan g 2,55 4,00
Aceite de parafina mi 2,55 4,00
Caldo Madre mi 58,62 92,00
Total ml 103,72 100,00

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

En un tupper desinfectado y seco se coloc6 zeolita, a la cual se le agregd
progresivamente Biometrix en una cantidad de 10 ml cada vez, la misma que se mezclo
energicamente, de tal manera que no existiesen grumos Y se absorbiera por completo
la sustancia coloidal. En otro tupper se colocd el aglutinante y diluyente solido
(bentonita y talco) en una proporcion 1:1 (p/p), se revolvid utilizando una espatula
hasta obtener una mezcla homogénea, a la cual se le adicioné una porcion extra de
talco para evitar la permeabilidad, una vez homogenizada la mezcla de polvos
(bentonita: talco y talco), se colocaron sobre la zeolita hasta cubrirla por completo, de
tal manera que cada grano de zeolita quedase sellado por el polvo. Los granulos fueron
extendidos en bandejas plasticas para el secado, el mismo que fue a temperatura
ambiente (15 °C aproximadamente) por tres dias, una vez transcurrido este tiempo la
formulacion fue dispensada en fundas de aluminio con cierre hermético y se las coloco
en estanterias metalicas para su almacenamiento a temperatura ambiente, tal como se

muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4

Composicion de bioformulacion en granulos cubiertos

Componente Unidad Cantidad Porcentaje (%)
T. asperellum
Biometrix ml 127,44 11,30
Zeolita g 849,61 75,36
Bentonita: talco (1:1) g 62,63 5,56
Talco g 87,76 7,78
Total g 1127,44 100,00
P. lilacinum
Biometrix ml 63,72 11,30
Zeolita g 424 .81 75,36
Bentonita: talco (1:1) g 31,32 5,56
Talco g 43,88 7,78
Total g 563,73 100,00

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

4.2.2.3. Bioformulacion en Polvos Mojables

Para obtener esta formulacion se adiciond una parte de bentonita y otra de talco, en
una proporcion 1:1 (p/p), hasta obtener un color uniforme en la mezcla, posteriormente
se incorpord la porcion de almidén de yuca indicada en la Tabla 5 para cada
microorganismo Yy se mezclé para homogenizar, a continuacion se colocé la espora
seca cosechada y utilizando una espatula, se revolvid enérgicamente para homogenizar
toda la formulacion. Inmediatamente se dispensd en fundas de aluminio con cierre
hermético, para su almacenamiento en estanterias metalicas a temperatura ambiente

(15°C aproximadamente).

Tabla 5

Composicion de bioformulacion en polvos mojables

Componente Unidad Cantidad Porcentaje (%)
T. asperellum
Espora seca g 22,63 3,02
Almidén de yuca g 53,25 7,10
Bentonita: talco (1:1) g 674,18 89,88
Total g 750,06 100,00
P. lilacinum
Espora seca g 150,00 10,00
Almidén de yuca g 106,50 7,10
Bentonita: talco (1:1) g 1243,50 82,90
Total g 1500,00 100,00

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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4.2.2.4. Bioformulacién Liquida

Para obtener esta formulacién se incorpordé en un matraz una fraccion de aceite de
parafina y otra de Tritdn 100x, el matraz fue tapado con papel aluminio y colocado en
un agitador orbital de laboratorio a 100 rpm por 3 minutos, a continuacion se adiciond
la espora seca y se colocO nuevamente en el agitador a 150 rpm por 30 minutos. Las
cantidades indicadas en la Tabla 6 fueron divididas en cuatro fracciones, de tal manera
que la concentracion de esporas en la solucién sea homogénea. Una vez obtenidas las
cuatro matraces con la formulacion, el contenido de estas fue colocado en un solo
matraz de mayor capacidad, el mismo que se lo colocdé nuevamente en el agitador a
200 rpm por 15 minutos. Inmediatamente se dispensd la formulacion en recipientes
estériles de plastico con tapa y se los dispuso en un refrigerador para su
almacenamiento a una temperatura de 6 °C aproximadamente, como se muestra en la

Tabla 6.

Tabla 6

Composicion de bioformulacion liquida

Componente Unidad Cantidad Porcentaje (%)
T. asperellum
Espora seca g 5,00 0,25
Aceite de parafina mi 1985,00 99,25
Triton 100x ml 10,00 0,50
Total ml 2000,00 100,00
P. lilacinum
Espora seca g 49,02 2,45
Aceite de parafina ml 1850,98 92,55
Trit6n 100x ml 100,00 5,00
Total ml 2000,00 100,00

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

4.2.3. Evaluacion de la concentracion del microorganismo
La metodologia utilizada para la obtencién de esta variable es el recuento microscopico
en Camara de Neubauer. Se prepard la muestra, para lo cual en un tubo de ensayo se

colocé 9 ml de agua con Triton al 0.001 % y 1 g de formulacion solida o 1 ml de
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formulacion liquida, posteriormente se agitd en el vortex a velocidad méxima por 1
minuto, a partir de esta solucion se realizaron diluciones seriadas de base 10 desde 10-
! hasta 103, de tal manera que la cantidad de esporas contadas den un resultado fiable
de la concentracion, puesto que a mayor concentracion la lectura se dificulta. Se coloco
el cubre objetos sobre la camara de Neubauer en una superficie plana y con la ayuda
de una micropipeta se tomaron 20 pl de la muestra los cuales fueron depositados en
uno de los extremos de la camara permitiendo que esta se llene por capilaridad,
observando que no aparezcan burbujas en el cubreobjetos. Se colocd la camara de
Neubauer en la bandeja del microscopio y se la fijo con la pinza, se enfoco el
microscopio con el lente 40x hasta observar de forma nitida las esporas, el recuento se
lo realizd en 5 cuadros como se observa en la Figura 3, considerando las esporas que
se encontraren dentro del cuadro y descartando aquellas que tocaran los limites inferior
y derecho, se repiti6 el procedimiento en la otra camara y en total se realizaron 10

observaciones por muestra.

REJILLA DE UNA CAMARA DE NEUBAUER

Figura 3. Recuento de esporas enrejillas de la camara Neubauer.
Elaborado por: Bermeo, J., 2017

Las evaluaciones realizadas con respecto a esta variable consistieron en 3 periodos de
30 dias cada uno, en donde la primera evaluacién correspondié al dia de empaquetado

o envasado del producto, la segunda alos 30 dias y la tercera a los 60 dias, estos valores
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se los expreso en esporas/g o esporas/ml, cuyo calculo se realizd utilizando la siguie nte

formula (Bastidas, n.d.):

Esporas/g = (# total de esporas en 10 celdas/10) x Factor de camara Neubauer x

Factor de dilucion.
Los datos obtenidos fueron registrados en una hoja dindmica de Excel.

4.2.4. Evaluacion de la viabilidad del microorganismo

La viabilidad del microorganismo fue determinada utilizando el método de recuento
en placa. Primero se peso 1 g de formulacién sélida o 1 ml de formulacién liquida.
Dentro de la cdmara de flujo laminar se colocd la muestra de formulaciéon en un tubo
de ensayo al cual se agregd 9 ml de agua esterilizada con Triton al 0.001%, se agité en
el Vortex por 1 minuto y se realizaron diluciones seriadas de base 10 desde 101 hasta
106, Se rotularon tres placas (una para cada dilucion) con medio de cultivo compuesto
por PDA, Triton al 0.001% vy antibiotico, en las cuales se sembro 100 ul de indculo
(por placa) de las diluciones 104, 10° y 10%, mediante siembra por extension,
utilizando asas Digralsky estériles. Las cajas fueron dispuestas en la incubadora a una
temperatura de 28°C por un periodo de 4 dias en el caso de T. asperellum y 6 dias para
P. lilacinum, ya que el primer microorganismo crece mas rapidamente que el segundo.
Transcurrida la etapa de incubacion se procedio a realizar el recuento, para lo cual se

escogieron las placas que mostraran entre 30 y 300 colonias.

Las evaluaciones realizadas con respecto a esta variable consistieron en 4 periodos de
15 dias cada uno, en donde la primera evaluacion correspondié al dia de empaquetado
o envasado del producto, el resultado obtenido en el recuento se lo expresé en UFC/g

0 UFC/ml utilizando la siguiente formula (Cano, 2006):

UFC/g = # de colonias en caja Petri x Factor de dilucion x Factor de ajuste
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Los datos obtenidos fueron registrados en una hoja dinamica de Excel.

4.2.5. Evaluacion de la pureza del bioformulado

Se utilizd las siembras realizadas en las cajas Petri para la evaluacion de la viabilidad
del microorganismo. Se contabilizd el ndmero de colonias de hongo benéfico
existentes (T. asperellum o P. lilacinum) en cada una de las cajas Petri es decir aquellas

que pertenecen a las diluciones 104, 105y 106,

Las evaluaciones realizadas con respecto a esta variable consistieron en 4 periodos de
15 dias cada uno, en donde la primera evaluacion correspondio al dia de empaquetado
o0 envasado del producto, mientras que el calculo se lo realiz6 aplicando la siguiente

formula (Castro, 2013):
% Pureza = (# colonias de hongo benéfico/ #colonias total) x 100
El dato se lo registrd6 como porcentaje (%) en una hoja dinamica de Excel.

4.2.6. Anélisis economico de bioformulaciones

Para determinar el costo de produccidén a nivel de laboratorio de los cuatro tipos de
bioformulaciones propuestos en el presente proyecto (granulos solubles y cubiertos,
polvos mojables y liquida) se empleé el método de calculo de Costos Directos,

Indirectos y Total.
Los grupos de Costos Directos que se han considerado en este analisis son:

Equipos. Corresponde a todos los aparatos eléctricos y/o electronicos que se utilizan
en el proceso de produccion de las bioformulaciones, se ha considerado 10% del dinero

invertido en utilizar dicho equipo para el mantenimiento del mismo.

Insumos. Corresponde a todos los implementos que por su naturaleza se usan por

Unica vez durante el proceso de produccion de las bioformulaciones.
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Reactivos. Corresponde a todos los productos quimicos usados durante la produccion
de las bioformulaciones, en todos los casos el Unico reactivo utilizado ha sido Triton

100x.

Materiales. Corresponde atodos los instrumentos o herramientas que tienen un tiempo
de vida (til largo, y pueden ser usados para la produccion de varios lotes de

bioformulacién.

Mano de obra. Corresponde al personal que controla, supervisa, ejecuta y apoya
durante las fases de produccion de la bioformulacién por lo tanto se tiene mano de obra

directa e indirecta, estos datos son comunes para todos los tipos de formulaciones.

En lo que respecta a los Costos Indirectos se han considerado todos aquellos que no
intervienen directamente en el proceso de produccion de las formulaciones, como son
material de aseo, material de oficina, vestuario, energia eléctrica, movilizacion,
infraestructura y agua potable. Mientras que los costos Totales resultan de la sumatoria

de los valores correspondientes a Costos Directos e Indirectos.

4.3. Disefio experimental
Para este proyecto se utilizd un Disefio Completamente al Azar inserto en un factorial

4 x 2 con un numero total de 30 observaciones para cada tratamiento.

4.3.1. Analisis estadistico

Para determinar diferencias estadisticas significativas entre las variables se realizd el
anélisis de varianza (ANOVA) v la prueba de Tukey al 5% para determinar rangos de

significacion en los tratamientos evaluados.
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4.3.2. Variables Independientes

En el presente proyecto las variables independientes estan constituidas por
Microorganismos y Bioformulaciones, cuyas caracteristicas se especifican a
continuacion:

Microorganismos (m). Para las bioformulaciones se utilizaron dos cepas identificadas

por el Departamento de Proteccion Vegetal Estacion Experimental Litoral Sur.

- mlT. asperellum

- m2 P. lilacinum

Bioformulaciones (b). Se elaboraron cuatro diferentes tipos de bioformulaciones para

cada uno de los microorganismos evaluados.

b1: Bioformulacion en granulos solubles

b2: Bioformulacion en granulos cubiertos

b3: Bioformulacion en polvos mojables

b4: Bioformulacion liquida
4.3.3. Variables Dependientes

Las variables dependientes en este estudio estan conformadas por:

Viabilidad del microorganismo (esporas/q)

Concentracién del microorganismo (UFC/g)

Pureza del producto (%)

Costos de produccién (USD)

4.3.4. Unidad experimental

La unidad experimental estuvo compuesta en el caso de formulaciones solidas

(granulada y polvo) por una funda de aluminio con cierre hermético de 9,80 cm de
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ancho por 17,80 cm de alto con capacidad para 100 g y para formulaciones liquidas
por un envase plastico de 5,40 cm de didmetro por 6 cm de alto con capacidad para
100 ml, en cada recipiente se coloc6 una muestra de 50 g o 50 ml de formulacién

respectivamente.
4.3.5. Tratamientos

Los tratamientos resultan de la interaccion de los factores en estudio (microorganismos
(2) x bioformulaciones (4)), en total resultan ocho tratamientos, como se observa en la

Tabla 7.

Tabla 7

Tratamientos para la evaluacion de estabilidad y sobrevivencia.

Tratamiento  Codigo Descripcion
T1 ml bl Esporas de T. asperellumen bioformulacion de granulos solubles.
T2 ml b2 Esporas de T. asperellumen bioformulacién de granulos cubiertos.
T3 ml b3 Esporas de T. asperellumen bioformulacién de polvos mojables.
T4 ml b4  Esporas de T. asperellumen bioformulacién liquida.
T5 m2 bl  Esporas deP. lilacinumen bioformulaciéon de granulos solubles.
T6 m2 b2  Esporas de P. lilacinumen bioformulaciéon de granulos cubiertos.
T7 m2 b3  Esporas de P. lilacinumen bioformulacién de polvos mojables.
T8 m2 b4  Esporas de P. lilacinumen bioformulacion liquida.

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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CAPITULO V

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Viabilidad del microorganismo en la formulacion

El anélisis de varianza realizado para el primer dia de evaluacion mostrd variacio nes
significativas (p-valor < 0,05) para todos los factores demostrando que estos
interactlan entre si (Tabla 8). La prueba Tukey indica que el microorganismo con
mejores caracteristicas para el primer dia de evaluacion es P. lilacinum, con una
viabilidad de 2,01 x 108 UFC/g, mientras que en formulaciones, las de tipo granulos
(solubles y cubiertos) presentaron los mejores resultados (Tabla 9). Estas diferencias
significativas a su vez se evidencian en la prueba de Tukey realizada para la interaccion
microorganismo-formulacion, donde las formulaciones en granulos se ubican en el
primer rango con P. lilacinum. El efecto contrario sucede con la formulacion liquida,
la cual para los dos tipos de microorganismo se encuentran en los Ukimos grupos de
significancia (c y d) (Tabla 10). Como se observa en la Figura 4 las formulaciones
muestran un comportamiento similar para ambos microorganismos (T. asperellum y
P. lilacinum) siendo los granulos solubles y cubiertos los que presentan mejores
resultados, sin embargo P. lilacinum tiene valores méas altos en todos los tipos de

formulacion, a excepcion de la liquida en donde tienen un valor similar.

Tabla 8
ANOVA de la Viabilidad en el dia 1

Fuente de variacién gl F
Microorganismo 1 330,77 **
Formulacion 3 341,82 **
Microorganismo*Formulacion 3 35,00 **

Nota: Significancia (p-valor < 0,05) * significativo, ** altamente
significativo.

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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Tabla 9

Grupos de Significancia de la Viabilidad en el dia 1 por fuente de variacion

Fuente de variacion Media (UFC/g) Grupo
Microorganismo
P. lilacinum 2,01 x 108 a
T. asperellum 9,05 x 107 b
Formulacion

Granulos cubiertos 2,38 x 108
Granulos solubles 2,33 x 108
Polvos Mojables 1,05 x 108 b
Liquida 5,18 x 108 c

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

Tabla 10

Grupos de Significancia de la Viabilidad en el dia 1 en la interaccion

Microorganismo Formulacion Media (UFC/qg) Grupo
P. lilacinum Granulos cubiertos 3,17 x 108 a

P. lilacinum Granulos solubles 3,09 x 108 a

P. lilacinum Polvos Mojables 1,69 x 108 b
T. asperellum Granulos cubiertos 1,59 x 108 b
T. asperellum Granulos solubles 1,57 x 108 b
T. asperellum Polvos Mojables 4,18 x 107 c
P. lilacinum Liquida 7,38 x 108 cd
T. asperellum Liquida 2,97 x 108 d

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

DIA 1 DE EVALUACION
VIABILIDAD
3.51E+08
3.01E+08
2 51E+08
% 2.01E+08
S 151F+08
1.01E+08 o
5. 10E+07 =
GRANULOS GRANULOS POLVO Liquina
SOLUBLES CUBIERTOS MOJABLES
FORMULACION
MICRO1 (T. asperellum] MICROZ {P. Klacinumy}
Figura 4. Resultados de la viabilidad en el dia 1
Elaborado por: Bermeo, J., 2017

En la evaluacion realizada transcurridos 15 dias desde el empacado de la formulacién

se evidenciaron diferencias significativas para todas las fuentes de variacion,
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presentandose interaccidn entre los factores de estudio (Tabla 11). En el caso de
microrganismos P. lilacinum mostré viabilidad de 1,49 x 108 UFC/g la cual aunque es
superior a la del segundo microrganismo es inferior a la que presentd en el primer dia
de evaluacion (2,01 x 108 UFC/g), mientras que T. asperellum muestra pequefias
variaciones con respecto al primer dia, ademas con respecto a las formulaciones en el
primer grupo se encontraron los granulos solubles. En cuanto a las formulaciones en
polvos mojables v liquida, estas se mantuvieron en los grupos c y d respectivame nte
(Tabla 12). En la interaccion microorganismo-formulacion la prueba Tukey muestra
que los datos son dispersos ya que se despliegan siete grupos de significancia, pero la
formulacion de tipo grénulo soluble continda siendo la mejor con P. lilacinum
ubicandose en el primer grupo (Tabla 13). Como se observa en la Figura 5 la
formulacion con mejores resultados para T. asperellum y P. lilacinum fue en granulos
solubles seguida de granulos cubiertos, siendo P. lilacinum aquel con los valores mas
altos de viabilidad en todos los casos, a excepcion de la formulacion liquida que
presenta valores bajos con respecto a los otros tipos de formulacién pero son similares

para los dos microorganismos.

Tabla 11

ANOVA de la Viabilidad en el dia 15

Fuente de variacién gl F
Microorganismo 1 97,37 **
Formulacion 3 328,46 **
Microorganismo*Formulacion 3 9,70 **

Nota: Significancia (p-valor < 0,05) * significativo, ** altamente
significativo.

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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Tabla 12

Grupos de Significancia de la Viabilidad en el dia 15 por fuente de variacion

Fuente de variacion Media (UFC/g) Grupo
Microorganismo
P. lilacinum 1,49 x 108 a
T. asperellum 9,75 x 107 b
Formulacion

Granulos solubles 2,13 x 108 a
Granulos cubiertos 1,84 x 108 b
Polvos Mojables 8,87 x 107 c
Liquida 5,94 x 108 d

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

Tabla 13

Grupos de Significancia de la Viabilidad en el dia 15 para la interaccion

Microorganismo Formulacion Media (UFC/qg) Grupo
P. lilacinum Granulos solubles 2,44 x 108 a
P. lilacinum Granulos cubiertos 2,12 x 108 ab
T. asperellum Granulos solubles 1,83 x 108 bc
T. asperellum Granulos cubiertos 1,57 x 108 cd
P. lilacinum Polvos Mojables 1,30 x 108 d
T. asperellum Polvos Mojables 4,70 x 107
P. lilacinum Liquida 9,05 x 108
T. asperellum Liquida 2,82 x 108 f
Elaborado por: Bermeo, J., 2017
DIA 15 DE EVALUACION
VIABILIDAD
3.01E+08
2.51E+08
2.01E+08 -
g 151E+08 — N
- 1.01E+08
5.10E+07
1.00E+06 ) -
GRANULOS GRANULCS POLVO LIQUIDA
SOLUBLES CUBIERTOS MOJABLES
FORMULACION
MICRO1 (T. asperellum) MICROZ [P lilacinum)
Figura 5. Resultados de la viabilidad en el dia 15
Elaborado por: Bermeo, J., 2017

Como se observa en la Tabla 14 el andlisis de varianza realizado para la evaluacion a

los 30 dias presenta diferencias significativas para todas las fuentes de variacion,
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existiendo interaccion entre los factores. Los dos tipos de microorganismos mantienen
los valores de viabilidad obtenidos a los 15 dias de evaluacion siendo P. lilacinum el
mejor, encontrandose en el primer grupo. Las formulaciones granuladas se ubican
dentro del primer grupo mientras que las liquidas en el dGltimo, es decir con los valores
de viabilidad mas bajos segun la prueba Tukey tal como se observa en la Tabla 15,
mientras que en la interaccion las formulaciones con mejores resultados fueron los
grénulos solubles para P. lilacinum como se observa en la Tabla 16. En la Figura 6 se
observan que para T. asperellum y P. lilacinum la formulacion con mejores resultados
fue en granulos solubles seguida de granulos cubiertos, la formulacion en polvos
mojables y liquida se encontraron en el penultimo y Gltimo lugar respectivamente,
ademas se muestra que P. lilacinum presentd los valores mas altos de viabilidad en

todos los tipos de formulacion.

Tabla 14
ANOVA de la Viabilidad en el dia 30

Fuente de variacion o]l F
Microorganismo 1 114,54 **
Formulacion 3 312,30 **
Microorganismo*Formulacion 3 27,96 **

Nota: Significancia (p-valor < 0,05) * significativo, ** altamente
significativo.

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
Tabla 15

Grupos de Significancia de la Viabilidad en el dia 30 por fuente de variacion

Fuente de variacion Media (UFC/g) Grupo
Microorganismo
P. lilacinum 1,49 x 108 a
T. asperellum 9,62 x 107 b
Formulacion

Granulos solubles 1,97 x 108 a
Granulos cubiertos 1,83 x 108 a
Polvos Mojables 1,05 x 108 b
Liguida 545 x 108 c

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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Tabla 16

Grupos de Significancia de la Viabilidad en el dia 30 para la interaccion

Microorganismo Formulacion Media (UFC/g) Grupo
P. lilacinum Granulos solubles 2,22 x 108 a
P. lilacinum Granulos cubiertos 1,98 x 108 ab
T. asperellum Granulos solubles 1,71 x 108 b
P. lilacinum Polvos Mojables 1,69 x 108 b
T. asperellum Granulos cubiertos 1,68 x 108 b
T. asperellum Polvos Mojables 4,19 x 107 c
P. lilacinum Liquida 8,11 x 106 d
T. asperellum Liquida 2,79 x 106 d
Elaborado por: Bermeo, J., 2017
DIA 30 DE EVALUACION
VIABILIDAD
2.51E+08
2.01E+08 =
& 151E+08
S 1016408
5.10E+07
1.00E+06 —
GRANULOS GRANULOS FOLVOS LiouIDA
SOLUEBLES CUBIERTOS MOJABLES
FORMULACION
MICRO1 (T. asperellum) MICRO2 (P. lilacinum)
Figura 6. Resultados de la viabilidad en el dia 30
Elaborado por: Bermeo, J., 2017

En la Tabla 17 se muestran los valores obtenidos durante la evaluacion realizada a los
45 dias, donde existen diferencias significativas para todas las fuentes de variacion,
existiendo interaccidn entre los factores segin el andlisis de varianza. P. lilacinum
demostrd ser el mejor al igual que las dos formulaciones granuladas, como se observa
en la Tabla 18. En la interaccion se evidencia que la formulacion en granulos solubles
combinada con P. lilacinum se encuentra en el primer grupo (a). T. asperellum se
ubicé dentro de los grupos ¢y d con las formulaciones en granulos y polvos mojables
respectivamente como se muestra en la Tabla 19. En la Figura 7 se observan que para

P. lilacinum la formulacién con mejores resultados fue granulos solubles, seguida de
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granulos cubiertos y polvos mojables, mientras que para T. asperellum la formulacién
con mejores resultados fue grénulos cubiertos, seguida de granulos solubles. Para
ambos microorganismos la formulacion liquida se ubicd en el dltimo lugar con valores

similares, presentando los valores mas bajos de viabilidad.
Tabla 17

ANOVA de la Viabilidad en el dia 45

Fuente de variacion gl F
Microorganismo 1 182,62 **
Formulacion 3 378,26 **
Microorganismo*Formulacion 3 29,75 **

Nota: Significancia (p-valor < 0,05) * significativo, ** altamente
significativo.

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
Tabla 18

Grupos de Significancia de la Viabilidad en el dia 45 por fuente de variacion

Fuente de variacion Media (UFC/g) Grupo
Microorganismo
P. lilacinum 1,55 x 108 a
T. asperellum 9,60 x 107 b
Formulacion

Granulos solubles 1,94 x 108 a
Granulos cubiertos 1,86 x 108 a
Polvos Mojables 1,09 x 108 b
Liquida 1,14 x 107 c

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

Tabla 19

Grupos de Significancia de la Viabilidad en el dia 45 para la interaccion

Microorganismo Formulacién Media (UFC/qg) Grupo
P. lilacinum Granulos solubles 2,28 x 108 a

P. lilacinum Granulos cubiertos 2,00 x 108 b

T. asperellum Granulos cubiertos 1,72 x 108

P. lilacinum Polvos Mojables 1,71 x 108

T. asperellum Granulos solubles 1,59 x 108

T. asperellum Polvos Mojables 4,86 x 107 d
P. lilacinum Liquida 2,03 x 107 e
T. asperellum Liquida 2,61 x 108

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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DIA 45 DE EVALUACION

VIABILIDAD
2.51E+08

2.01E+DE =

151E+08

UFC/g

1.01E+08
5 1DE+07
1.00E+06 -
GRANULOS GRANULDS POLVOS Liouipa
SOLUBLES CUBIERTOS MOIABLES
FORMULACION

MICRO1 (T. asperellum) MICRO2 (P. lilacinum)

Figura 7. Resultados de la viabilidad en el dia 45
Elaborado por: Bermeo, J., 2017

La Tabla 20 muestra el Ultimo dia de evaluacion (dia 60), donde se evidenciaron
variaciones que no fueron significativas para el tipo de microorganismo, sin embargo
existe interaccion entre los factores. La prueba de Tukey que se encuentra en la Tabla
21, con respecto a las fuentes de variacion demostr6 que los dos microrganismos se
encuentran en un mismo grupo es decir que no existen diferencias estadisticas, ademas
las formulaciones en granulos (solubles y cubiertos) fueron las mejores en esta
evaluacion. En la interaccion las formulaciones granuladas y T.asperellum obtuvieron
el mejor resultado, como en evaluaciones anteriores las formulaciones granuladas son
las mejores tanto de forma independiente como en la interaccibn con los
microorganismos, tal como se observa en la Tabla 22. En la Figura 8 se observa que
P. lilacinum tiene valores méas bajos que T. asperellum en las formulaciones de tipo
granulos (solubles y cubiertos), sin embargo en ambos casos la formulacion en
granulos cubiertos supera a los granulos solubles. La formulacién en polvos mojables
se acopla mejor a P. lilacinum con valores similares alas de tipo granulo, mientras que
en T. asperellum los valores de viabilidad en este tipo de formulacion se reducen

considerablemente.

31



Tabla 20

ANOVA de la Viabilidad en el dia 60

Fuente de variacién gl F
Microorganismo 1 0,07
Formulacion 3 17546 **
Microorganismo*Formulacion 3 38,24 **

Nota: Significancia (p-valor < 0,05) * significativo, ** altamente
significativo.

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
Tabla 21

Grupos de Significancia de la Viabilidad en el dia 60 por fuente de variacion

Fuente de variacion Media (UFC/g) Grupo
Microorganismo
T. asperellum 9,02 x 107
P. lilacinum 8,90 x 107
Formulacion

Granulos cubiertos 1,43 x 108
Granulos solubles 1,32 x 108 a
Polvos Mojables 7,33 x 107 b
Liguida 9,37 x 108 c

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
Tabla 22

Grupos de Significancia de la Viabilidad en el dia 60 para la interaccion

Microorganismo Formulacion Media (UFC/qg) Grupo
T. asperellum Granulos cubiertos 1,66 x 108 a

T. asperellum Granulos solubles 1,55 x 108 a

P. lilacinum Granulos cubiertos 1,19 x 108 b
P. lilacinum Granulos solubles 1,10 x 108 b
P. lilacinum Polvos Mojables 1,10 x 108 b
T. asperellum Polvos Mojables 3,64 x 107 c
P. lilacinum Liquida 1,63 x 107 cd
T. asperellum Liquida 2,38 x 106 d

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

32



DIA 60 DE EVALUACION

VIABILIDAD

UFC/g

GRANULOS GRANULOS POLVOS Liquipa
SOLUBLES CUBIERTOS MOJABLES
FORMULACION

MICRO1 (T. asperellum) MICROZ (P lilacinum)

Figura 8. Resultados de la viabilidad en el dia 60
Elaborado por: Bermeo, J., 2017

Durante el proceso de evaluacion que fueron en total 60 dias, se evidencia que el
microrganismo que presenta valores mas altos en cuanto a viabilidad es P. lilacinum
el mismo que inicia con una viabilidad superior a T. asperellum, sin embargo en la
evaluacion realizada a los 15 dias este valor empieza a disminuir, a diferencia de T.
asperellum que mantiene los valores desde el inicio del experimento llegando a

incrementarlo al final del mismo.

En cuanto a formulaciones, las que han obtenido valores mas altos durante los 60 dias
de evaluacion han sido las granuladas, ocupando el primer lugar las formulaciones en
grénulos  solubles; resultados similares se observan al evaluar la interaccion
microorganismo-formulacién en donde los granulos solubles se ajustan mejor a los
requerimientos tanto de P. lilacinum como de T. asperellum. Las formulaciones en
polvos mojables y liquidas se han encontrado en el tercer y cuarto lugar

respectivamente.

Se han identificado un maximo de siete grupos de significancia, demostrando que los
datos se encuentran dispersos; estas variaciones pueden explicarse como una falta de

homogenizacion del ingrediente activo en el producto, lo cual se debe a que es un
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proceso artesanal, efectos similares se han dado en otras investigaciones como la
realizada por Herrera, Sdnchez, & Blanco (2013) que mostré altas diferencias entre la
primera y novena semana de valuacion al elaborar formulaciones granuladas de forma

artesanal.

Los resultados obtenidos con respecto a la estabilidad de los formulados solidos son
similares a otros estudios realizados con formulaciones que contienen como soporte
talco, donde se mantuvo la vialidad por hasta por 60 dias segin Kloepper & Schroth

(1981) y 90 dias segun Sadi & Masoud (2012).

Las pérdidas de viabilidad en las formulaciones almacenadas a temperatura ambiente
son similares a investigaciones realizadas por Ruiz, Gomez, & Villamizar ( 2015),
quienes demuestran que en las de tipo polvo mojable son inferiores al 5% durante el
tiempo de almacenamiento sin refrigeracion, mientras que en las granuladas las
mayores pérdidas son del 17,3 % en un lapso de 6 meses, lo cual puede ser generado
por los componentes propios de la formulacion o el proceso de manufactura del mismo
como lo indica Marino, Villamizar, Espinel, & Cotes (2004) en su estudio sobre la
caracterizaciéon de prototipos de bioplaguicidas, quien indica que a pesar de estas
pérdidas las caracteristicas fisicas y microbioldégicas de la formulacion continGan

siendo las adecuadas.

De acuerdo con Garcia & Salas (2011) la manipulacién las formulaciones granuladas
0 de tipo solido presentan notables ventajas tanto en la elaboracion como en la
aplicacién en campo. Actualmente el mercado ofrece bioinsumos que contienen los
hongos T. asperellum y P. lilacinum como MICOSPLAG WP cuya presentacion en
polvos mojables contiene 1 x 108 UFC/g (BIOTECNOLOGIA, 2011) y TUSAL WG
que se presenta en forma de granulos con una viabilidad de 1 x 107 UFC/g (CERTIS

EUROPE, 2015). Considerando la presente investigacion, las formulaciones
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granuladas y en polvo resultan competitivas frente a otras disponibles comercialme nte,

ya que muestran valores similares de viabilidad.

5.2. Concentraciéon del microorganismo en la formulacion
En el primer dia de evaluacion de la concentracion de microorganismos no existen
diferencias significativas, puesto que este valor fue Unico ya que se lo tomé a partir de

la formulacion sin dispensar.

En la Tabla 23 el analisis de varianza realizado en el dia 30 de evaluacion muestra
variaciones significativas entre los microorganismos y formulaciones, presentando
interaccion entre los mismos. En el caso de microorganismos P. lilacinum se encuentra
en el primer grupo con una concentracion de 2,27 x 108 esporas/g, mientras que en las
formulaciones los granulos solubles superan los valores de concentracion que sus
similares, es decir que estos son los mejores, como se observa en la Tabla 24. En el
caso de la interaccion microorganismo-formulacion P. lilacinum presenta mejores
resultados con granulos solubles como se observa en la Tabla 25. En la Figura 9 se
observa que los dos microorganismos tienen diferente comportamiento con respecto a
las formulaciones, P. lilacinum presenta los valores mas altos de concentracion en la
formulacion en granulos solubles, seguida de granulos cubiertos y polvos mojables. T.
asperellum tiene valores altos en la formulacién en granulos cubiertos, seguida de
granulos solubles y polvos mojables. Para ambos microorganismos la formulacion

liquida presenta los resultados méas bajos de concentracion.
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Tabla 23
ANOVA de la Concentracioén en el dia 30

Fuente de variacion gl F
Microorganismo 1 63,61 **
Formulacion 3 490,22 **
Microorganismo*Formulacion 3 90,99 **

Nota: Significancia (p-valor < 0,05) * significativo, ** altamente
significativo.

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
Tabla 24

Grupos de Significancia de la Concentracion en el dia 30 por fuente de variacién

Fuente de variacion  Media (esporas/g) Grupo
Microorganismo
P. lilacinum 2,27 x 108 a
T. asperellum 1,77 x 108 b
Formulacion
Granulos solubles 3,63 x 108 a
Granulos cubiertos 2,59 x 108 b
Polvos Mojables 1,35 x 108 c
Liguida 5,06 x 107 d

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

Tabla 25

Grupos de Significancia de la Concentracion en el dia 30 para la interaccion

Microorganismo Formulacion Media (esporas/g) Grupo
P. lilacinum Granulos solubles 4,42 x 108 a

T. asperellum Granulos cubiertos 3,19 x 108 b
T. asperellum Granulos solubles 2,84 x 108 b
P. lilacinum Granulos cubiertos 2,00 x 108 c
P. lilacinum Polvos Mojables 1,71 x 108 c
T. asperellum Polvos Mojables 1,00 x 108 d
P. lilacinum Liquida 9,53 x 107 d
T. asperellum Liquida 6,07 x 106 e

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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DIA 30 DE EVALUACION

CONCENTRACION

GRANULOS GRANULOS POLVO LiquiDa
SOLUBLES CUBIERTOS MOJABLES
FORMULACION

MICRO1 (T. asperellum) MICRO2 [P lilacinum})

Figura 9. Resultados de la concentracion en el dia 30
Elaborado por: Bermeo, J., 2017

En la Tabla 26 el andlisis de varianza para la evaluacion a los 60 dias dio como
resultado diferencias significativas para todas las fuentes de variacion, existiendo
interaccion entre los factores. La prueba Tukey de la Tabla 27 demostrd6 que P.
lilacinum presenta valores mayores a T. asperellum, los cuales a su vez superan los
obtenidos en la evaluacién a los 15 dias, en lo que respecta a formulaciones, las
mejores fueron en granulos solubles. En la Tabla 28 se encuentra la interaccion
microorganismo-formulacién, donde P. lilacinum presenta mejores resultados con
granulos solubles mientras que T. asperellum se ubica en el tercer grupo con la
formulacion en polvos mojables obteniendo valores mucho més bajos. En la Figura 10
se observa que los dos microorganismos tienen un comportamiento similar con
respecto a las formulaciones, a excepcion de la formulacién en granulos solubles en
donde P. lilacinum tiene valores superiores con respecto a las otras formulaciones,
mientras que T. asperellum tiene valores bajos en la formulacion antes mencionada.
En el segundo y tercer lugar de concentracion se encuentra la formulacion en polvos

mojables y granulos cubiertos, siendo P. lilacinum aquel con los valores més altos.
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Tabla 26
ANOVA de la Concentracién en el dia 60

Fuente de variacion gl F
Microorganismo 1 295,80 **
Formulacion 3 263,00 **
Microorganismo*Formulacion 3 104,61 **

Nota: Significancia (p-valor < 0,05) * significativo, ** altamente
significativo.

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
Tabla 27

Grupos de Significancia de la Concentracién en el dia 60 por fuente de variacion

Fuente de variacion  Media (esporas/g) Grupo
Microorganismo
P. lilacinum 5,66 x 108 A
T. asperellum 2,85 x 108 B
Formulacion
Granulos solubles 6,43 x 108 A
Polvos Mojables 6,02 x 108 A
Granulos cubiertos 3,94 x 108 B
Liguida 6,35 x 107 C

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

Tabla 28

Grupos de Significancia de la Concentracién en el dia 60 para la interaccion

Microorganismo Formulacion Media (esporas/g) Grupo
P. lilacinum Granulos solubles 1,03 x 109 A
P. lilacinum Polvos Mojables 6,43 x 108 B
T. asperellum Polvos Mojables 5,62 x 108 BC
P. lilacinum Granulos cubiertos 4,81 x 108 C
T. asperellum Granulos cubiertos 3,06 x 108 D
T. asperellum Granulos solubles 2,53 x 108 D
P. lilacinum Liquida 1,08 x 108 E
T. asperellum Liquida 1,84 x 107 E

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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DIA 60 DE EVALUACION

CONCENTRACION
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Figura 10. Resultados de la concentracién en el dia 60
Elaborado por: Bermeo, J., 2017

Los productos comerciales generalmente utilizan las formas reproductoras del hongo
entomopatdgeno (clamidosporas y esporas), siendo las esporas aquellas que se
producen en mayor cantidad ya sea en medios liquidos o solidos, como lo afirma Cano
et al. (2004). En base a los resultados obtenidos se puede determinar que el
microorganismo que ha alcanzado los valores méas altos en cuanto a concentracion es
P. lilacinum. Entre las formulaciones la mejor es la de granulos solubles, seguida de
granulos cubiertos, mientras que polvos mojables y liquida se encuentra en penultimo

y Ultimo lugar respectivamente, para un periodo de evaluacion de 60 dias.

En la interaccidn microrganismo-formulacion quienes presentan mayor estabilidad
con respecto ala concentracion en el tiempo son P. lilacinum con granulos solubles ya
que se encuentran  dentro del primer grupo de significancia, obteniendo una
concentracion de 1,03 x 10° esporas/g al final del experimento, mientras que T.
asperellum se acopla mejor a las formulaciones granuladas en un periodo de 30 dias,
pero si el almacenamiento es mayor la concentracion aumenta notablemente a favor

de la formulacion en polvos mojables. En ambos casos la interaccion con T. asperellum

39



se ubica en el rango BC de significancia, obteniendo un valor de 5,62 x 108 esporas/g,

mientras que los granulos cubiertos obtienen un valor de 3,06 x 108 esporas/g.

Las variaciones de estabilidad de las conidias se ve afectada por el tipo de formulacién
en que estas sean incorporadas segun Santos, Garcia, Cotes, & Villamizar (2012), ya
gue enuna de sus investigaciones realizadas sobre Trichoderma spp. manifiesta que el
tipo de formulacion empleado mejora la estabilidad, puesto que protege al ingredie nte
activo (esporas del microorganismo) de las condiciones ambientales variables
(temperatura y humedad), y concluyen que la formulacién en polvo es la que presenta
mayor estabilidad frente a la granulada, debido al estrés producido durante el proceso

de elaboracién del formulado.

Actualmente se ofertan en el mercado productos formulados que incorporan P.
lilacinum con concentraciones desde 1,00 x 10° esporas/g como Lilacinol y Chimal
(BIOCONTROL, 2006; GRUPO VERSA, n.d.), mientras que con T. asperellum se
ofertan productos como Bioprotection TRy Amino T (AGRINOVA SCIENCE, nd.;
Doctor Obregén S.A., 2016) con concentraciones superiores a 1,00 x 108 esporas/g,
estos valores son similares a los obtenidos en el presente estudio, razon por la cual

pueden ser competitivos, considerando que la elaboracion de estos es de tipo artesanal.

5.3. Pureza de la formulacion

El andlisis de varianza realizado para el primer dia del experimento, muestra que las
variaciones son significativas para los microorganismos y las formulaciones, sin
embargo no existe interaccion entre los mismos (Tabla 29). En la prueba Tukey se
identificO que tanto P. lilacinum como la formulacién en granulos cubiertos se
encuentran en el primer grupo (a), es decir que muestran los mejores resultados (Tabla
30). En la Tabla 31 se identifica que para P. lilacinum las formulaciones con mejores

resultados fueron granulos cubiertos v liquida. En la Figura 11 se observa que los dos
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tipos de microorganismos tienen un comportamiento similar en cuanto al tipo de
formulacion, a excepcion de la formulacion liquida, donde P. lilacinum tiende a
incrementar el porcentaje de pureza, mientas que T. asperellum tiende a valores bajos.
T. asperellum obtuvo los valores mas altos de pureza con la formulacién en granulos

cubiertos al igual que P. lilacinum.

Tabla 29
ANOVA de la Pureza en el dia 1

Fuente de variacién Gl F
Microorganismo 1 6,16 *
Formulacion 3 417 **
Microorganismo*Formulacion 3 1,14

Nota: Significancia (p-valor < 0,05) * significativo, ** altamente
significativo.

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
Tabla 30

Grupos de Significancia de la Pureza en el dia 1 por fuente de variacion

Fuente de variacion Media (%) Grupo
Microorganismo
P. lilacinum 99,56 a
T. asperellum 99,05 b
Formulacion
Granulos cubiertos 99,80 a
Polvos Mojables 99,33 ab
Liquida 99,31 ab
Granulos solubles 98,78 b

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

Tabla 31

Grupos de Significancia de la Pureza en el dia 1 en la interaccién

Microorganismo Formulacion Media (%) Grupo
P. lilacinum Granulos cubiertos 99,88 a
P. lilacinum Liquida 99,88 a
T. asperellum Granulos cubiertos 99,72 ab
P. lilacinum Polvos Mojables 99,48 ab
T. asperellum Polvos Mojables 99,17 ab
P. lilacinum Granulos solubles 98,99 ab
T. asperellum Liquida 98,74 ab
T. asperellum Granulos solubles 98,57 b

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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DIA 1 DE EVALUACION
PUREZA
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Figura 11. Resultados de la pureza enel dia 1
Elaborado por: Bermeo, J., 2017

En la Tabla 32 el andlisis de varianza muestra que a los 15 dias de evaluacion existe
interaccién entre los factores de estudio, sin embrago en la Tabla 33 se observa que
los datos se ubican dentro de un mismo rango, es decir que no existen diferencias
estadisticas entre los mismos. En la Figura 12 se evidencia que P. lilacinum presento
un porcentaje de pureza del 100% con las formulaciones en granulos solubles y liquida,
mientras que las formulaciones en granulos cubiertos y polvos mojables mostraron
valores similares de pureza entre ellos, siendo estos inferiores al valor mencionado al
inicio. T. asperellum mostr6 valores altos de pureza con la formulacién en granulos

cubiertos (99,86%) y los més bajos con la formulacion liquida (98,43%).

Tabla 32
ANOVA de la Pureza en el dia 15

Fuente de variacion Gl F
Microorganismo 1 1,87
Formulacion 3 0,61
Microorganismo*Formulacion 3 4,22 **

Nota: Significancia (p-valor < 0,05) * significativo, ** altamente
significativo.

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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Tabla 33

Grupos de Significancia de la Pureza en el dia 15 en la interaccion

Microorganismo Formulacion Media (%) Grupo
P. lilacinum Granulos solubles 100,00 a
P. lilacinum Liquida 99,94 a
T. asperellum Granulos cubiertos 99,86 a
T. asperellum Polvos Mojables 98,87 a
P. lilacinum Granulos cubiertos 98,77 a
P. lilacinum Polvos Mojables 98,64 a
T. asperellum Granulos solubles 98,45 a
T. asperellum Liquida 98,43 a

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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Figura 12. Resultados de la pureza enel dia 15
Elaborado por: Bermeo, J., 2017

El analisis de varianza realizado a los 30 dias del experimento mostr variaciones
significativas para los tipos de formulacion, no existe interaccién entre los factores de
estudio como se observa en la Tabla 34. En Tabla 35 la prueba Tukey indica que tanto
microorganismos como formulaciones se encuentran dentro de un mismo grupo es
decir que todos presentan buenos resultados de pureza. En la Tabla 36 se observa que
en la interaccibn microorganismo-formulacion no existen valores diferentes
estadisticamente, por lo cual existe un solo grupo de significancia. En la Figura 13 se

observa que los dos microorganismos presentan un comportamiento similar con

43



respecto al tipo de formulacién, estos valores se encuentran entre el 98,50 y 100,00%

de pureza.

Tabla 34
ANOVA de la Pureza en el dia 30

Fuente de variacion o]l F
Microorganismo 1 0,43
Formulacion 3 341 *
Microorganismo*Formulacion 3 1,22

Nota: Significancia (p-valor < 0,05) * significativo, ** altamente
significativo.

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
Tabla 35

Grupos de Significancia de la Pureza en el dia 30 por fuente de variacion

Fuente de variacion Media (%) Grupo
Microorganismo
T. asperellum 99,16 a
P. lilacinum 98,98 a
Formulacion
Polvos Mojables 99,64 a
Granulos solubles 99,40 a
Granulos cubiertos 98,63 a
Liquida 98,61 a

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

Tabla 36

Grupos de Significancia de la Pureza en el dia 30 para la interaccion

Microorganismo Formulacion Media (%) Grupo
T. asperellum Granulos solubles 99.95 a
P. lilacinum Polvos Mojables 99,78 a
T. asperellum Polvos Mojables 99,49 a
P. lilacinum Gréanulos solubles 98,86 a
P. lilacinum Liquida 98,71 a
T. asperellum Granulos cubiertos 98,71 a
P. lilacinum Granulos cubiertos 98,55 a
T. asperellum Liquida 98,50 a

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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DIA 30 DE EVALUACION
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Figura 13. Resultados de la pureza enel dia 30
Elaborado por: Bermeo, J., 2017

En la Tabla 37 el analisis de varianza a los 45 dias del experimento demuestra
diferencias significativas para todas las fuentes de variacion, presentandose
interaccion entre los factores de estudio. La prueba Tukey indica que los grupos de
significancia con los valores mas altos y por lo tanto mejores recaen sobre P. lilacinum
y la formulacion en polvos mojables, como se muestra en la Tabla 38. Mientras que
en la interaccién la formulacion liquida se ajusta mejor a P. lilacinum segln la Tabla
39. En la Figura 14 se observa que los dos microorganismos tienen un comportamie nto
similar en las formulaciones de granulos cubiertos y polvos mojables, sin embargo P.
lilacinum muestra porcentajes més altos de pureza con las formulaciones liquida al

contrario de T. asperellum que tiene los valores mas bajos con este tipo de formulacion.

Tabla 37
ANOVA de la Pureza en el dia 45

Fuente de variacién gl F
Microorganismo 1 12,93 **
Formulacion 3 4,76 **
Microorganismo*Formulacion 3 5,06 **

Nota: Significancia (p-valor < 0,05) * significativo, ** altamente
significativo.

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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Tabla 38

Grupos de Significancia de la Pureza en el dia 45 por fuente de variacion

Fuente de variacion Media (%0) Grupo
Microorganismo
P. lilacinum 99,52 a
T. asperellum 98,99 b
Formulacion
Polvos Mojables 99,66 a
Liquida 99,27 ab
Granulos solubles 99,22 ab
Granulos cubiertos 98,87 b

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

Tabla 39

Grupos de Significancia de la Pureza en el dia 45 para la interaccion

Microorganismo Formulacion Media (%) Grupo
P. lilacinum Liquida 99.94 a
T. asperellum Polvos Mojables 99,70 ab
P. lilacinum Polvos Mojables 99,62 ab
P. lilacinum Granulos solubles 99,62 ab
P. lilacinum Granulos cubiertos 98,89 bc
T. asperellum Granulos cubiertos 98,84 bc
T. asperellum Granulos solubles 98,81 bc
T. asperellum Liquida 98,59 c
Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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Figura 14. Resultados de la pureza en el dia 45
Elaborado por: Bermeo, J., 2017

El andlisis de varianza realizado a los 60 dias de evaluacion mostrd diferencias

significativas para todas las fuentes de variacion, existiendo interaccion entre los
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factores segun la Tabla 40. En la Tabla 41 se aprecia que la prueba Tukey mostro que
P. lilacinum y polvos mojables presentan los mejores resultados en cuanto a pureza.
En la Tabla 42 se muestran los grupos de significancia para la interaccion
microorganismo-formulacion, los cuales fueron dos, encontrandose Unicamente la
formulacion liquida con T. asperellum en el Ultimo grupo. En la Figura 15 se observa
que P. lilacinum tiene valores similares de concentracion en todas las formulaciones
al igual que T. asperellum, sin embargo se observa un descenso considerable con
respecto a los otros datos en la formulacion liquida razon por la cual esta se ubico en

un rango diferente de los otros tratamientos.

Tabla 40
ANOVA de la Pureza en el dia 60

Fuente de variacion o]l F
Microorganismo 1 10,16 **
Formulacion 3 337 *
Microorganismo*Formulacion 3 453 **

Nota: Significancia (p-valor < 0,05) * significativo, ** altamente
significativo.

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
Tabla 41

Grupos de Significancia de la Pureza en el dia 60 por fuente de variacion

Fuente de variacion Media (%0) Grupo
Microorganismo
P. lilacinum 99,96 a
T. asperellum 99,74 b
Formulacion
Polvos Mojables 99,95 a
Granulos solubles 99,91 ab
Granulos cubiertos 99,88 ab
Liquida 99,66 b

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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Tabla 42

Grupos de Significancia de la Pureza en el dia 60 para la interaccion

Microorganismo Formulacion Media (%) Grupo
T. asperellum Polvos Mojables 100,00 a
P. lilacinum Granulos solubles 100,00 a
P. lilacinum Granulos cubiertos 99,98 a
P. lilacinum Liquida 99,97 a
P. lilacinum Polvos Mojables 99,89 a
T. asperellum Granulos solubles 99,81 a
T. asperellum Granulos cubiertos 99,78 a
T. asperellum Liquida 99,36 b

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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Figura 15. Resultados de la pureza en el dia 60
Elaborado por: Bermeo, J., 2017

MICROZ (P. lilacinum)

Al procesar los datos se puede observar que las formulaciones soélidas presentan los
resultados méas altos de pureza, siendo las medias de contaminacion no mayor al 2,00%
durante todo el experimento ya que los valores de pureza se encuentran sobre el
98,00%. Al presentar valores bajos de contaminacion en las formulaciones de ambos
microorganismos, se puede decir que todas son de calidad aceptable en cuanto a nivel
de pureza, debido a que existe la posibilidad de contaminacion externa durante la
siembra en las cajas Petri. Estos resultados también se han observado en otros
procedimientos artesanales donde se han elaborado formulaciones, como el de Santos

etal. (2014) quienes encontraron hasta 3,67 x 104 UFC/g correspondientes a bacterias,
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mohos y levaduras. De igual manera Jenkins & Grzywacz (2003) consideran estos
valores de contaminacion como aceptables dentro de los estandares de paises lideres

en control biologico.

5.4. Analisis de Costos en la produccion de bioformulaciones

De acuerdo a la capacidad de los equipos disponibles en laboratorio se determind que
los lotes de produccion son de 8000 ml/dia para formulaciones liquidas, mientras que
para formulaciones sélidas al no requerir equipos la capacidad de produccion se
incrementa de forma directamente proporcional a la mano de obra disponible,
alcanzando una produccion de hasta 4000 g/dia de formulacion por persona. Se ha
considerado que cada lote sdlido es distribuido en fundas de aluminio con una cantidad
de 100 g cada una, mientras que el lote liquido se lo distribuye en envases plasticos de
200 ml. Por lo tanto la capacidad total de produccion alcanza los 20 lotes/mes, lo cual

equivale a 160 litros/mes de formulacion liquida y 80 kg/mes de formulacién solida.

En las siguientes Tablas se detallan los costos que intervienen en la produccion de

formulaciones tipo granulo soluble, granulo cubierto, polvo mojable y liquida.

Tabla 43

Equipos para la elaboracion de bioformulacion en granulos solubles y cubiertos

Cantidad Nombre Costo Horas Horas Costo Mantenimiento Costo
USsD Trabajo Utiles USD/hora 10% USD/lote

1 Agitadorde o, o 24 10.400 0,09 0,01 2,17
tamices

1 Autoclave 4.000,00 4 10.400 0,38 0,04 1,56

1 Bala,n'za 1.528,00 2 10.400 0,15 0,02 0,32
analitica
Cémara de

1 flujo 3.600,00 6 10.400 0,35 0,04 2,14
laminar

1 Incubadora 786,00 24 43.800 0,02 0,00 0,48

1 Microscopio 900,00 2 10.400 0,09 0,01 0,19

TOTAL 6,86

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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Tabla 44

Equipos para la elaboracion de bioformulacion en polvos mojables

Cantidad Nombre Costo Horas Horas Costo Mantenimiento Costo
USD  Trabajo Utiles USD/hora 10% USD/lote
1 Agitador de 940,00 24 10400 0,09 0,01 2,17
tamices
1 Autoclave 4.000,00 2 10.400 0,38 0,04 0,80
1 Balanza analitica  1.528,00 2 10.400 0,15 0,02 0,32
1 Camara de flujo 5 06 g 6 10400 0,35 0,04 2,14
laminar
1 Incubadora 786,00 24 43.800 0,02 0,00 0,48
1 Miicroscopio 900,00 2 10.400 0,09 0,01 0,19
TOTAL 6,10
Elaborado por: Bermeo, J., 2017
Tabla 45
Equipos para la elaboracion de bioformulacion liquida
Cantida Nombre Costo Horas Horas Costo Mantenimiento Costo
d USD Trabajo  Utiles USD/hora 10% USD/lote
;  Agtadorde 940,00 24 10.400 0,09 0,01 217
tamices
1 Agitador orbital ~ 1.800,00 5 10.400 0,17 0,02 0,87
1 Autoclave 4.000,00 2 10.400 0,38 0,04 0,80
,  Balanza 152800 2 10.400 0,15 0,02 0,32
analitica
1 Camarade flujo 505000 g 10.400 0,35 0,04 2,14
laminar
1 Incubadora 786,00 24 43.800 0,02 0,00 0,48
1 Miicroscopio 900,00 2 10.400 0,09 0,01 0,19
1 Refrigerador 1.600,00 24 43.800 0,04 0,00 0,96
TOTAL 7,93

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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Tabla 46

Costo de insumos generales

Nombre Presentacion Precio Costo U. Cantidad Costo
UsD USD/u Qllote USD/lote
Alcohol antiséptico 4,00 L 8,00 2,00 1,00 2,00
Alcohol industrial 4,00 L 11,00 2,75 0,50 1,38
Arroz entero 100,00 Ib 45,00 0,45 2,20 0,99
Cinta masking 1,00u 1,50 1,50 0,25 0,38
Fundas de papel 50,00 u 2,00 0,04 10,00 0,40
Fundas plésticas 100,00 u 2,00 0,02 10,00 0,20
Guantes de manejo 100,00 u 6,00 0,06 2,00 0,12
Hoja de bisturi 100,00 1,50 0,15 1,00 0,15
Jeringa de 10ml 100,00 u 16,00 0,16 1,00 0,16
Mascarilla 50,00 u 5,00 0,10 1,00 0,10
Papel aluminio 6,00 m 4,00 0,67 2,00 1,34
Papel toalla 135,00 u 4,00 0,03 25,00 0,75
TOTAL 7,97
Elaborado por: Bermeo, J., 2017
Tabla 47
Costo de insumos especificos
Nombre Presentacion Precio Costo U. Cantidad Costo
USD USD/u Qllote USD/lote
GRANULOS SOLUBLES

Agua destilada 4,00L 2,60 0,65 2,05 1,33

Almidén de yuca 1,10 Ib 0,86 0,78 0,36 0,28

Bentonita 25,00 kg 5,00 0,20 1,01 0,20

Fundas de aluminio 100,00 u 31,80 0,32 40,00 12,80

Talco simple 1,00 kg 3,60 3,60 1,06 3,82

TOTAL 18,43

GRANULOS CUBIERTOS

Aceite de Parafina 1,00 L 6,00 6,00 0,20 1,20
Agua destilada 400 L 2,60 0,65 0,72 0,47
Bentonita 25,00 kg 5,00 0,20 0,11 0,02
Fundas de aluminio con 100,00 u 31,80 0,32 40,00 12,80
cierre hermético

Goma Xanthan 500,00 g 14,00 0,03 18,02 0,54
Talco simple 1,00 kg 3,60 3,60 0,42 1,51
Zeolita 1,00 kg 8,00 8,00 3,01 24,08

TOTAL 40,62

POLVOS MOJABLES

Almidén de yuca 1,10 Ib 0,86 0,78 0,63 0,49
Bentonita 25,00 kg 5,00 0,20 1,80 0,36
Talco simple 1,00 kg 3,60 3,60 1,80 6,48

Fundas de aluminio con

. o 100,00 u 31,80 0,32 40,00 12,80
cierre hermético

TOTAL 20,13

LIQUIDA
Aceite de parafina 1,00 L 6,00 6,00 4,00 24,00
Frascos de plastico 1,00 u 0,25 0,25 40,00 10,00

TOTAL 34,00

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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Tabla 48

Costo de reactivos

Formulacién Presentacion Precio CostoU  Cantidad Costo
UsD USD/u Qllote USD/lote
Granulos solubles 1000,00 ml 19,50 0,02 2,04 0,04
Granulos cubiertos 1000,00 ml 19,50 0,02 1,00 0,02
Polvos mojables 1000,00 ml 19,50 0,02 0,03 0,00
Liquida 1000,00 ml 19,50 0,02 20,03 0,40

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

Tabla 49

Costo por uso de materiales comunes en la elaboracion de bioformulaciones

Cantidad Nombre Costo Horas Horas Costo Costo
uUsSD Trabajo Utiles USD/hora USD/lote
1 Camara Neubauer 53,00 3 10.400 0,01 0,02
1 Cubre objetos 2,70 3 10.400 0,00 0,00
1 Espétula 2,70 4 10.400 0,00 0,00
) Frascos de vidrio autoclavable 7.00 5 10.400 0,00 0,01
1000 ml
1 Lémpara de alcohol 3,50 5 10.400 0,00 0,00
1 M arcador paravidrio 2,00 8 10.400 0,00 0,00
1 Probeta de 500 ml 12,54 4 10.400 0,00 0,00
1 Tamiz #150 25,00 8 10.400 0,00 0,02
1 Tamiz #200 25,00 8 10.400 0,00 0,02
1 Tamiz #325 25,00 8 10.400 0,00 0,02
2 Vaso de precipitacion de 500 ml 5,80 4 10.400 0,00 0,00
TOTAL 0,09
Elaborado por: Bermeo, J., 2017
Tabla 50
Costo por uso de materiales especificos
. Costo Horas Horas Costo Costo
Cantidad Nombre usD Trabajo Utiles USD/hora USD/lote
Granulos Solubles
10 Bandeja plastica 2,40 8 10.400 0,0002 0,02
1 Peletizador manual 50,00 4 10.400 0,0048 0,02
4 Tupper 5,00 6 10.400 0,0005 0,01
TOTAL 0,05
Gréanulos Cubiertos
10 Bandeja plastica 2,40 8 10.400 0,0002 0,02
4 Tupper 5,00 6 10.400 0,0005 0,01
TOTAL 0,03
Polvos Mojables
4 Tupper 5,00 6 10.400 0,005 0,01
TOTAL 0,01
Liquida
16 Erlenmeyer 250 ml 10,00 6 10.400 0,0009 0,09
4 Erlenmeyer 1000 mi 32,00 2 10.400 0,0030 0,02
TOTAL 0,11

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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Tabla 51

Costo de mano de obra directa e indirecta

Cantidad Descripcion Costo  Dedicacion Costo
USD/mes % Tiempo USD/afio USD/lote
DIRECTA
1 Técnico encargado del proceso 900,00 100 10.800,00 45,00
SUBTOTAL 10.800,00 45,00
INDIRECTA

1 Personal de limpiezay apoyo 650,00 10 7.800,00 3,25

1 Jefe o responsable 2.000,00 10 24.000,00 10,00
SUBTOTAL 31.800,00 13,25

TOTAL 42.600,00 58,25

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

Tabla 52

Costos Indirectos para la elaboracion de bioformulaciones

Detalle Costo Costo
USD/mes USD/lote

M aterial de aseo 50,00 2,50
M aterial de oficina 50,00 2,50
Vestuario 25,00 1,25
Energia eléctrica 35,00 1,75
Movilizacién 40,00 2,00
Infraestructura 50,00 2,50
Agua potable 10,00 0,50

TOTAL 13,00

Elaborado por: Bermeo, J., 2017
Los costos totales para cada tipo de formulacion se los ha obtenido mediante la
sumatoria de los valores correspondientes a Costos Directos e Indirectos. Estos valores

se detallan enla Tabla 53.
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Tabla 53

Costos Totales en la elaboracién de bioformulados

Detalle Grépulos Granulos Pc_JIvos Liquida
Cubiertos Solubles Mojables

Equipos 6,86 6,86 6,10 7,93
Insumos 26,40 48,59 28,10 41,97
Reactivos 0,04 0,02 0,00 0,40
M ateriales 0,14 0,12 0,10 0,20
Mano de obra 58,25 58,25 58,25 58,25
Costos Indirectos 13,00 13,00 13,00 13,00

TOTAL 104,69 126,84 105,55 121,75

Elaborado por: Bermeo, J., 2017

En la Figura 16 se puede apreciar la comparacion entre Costos Directos asociados a la
elaboracion de cada tipo de formulacion. Las fuentes de variacion mas significativas
en este tipo de costos recae sobre los equipos e insumos, en donde en cuanto a equipos
el menor costo de produccion recae a favor de la formulacion en Polvos Mojables (PM)
con un costo de USD 6,10 por lote, en segundo lugar Granulos Solubles (GS) y
Cubiertos (GC) con un costo de USD 6,86 por lote y en ultimo lugar la formulacion
Liquida (FL) con un costo de USD 7,93 por lote. En cuanto a insumos la formulacion
en GC ocupa el primer lugar con un costo de USD 26,40 por lote, seguida por PM con
un costo de USD 28,10 por lote, FL con un costo de USD 41,97 por lote y resulta méas
costosa la formulacion en GS con un valor de USD 48,59 por lote. Los reactivos tienen
un valor menor a USD 0,40 por lote ya que son utilizados en cantidades menores a
5,00 mllote, mientras que los materiales resultan tener un costo menor a USD 0,20
por lote ya que se parte de la existencia de un laboratorio que dispone del equipo basico
para elaborar las formulaciones, y estos al tener un tiempo de vida Util extenso se
reportan con un costo por uso minimo. En lo que respecta a mano de obra directa esta

es homogénea para cualquier tipo de formulacion que se requiera producir.
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RESULTADOS DE COSTOS DIRECTOS
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Figura 16. Resultados obtenidos de Costos Directos para cadatipo de formulacion.
Elaborado por: Bermeo, J., 2017

En la Figura 17 se pueden apreciar los Costos Indirectos asociados a la produccion de
cada tipo de formulacion, estos costos no presentan variacién, ya que tanto la mano de
obra como los denominados otros costos estan asociados al uso de la infraestructura,

por lo tanto el valor final es el mismo en todos los casos.

RESULTADOS DE COSTOS INDIRECTOS
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Figura 17. Resultados obtenidos de Costos Indirectos para cada tipo de formulacion.
Elaborado por: Bermeo, J., 2017
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En la Figura 18 se pueden apreciar las variaciones del Costo Total de elaborar un lote
de formulacion. Granulos Solubles es la formulacion con el menor costo de produccion
(USD 104,69 por lote), los siguientes tipos de formulacién se los ha comparado con
respecto a la de menor costo, por lo tanto en segundo lugar estan los Polvos Mojables
con USD 0,86 por lote de diferencia, en tercer lugar la formulacion Liquida con USD
17,06 por lote de diferencia y en ultimo lugar la formulacion en Granulos Cubiertos

con USD 22,15 por lote de diferencia.

RESULTADOS DE COSTOS TOTALES

COSTO TOTAL
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Figura 18. Resultados obtenidos de Costos Totales para cada tipo de formulacion.
Elaborado por: Bermeo, J., 2017

En base a los resultados obtenidos de costos se puede determinar que la formulacion
en granulos solubles y polvos mojables son las mas econdmicas en cuanto a
produccion; con respecto al almacenamiento la formulacion liquida representaria un
costo adicional ya que requiere refrigeracion para mantener la viabilidad del producto
mientras que las de tipo soOlido se almacenan a temperatura ambiente (15°C
aproximadamente). La metodologia de obtencion de los microorganismo es
considerada de bajo costo y alta eficiencia, segun Padilla, Leguizamon, & Velasquez

(2001). La elaboracion de las formulaciones propuestas en esta investigacion resulta
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competitivo en el mercado ya que un producto formulado con los microorganismos
propuestos generalmente se lo encuentra en un valor cercano a USD 100,00 por kg
como es Lilacinol y Tusal (BIO TECSA, n.d.; Fitoagricola, n.d.), mientras que el
propuesto puede llegar a costar hasta la cuarta parte, es decir 4 kilos de formulacion

solida por entre USD 105,00y 127,00 .
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CAPITULO VI

6.1. CONCLUSIONES
La elaboracion artesanal de formulaciones tiene un procedimiento sencillo que
no requiere el empleo de equipos especializados y los componentes que la
conforman pueden ser adquiridos con facilidad, por lo tanto pueden ser
desarrollados por cualquier persona u organismo interesado.
En base a la calidad de las formulaciones tanto para P. lilacinum como para T.
asperellum las formulaciones solidas son las que presentan valores de
sobrevivencia Y estabilidad aceptables, siendo los granulos cubiertos los que
ocupan el primer lugar, con valores superiores a 1,20 x 108 UFC/g al término
de 60 dias de almacenamiento a temperatura ambiente, con una pureza superior
al 98,00% siendo estos valores similares a otros productos comerciales que se
encuentran actualmente en el mercado.
En términos de concentracion del formulado P. lilacinum presenta una media
de valores superiores a T. asperellum durante un tiempo de evaluacion de 60
dias, P. lilacinum obtuvo valores altos con la formulacion de granulos solubles
llegando hasta de 1,03 x 10° esporas/g en la, mientras que T. asperellum obtuvo
un valor de a 5,62 x 108 esporas/g con la formulacién en polvos mojables.
El andlisis econdmico demuestra que la elaboracion de formulaciones no
genera costos de produccion representativos en comparacion con la cantidad
de formulado a obtener, por lo que resulta rentable producir de forma masiva

este tipo de productos.
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6.2. RECOMENDACIONES

Se recomienda que los componentes bentonita, talco y zeolita para las
formulaciones en granulos sean secados en una estufa a 45°C, 24 horas antes
de elaborar la formulacion para que los componentes liquidos puedan
absorberse mejor, ademas procurar que estos se encuentren a temperatura
ambiente al adicionar el ingrediente activo.

En la elaboracion de pellets para granulos solubles se recomienda trabajar de
forma &gil, ya que el producto tiende a secarse con rapidez lo cual hace la
extrusion mas complicada.

Continuar con las evaluaciones de las formulaciones por al menos 12 meses en

periodos de 30 a 45 dias para evaluar el comportamiento de las mismas.
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CAPITULO VI

8. ANEXOS

Anexo 1. Muestra de datos de viabilidad.
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DILLICIGN b
TRATAMENTO 10-4) | 107-5) [ 10°[-6)|  UFCig
TR i 175 60| 1.7SE+08
TIRZ i z3z| 187| Z.32E+08
TIR3 i 234 Bl z3dE+08
TR i 143 BE| 143E+08
TIRS i 180 g6 1.B0E+03
TIRE i 203 33| Z.03E+08
TIRT i 148 63|  1.48E+08
TIRS i 152 gz| 152E+08
TIR3 i 196 39 19BE+08
TIR10 i 134 H| 134E+08
TIRT1 i 128 33 1.28E+08
TIR1Z i 115 53| 115E+08
TIR13 i 139 45| 1.38E+08
TR i 176 40| 1.7EE+D05
TIRTS i B5|  112[ 1E65E+08
TIR1E i 170 93] 1.70E+08
TIRTT i 140 B5|  140E+03
TIR1E i 128 70 1.Z3E+08
TIR13 i 33 18| 9.&0E+0T
TIRZ0 i 143 73] 143E+08
TIRZ1 i 36 c3| 9.B0E+07
TIRZZ2 i 147 30 147E+08
TIRZ3 i 115 34 113E+08
TIRZ4 i 33 30| 9.30E+07
TIRZ5 i 130 87| 1.90E+08
TIRZ6 i 70| 136[ 1T0E+0R
TIRZT i 82| 03[ 182E+08
TIRZ3 i 132 ag|  1.32E+08
TIRZ3 i 196 138[ 1.96E+08
TIR30 i z08| 14z| Z.08E+08
Incontable




Anexo 2. Muestra de datos de concentracion.

TRATAMIENTO | L1 L2 B3| 4] L5 [L6| L7 L8 | L9| L0 |PROMEDIO | ESP/gramo
TIRI 1 2 2 2 2 | 1] 1 2 201 16 2.92E408
TIR? 2 1 0 4 2 |2] 0 4 0] 2 17 3.10E+08
TIR3 0 1 0 2 3 (0] 4 3 0] 3 16 2.92E408
TIR4 1 0 0 1 1 ]1] 3 4 0] 1 12 2.19E+08
TIRS 1 1 1 2 2 2] 2 3 2| 3 19 3.46E+08
TIRG 2 1 2 1 112 2 3 111 16 2.92E+08
TIRT 2 2 0 3 1 12] 2 1 1] 2 16 2.92E408
TIR8 1 2 1 2 1 12] 1 4 1] 2 17 3.10E+08
TIR9 1 2 1 4 2 2] 1 1 21 3 19 3.46E+08
TIR10 4 2 2 0 1 13] 1 1 2| 2 18 3.28£+08
TIR 1 1 3 1 1 ]1] 1 1 1] 2 13 2.37E+08
TIR12 1 2 3 1 2 | 1] 2 0 111 14 2.55E+08
TIR13 0 1 1 2 1 ]1] 0 1 0] 1 0.8 1.46E+08
TIR14 1 2 1 2 0 [1] 3 2 3| 2 17 3.10E+08
TIR1 1 2 1 3 2 |1 0 2 1] 2 15 2.73E408
TIR16 2 2 1 2 1 13] 2 3 201 19 3.46E+08
TIRLT 0 3 1 3 2 | 2| 3 2 2| 2 2 3.65E+08
TIR18 3 1 1 3 2 |2] 4 2 111 2 3.65E+08
TIR19 1 3 3 0 2 | 1] 3 1 111 16 2.92E+08
TIR2) 2 1 2 1 1 ]1] 0 0 1] 2 11 2.00E+08
TIR2L 0 1 2 0 1 ]1] 2 1 111 1 1.82E+08
TIR2 2 1 0 2 2 |1] 0 1 111 11 2,00E+08
TIR23 1 2 0 1 1 1] 4 1 1] 3 15 2.73E+08
TIRA 3 2 2 1 1 3] 2 1 0] 3 18 3.28£+08
TIR% 0 2 1 1 2 | 1] 1 2 3|1 14 2.55E+08
TIR% 0 2 3 1 2 | 1| 2 3 1] 2 17 3.10E+08
TIR2T 2 2 1 2 3 (4] 0 1 0] 1 16 2.92E408
TIR2 4 2 1 1 0 (3] 1 2 1] 2 17 3.10E+08
TIR29 1 3 0 2 0 [4] 2 1 111 15 2.73E+08
TIR3 1 3 1 0 2 [2] 3 2 1] 2 17 3.10E+08

Los resultados de viabilidad se expresan en esporas/gramo de formulacion.
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Anexo 3. Muestra de datos de pureza.

TRATAMENTO | CONTAMINACION FURO TOTAL |= PUREZA
T1R1 1] 156 155 100.00
TIRZ 1] 183 183 100,00
TIR3 1] 120 120 100.00
T1R4 1] 210 210 100.00
T1RS 1] 160 160 100.00
T1RG 1] 186 186 100.00
TIR7 1] 135 135 100.00
T1RG 1] 135 135 100.00
T1R3 1] 17e L 100.00
TR0 1] 186 186 100.00
TIRN 1] 132 192 100.00
TR p 183 131 35.95
TIR13 1] 130 130 100.00
TR 1] Za0 250 100.00
TIR1S 1] £30 230 100.00
TIR1E 1] 2 201 100.00
TIR17 1 187 155 33.47
TIR15 1] 140 140 100.00
TIR13 1] 162 162 100.00

- TIRZ0 1] 143 143 100.00
TIRE1 1] 145 146 100.00
TIRZ:Z 1] 141 141 100.00
T1RZ3 1] 178 173 100.00
TIRZ4 1] 152 152 100.00
TIRZS 1] 120 120 100.00
TIRZE 1] 139 133 100.00
TIRZT 1] 137 137 100.00
T1RZa 1] L 142 100.00
TIRZ3 1] 143 143 100.00
TIR30 1] 185 155 100.00
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Anexo 4. Muestra de siembra para evaluar la viabilidad y pureza del formulado con

T. asperellum.

Anexo 5. Muestra de siembra para evaluar la viabilidad y pureza del formulado con

P. lilacinum.
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Anexo 6. Sustrato de arroz inoculado con P. lilacinum

Anexo 7. Formacion de pellets para la formulacién en granulos solubles.

En esta imagen se muestra la forma en la que se obtiene el formulado en granulos

solubles, mediante el uso de un peletizador manual.
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Anexo 8. Almacenamiento del ingrediente activo para formulaciones

Anexo 9. Almacenamiento de formulaciones sélidas.

73



Anexo 10. Productos comerciales con T. asperellum y P. lilacinum

AMINO T TUSAL

CHIMAL
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Anexo 11. Ficha Técnica TUSAL

Maodo de accion

TUSAL A S T e i B

LO MEJOR PARA EL SUELD los henge Ieslones sotre ks tejidos de ka ralz. Frocesa que se conace coma

ANTAGONISMO.

TUSAL® psun 2a24ay par de

mx T25:

L3 teda tipa de suslos y sustratos.

. todo o espacio.

* Resistenda a fungicidas sistémices.

. [ Fusarium, Rlzoctonia, Altlum, £sclerctin...).

: e hy 2-LascepasT1ly que Io: que estos se dediliten, para
ser finalmente atacades por TUSALS.

CONTROL

TUSAL® s of con mayor en

UFCig) ¥

75

¢Como aplicar TUSAL® en horticolas?

CONDICIONES PARA LA APLICACION

. 25-30°C.

+ Ph del suelo: smplio espectro.
* Salinidad del susie: ¥ 50 QL

» Humedad del susle: 70-80%

MANEXD

« Oefar bidratar TUSAL® S

1°<10-15°Cel >30°C.

ol dia de s

. ser
* Agitae antes y duramte la aglicacien.
o (prox. 2000 ts).

1R
§§=
1
;

aplicacitn 15 das).

L 0.5 Kg/H de 15-30 diss.
# La desks maxima acumedada no debe superar los 3 Kg/Ha

APLICACION EN SEMILLERD

La aplicacén de TUSAL® on semillero ha de asegurar una dosis de 15-20 gr. por cada 1000 plantulas, recomendanda
diudones de 2 gr por litro. Las dosis se ajustarsn en funckén del cultho y de las caracteristicas de ks bandgjes de
semiiera.

ERBSREARIANN m_

1

Ooxs de preductn
0 ra

*Olucién 2g/L
CONSEJOS DE USO

Fara
™

[TRICHEER® esta cconssjodo poro s oplicooidn junto con TUSAL®
nutricidn de las copos de Trichodenmos).

C yfo por debajo de & °C.




Anexo 12. Ficha Técnica de MICOSPLAG WP

PRECALCIONES ¥ ADVERTENCIAS
MICOSPLAG WP es un agente biolégico en base a esporas de la cepa Cenicafe Ma
9736 del hongn Metsrhiim smsgaise Cepa Cenicafe Bb 3705 del hongo
Hesuveriz bassianay Lepa Cenicafe Pl 9301 del hango Precilamyces Macinus

PARA 511 SEGURIDAD DURANTE LA MAKIPULACION ¥ APLICACION: Evits el contactn con
k piel loz njos y vestimenta. Evite |a inhalacion 4= pobm o kb zspersion. Ho ingerir, no
camer, heber o fumar durante |z splicacidn. Durante 2 menipulacidn, wsar antiparras.
delkrtal impermeable, protector de reriz y boca. guantes impermeables. batas de goma
Durantz |z aplicacisn usar hofas d= goma, guantes impermeshles. owerol de protecridn.
antiparras y mascara can filbro. Mo permitir el ingreso de personaz exirsfie al érea de
aplicecion. Mo aplicar con vienta superior 2 3 km/hr,

PARA SU SEGURIDAD DESPUES DE L& APLICACKOM: Después de ke jormada de trebsjo
cambiar |a rapa y Evese antes de comer, beber o fumar. lave |2 ropa de trabsjo antes de
vobver 3 marle

INFORMACION ECOTONCOUOGICA: Mo presents ecotovicidad ya que ests omnipressste
m |2 maturzleza y se encwenira cominmesie en suelo, agua y aie. No es tiico &
orgenizmes acudticss, aves, animales, ni sbejas.

SINTOMAS DE INTOMCACIGM: En caso de ingestitn, posible diarvea. En caso de contactn
can |z pigl v njos, posible irvitacian

PRIMERTS ALDOLIDS

CONTACTO CON LOS OUDS O PIEL: Lave mmeditamente con abundante agus. Si persiste
una irritacitn, consultz 8 médico

INBESTHM: Mo inducir =l vomitn. Comsultar & un  médics y mustrarke |3 etigueta del
productn.

INHALACIN: Tresladar o afectada o sire fresco Si == presenta alguna molestiz
cansukar = un médico y mostrarle |a etigueta del productn.

TRATAMIENTD MEDICO DE EMERGENCIA: Siviomaticn y de sostén,

ANTIDOTD: Mo pozes antidate sspecifica
"L ELUMINADION DE RESIDUDS DESERA EFECTURASE DE ACUERDO CON INST

MIF

ag’,

POLYO MOJABLE (WP).
NEMATICIDA BIOLDGICO
Micosplag WP, s un nematicidz bioltgico compuesto por tres cepas de hongos
entomopatogenas con accitn sobre diferentes nematodos segin cuadro de

instrucciones de uso.

COMPOSICION GARANTIZADA r/p
Metzrfizivm ankaplize cepa Lenicafz Ma 1736"

+Heauversz beerians cepa Cenicafz Bb 5205

+Paecilmyres libcines cepa Lenicafz PI9301*** B4 p/p {BODo/ g}
Coformdanies cepe 100 % p/p (IKg)

*Castiene un minimo de 5 x 10* ofz/g
**Cantiens on minimo de 5 x 1* ofeig
*** Contieme un minimo de 12 10 ofc/g

AUTORIZACION DEL SSRVICID AGFCOLA Y GASADERD N D&

CONTEMD HETL: 100 g

LEA DETESIDRMESTE ESTA ETIOUETA ANTES DE LEAR EL PROOUCT

COMPETENTE .

MANTENER FUERA DEL ALCAMCE DE LDS MRS Y (DE PERSONAT INEXPERTAS. INUTILIZAR Y ELIM AR LOS ENVASES
[E ACUERDD CON NS TRUCTIOHES DE LAS MSTORIDADES COMPETENT ES. SO LAVAR LOS ENMKEES: O EGLIPOS DE
APUCADKN EN LAEOS. RIS Y OTRAS FUENTES [E AGLW. EN CASO DE INTONCACKSN MOSTRER LA ETIOUETA, EL
FOLLETD 0 L ENVASE AL PERSONAL DE SALID.

TELEFINDS DE EMERGENDIA:
RITA: [T) 7719 34
SAHKTRADE TA: (71443 10 41 o DR) BEITST

« NIl TRAMSPORTAR K1 ALAN CERAR CIN ALMENTIS, PRODUCTIE WEBETALES O CUALESTUNERA OTRDS NE
ESTEN DESTIMADDE AL US0 0 CONSSMD SUMAND 0 RSN AL
COMERMAE EN SU EWASE DFGIMAL, HEN CEFRADL ETDLETAON EM LW LLGIR FRESCIL SECO, BAJO LLATWE &
TEMPERATURA MIMMA DE I0°C Y XML [E SIPC EN 5E DEIE AMACENAR ©N BODESA OUE CUMPLA CON NORMATTAL
DURACIIN DEL PRONLICTD EN ENVASE SELLADIL 7 A

FASRICADD EN COUOMALY PDR:
ORIUS BIOTECNOLOGIA

NO INFLAMAELE - NO CORROSIVO - NO EXPLOSIVO
IE L&
LOTE W&
FORMULACIGN:
VENCE:
MPORTADD Y DISTRIEU0N B CHILE POR:

SANATRADE S.A.

B el Comdar ¥ EDIL O 3%

Carrera 378 £16-51 PEL 57) S TO0SH
Huechuraa, Sanags

Mariczrcn CIUNER Fong (2) AN CF) AR
ventasfsanagro.cl

woaw. sanatrade.cl
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INSTRUCCIONES DE USD

MIOIPIAE WP &= o Memalicids Hiobigics formubdn con esporse en llencia de lex hongos
entomopaligenns Meterbivion sokoolies Seaureris Sersiens y Faeciaopees Mechur pare el menejo de
Nemetadas Fitifegee: delzisle eomn ze explies on ol siguisnle cusdo:

CULTIVD PLAGA TOSIE EPOCA UE APLICADIGN
Mema todos:
Ao americanom 24 Jais 3 dor v ol e e e o dcvidad o
w Tplhinemns dedlex R T
1M iy bty o Bhigivs ha repaiir o0 post execha Maino 4 aplicaciancs o
I mvowad. b nistacioms skes b dosa
Aok otpbochus s usar va o 300 ges por . ! !
Paratylenches spx
plear o ol sk de riega ol inidia de b
— Hematodos: temgaruds 050 s e ol cuc e b
Memidogne sthipis 10 -300 | plomia  cosmdo sz deiecis of dale Misieo §
e Sfeatplbesihos s pha | alicssimes on la vmmrade [ wkrscess
ez slay b o o e i e D g s, e
Fratunchus s b esar dost s I e
Hematode i i b e gl e b
Barvies- MKiphinema amenianum 5.l For mmnis drgesaleadke. Hisies § whecios
ARARIANTE v Mg | e e ewpmemia in wres e U1 ' hesta. bn
e —— Nipfeimems indertacias dter i dirse e 3 e Dl greger
Melnidagyme st b
Fraies ks
[ MNematodos: dphear e ol shwm de risga ol s de
umzm. mreee. Kihimame smerianuor .0 m g erada opor a perion dirgida ol codle & b
drele rerzn, plania Mivime & plicaciones o | temperada En
peral dmendre, Mphinema index W ria s b om0 s B0 g
regal, prasada. Melnidagyne ethinpics per b
Frusales beja Mematados: plcar ol simm e riega ol i i B
Fersis tave mum“ menperads o por s pervion dirigla o el e s
Urndn, raandarieg, = A0 | inta Wisine & aplcacones o b emparada Fa
marare, b, Hipthinems dndes V8| s s s s ar e e B0 g
nspern Hzloidmpre 2ohinmics s

PREFARACHEN DE LA MEICLE Ddsya la dosis reromendada en 70 Bires de apea. Deje reposar por 30 minutes. Despuis
sieria el conienida en b bomiga. y compleie con b cantidad deagua necesaria, Lo mezdadehe en agitacion y aplicarse a ms
tardar B hares despuis de pregarada 5 == aplca con oiros agroguimicas canmibles e agregaal find = ol srden ce la
mexh

WCOMPATIEILOAL 5 compatide con Feagicides cuimices

ATOTIRCIOAR: Ha es fitaticicn, ya que par su composicion bidkigica enira o simbiosis con ke plastas, esdmnulasds a

plarrz el desarrala de o radicudar.

PERIOD0 D CARENCIK: La carencia del products e de e diss.

TIBNPD DE RANBRESTE Perinda de reingresn es de 7 haras Desputs de b aphe scion e vez que se ba secadn el depesitg

ssire of illge en ol casa de sres humancs En animeles a3 coTesponée v o ke cultives: antes Gescrites oo san par

raesmo aaimal

HOTA AL COMPRADDR:

H producen en sa febricariss a sida scretido s estrictos conrales de calidedd, garantixandese ol parcenije de Igredience

hewve de s esvases selladas. Come su skmaceraments y aphcacien escapan de roestro ol directa, declinamos tada

respersabilisd por riesges denveadas fe sy mela splicacion v almacenaje ima decada.
WUEEHIBE-LIEIIEHMD"EH
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Anexo 13. Ficha Técnica LILACINOL

LILACINOL Cddigo: BCFC 1002
Ioe.mol Hojas: 1de 2 Revisado:

FICHA TECNICA 2006-01-23

10.

11.

12.

13.

14.

NOMBRE COMERCIAL:

LILACINOL WP

EMPRESA FABRICANTE:

BIOCONTROL

TIPO DE PLAGUICIDA:

Nematicida bioldgico con base en el hongo Paecilomyces lilacinus. El Paecilomyces
lilacinus es un hongo imperfecto que pertenece a la subdivisién Deuteromycotina,
clase Hyphomycetes, caracterizado por la formacién de micelio septado con
produccién de conidias que nacen a partir de hifas ramificadas.

MODO DE ACCION:

El Paecilomyces lilacinus es parasitode varias especies de nematodos plagas. El hongo
inicia su ataque cuando las conidias entran en contacto sobre el nematodo; una vez
que la conidia germine, esta produce enzimas que disuelven la cuticula haciendo un
pequeiio agujero a través del cual el hongo comienza a crecer en el cuerpo
produciendo unas toxinas que mata el nematodo. El hongo se reproduce formando
millones de conidias que estan en capacidad de infectar otros nematodos.
CONTENIDO DE INGREDIENTES ACTIVOS:

Minimo 100 millones de conidias viables por gramo.

CONTENIDO DE INGREDIENTES INERTES:

Talco OMYATALC 44

TIPO DE FORMULACION:

Polvo mojable WP

pH:

50-7.0

HUMEDAD:

Maximo 5 %

ESTABILIDAD:

6 meses; temperatura maxima de 242C

PRECAUCIONES:

No exponer el producto aaltas temperaturas o en congelacién; no mezclar con acidos,
bases, desinfectantes del suelo o fungicidas.

RECOMENDACIONES DE USO Y APLICACION:

Se recomiendamezclarconaguaenunrangode pH de 5.0 -7.0, sugiriéndose el uso de
un corrector en caso necesario adicionando, primero el corrector al agua, y luego el
producto. Aplicar 1-2 gramos por litro de agua

PRESENTACION:

Frasco de 200 gramos de producto comercial

CATEGORIA TOXICOLOGICA:

Categoria IV (ligeramente toxico)

77




Anexo 14. Ficha Técnica de AMINO T

AMINO T Cédigo: 90.07
) Hojas: 1de 2
AGHI"M FICHA TECNICA Revisado:

1. NOMBRE COMERCIAL:
AMINOT

2. EMPRESA FABRICANTE:
AGRINOVA SCIENCE

3. MODO DE ACCION:
AMINO T posee excelentes cualidades para el control bioldgico de enfermedades
fungicas (Fusarium sp., Rhizoctonia sp. y Pithium sp., entre otros). Favorece la
colonizacién de las raices de la planta con T. harzianum reduciendo asi la posibilidad
de colonizacién porotros organismos patégenos. Por tanto, T. harzianum compite con
el resto de microorganismos para conseguir nutrientes y finalmente dominar la
rizosfera. Es un bioestimulante del crecimiento radiculary también foliar, que protege
a la planta ante posibles ataques flngicos. Si la planta esta infectada, AMINO T
favorece la recuperaciéon de la misma.

4. CONTENIDO DE INGREDIENTES ACTIVOS:
1x10® conidias (100 millones de conidias) por gramo

5. CONTENIDO DE INGREDIENTES INERTES:
Aminoacidos: 32,0% p/p.
Nitrogeno (N): 3,4 % p/p.

6. DOSISY APLICACIONES:
Citricos y frutales: 100-150 g/hl
Horticolas: 80-130 g/hl
Flores y ornamentales: 80-100 g/hl
Citricos y frutales: Primeraaplicacién de 5 a 7 kg/ha con repeticiones de 2 kg/ha cada
30 dias.
Horticolas y ornamentales: Primera aplicacién de 3 a 5 kg/ha con repeticiones de 1
kg/ha cada 15 dias durante el ciclo de cultivo.
Floresy ornamentales: Primeraaplicacion de 2 a 4 kg/ha con repeticiones de 1 kg/ha
cada 15 dias durante el ciclo de cultivo.
Olivosyvides: Primeraaplicacion de 4a 6 kg/haconrepeticionesde 1,5kg/ha cada 30
dias.

7. INCOMPATIBILIDAD:
AMINOT no se recomienda aplicar o mezclar con ningun tipo de plaguicida. Mantener
fuera del alcance de los nifios. Mantener alejado de alimentos, bebidas y piensos.

8. PRESENTACION:
Envases de 1 kg. y de 5kg.
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Anexo 15. Ficha Técnica de BIOPROTECTION TR

. Laboratorios BIOPROTECTION TR Cédig(;i
. Hojas: 1de 2
2 P&OB(REQQN FICHA TECNICA Rivisado;
1. NOMBRE COMERCIAL:
BIOPROTECTION TR
2. EMPRESA FABRICANTE:
LABOATORIOS DR. OBREGON
3. TIPO DE PLAGUICIDA:
Biopreparado del hongo antagdnico Trichoderma asperellum.
4. MODO DE ACCION:
Competicidn: Compite porsustratoenla rizosferay filosfera con los patégenos de las
plantas.
Antibiosis: Produce una gran cantidad de antibidticos que son fungotéxicos.
Induccidn a resistencia: Al instalarse en las raices y hojasinduce ala plantaa produdr
fitoalexinas que le dan resistencia a las plantas al atague de hongos patégenos.
Mycoparasitismo: Trichoderma es capaz de parasitar micelios de hongos.
Simbidtico: Ayuda a la proliferacidon de micorrizas y bacterias fijadoras de nitrégeno,
conloque laplantarequierehastaun 20% menos de nutrientes quimicos Trichoderma
hongo de color verde, Rhizoctonia color Café.
5. CONTENIDO DE INGREDIENTES ACTIVOS:
2.5X10° esporas viables
6. PRESENTACION:
Liquiday en polvo
7. DOSIS Y APLICACION:
Las dosis recomendadas son de 6 Kg por hectarea cuando se aplican por primeravez.
Las siguientes aplicaciones varian de 1 a 3 Kg por hectdrea. Dosis inoculativa: La
frecuenciade aplicacionesvariadependiendo de las enfermedades a controlar. En el
caso de enfermedades de follaje la frecuencia varia de 15 a 30 dias. Cuando las
enfermedadesson radicales es preferible hacer aplicacionessemanales o quincenales.
8. INCOMPATIBILIDAD:
AMINOT no se recomienda aplicar o mezclar con ningln tipo de plaguicida. Mantener
fuera del alcance de los nifios. Mantener alejado de alimentos, bebidas y piensos.
9. RECOMENDACIONES:
Realice la aplicacion uniforme. Se sugiere en focos de infeccién aplicar el producto
granulado o sea, el arroz impregnado con el hongo y un posterior riego, las demas
areas aplicar por aspersion o inyectado.
10. CONSERVACION DEL PRODUCTO:

Las esporas de los hongos estan altamente hidratadas y su germinacién se ve
estimuladaporel calor, por lo que es importante refrigerara una temperatura entre
1 °Cy 10 °C. A esta temperatura el producto se puede conservar hasta 4 meses lo
mismo que el hongo suspendido en agua.
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Anexo 16. Ficha Técnica de CHIMAL

CHIMAL Hojas: 1 de 2
Ef Y ERSAI - Reg: RSCO-NEMA-0907-
’ FICHA TECNICA 307-002-007

1. NOMBRE COMERCIAL:
CHIMAL

2. EMPRESA FABRICANTE:
AGROQUIMICOS VERSA, S.A. DEC.V.

3. TIPO DE PLAGUICIDA:
CHIMAL® es un polvo humectable de esporas y micelio del hongo Paecilomyces
lilacinus, util para el control bioldgico de nematodos.

4. CONTENIDO DE INGREDIENTES ACTIVOS:
No menos de 5.1 x 109 conidias/g

5. CONTENIDO DE INGREDIENTES INERTES:
Antiaglomerante, desecante, agente humectante, dispersante y adherente 93.47%.

6. DOSIS Y APLICACION:
Abra con cuidado el empaque con la ayuda de unas tijeras, pese conla ayuda de una
bascula o con algun otro utensilio graduado especifico para este uso, la cantidad
indicadade CHIMAL® y viértalaen unrecipiente conteniendo la mitad de su capacidad
de agualimpia, agite y posteriormente agregue al tanque de aplicacién o mochila de
aspersién y agite nuevamente.Si requiere aplicar combinando agroquimicos, mezde
estos por separado y vierta en el tanque.

Cultivo Plaga Dosis Observaciones
(a/ha)
. . Mematodo
J:";—EEE;:IE“ agallador 250- Rezlizar 3 aplicaciones en drench a la base del tallo de la planta, =
Eelr:a-;j:na e | 500 intzrvalos de 5 dias.
Crisantema, Pl?;r:_é_:cedo 250~ Rezlizar una aplicacion en drench, tres dizs después del
girasel, gérbera, || o L o L =00 trasplante, de ser el caso, realizar dos aplicaciones adicionales a
aster (SL) [Fratyenciy - intervalos de 5 dias; volumen de aplicacion 500-600 L/ha.
e neglectus)
I‘\er1zt:d_o - Rezlizar dos aplicaciones en dranch 2 |z base del tallo, 2 intervala
R, agallado 200- i - e in
Papaya (SL) A de 14 dias, utilizando un velumen de aplicacién 100 ml da
(Meloidogyne &00 B L
N agua/plantza.
£
Mematodo
Bifis (SLY agallador 400- Realizar dos aplicaciones en dranch a la base de la planta, a
L (Melzidegyne 600 int=rvalo de 14 dias,
sp)

7. INCOMPATIBILIDAD:
CHIMAL® es compatible con cipermetrina, clethodim, y fertilizantes foliares que
tengan registro vigente y estén autorizados en los cultivos aqui indicados.

8. FITOTOXICIDAD:
CHIMAL® no es fitotéxico a los cultivos aqui indicados, si es aplicado de acuerdo a las
recomendaciones de esta etiqueta.

9. PRIMEROS AUXILIOS:
En caso de inhalacidn retire al individuo hacia un lugar fresco y ventilado. Si cayé en
los ojos, lavelos con abundante agua limpia por lo menos durante 15 minutos.
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