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RESUMEN

Algunos hongos han sido utilizados ampliamente como agentes flngicos antagonistas
contra plagas; a su vez se han empleado como potenciadores del crecimiento en las plantas ya
que se han demostrado sus beneficios en numerosas ocasiones. El papel antagénico de estos
hongos es propiciado por un metabolismo més rapido, conformacidn fisioldgica y metabolitos
antimicrobianos. También es muy habitual la competencia por el espacio y nutrientes, el
micoparasitismo, la induccidn del sistema de defensa de las plantas y la antibiosis por enzimas
y metabolitos. Al ver los beneficios que proporcionan a las plantas, se estd investigando de
forma mas rapida los procesos de produccion de los hongos para asi poder comercializarlos de
la forma maés eficaz posible.

Este proyecto se ha centrado en los hongos Trichoderma aggressivum, Trichoderma
saturnisporum y Paecilomyces variotii y se ha puesto bajo estudio la viabilidad de cada uno de
ellos cuando forman parte de seis formulados diferentes a lo largo del tiempo. Se llevara un
control del crecimiento y concentracion de todas las muestras conforme se vayan cumpliendo
los plazos marcados. Con todo esto se obtendran los datos necesarios para poder establecer cuél
es el mejor formulado para cada microorganismo a la hora de hacer un producto comercial, que
es el principal objetivo de este trabajo.

ABSTRACT

Some fungi have been widely used as antagonistic fungal agents against pests; at the
same time, they have been employed as growth enhancers in plants as their benefits have been
proven on numerous occasions. The antagonistic role of these fungi is promoted by a faster
metabolism, physiological conformation and antimicrobial metabolites. Competition for space
and nutrients, mycoparasitism, the induction of the defense system of plants and antibiosis by
enzymes and metabolites are also very common. By seeing the benefits they provide to plants,
the production processes of fungi are being investigated more quickly in order to be able to
commercialize them in the most efficient way possible.

This project has focused on the fungi Trichoderma aggressivum, Trichoderma
saturnisporum and Paecilomyces variotii and the viability of each of them has been studied
when they are part of six different formulations over time. The growth and concentration of all
the samples will be controlled as the established deadlines are met. With all this, the necessary
data will be obtained to be able to establish which is the best formulated for each microorganism
at the time to make a commercial product, which is the main objective of this work.
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1.MEMORIA

1.1.Interés

Siempre ha habido conflicto entre maximizar los rendimientos con compuestos de sintesis
o0 potenciar la biodiversidad natural para asi poder llegar al suministro de alimentos necesarios
para satisfacer las necesidades humanas (Roumpos, 2005).

Actualmente, como ya sabemos, se esté reduciendo y limitando en gran cantidad el uso de
productos quimicos en el mundo de la agricultura. Este paso para dejar de lado el mundo de los
quimicos ocurre tras ver las consecuencias del uso abusivo que se ha hecho de ellos todos estos
afios atras y del dafio que han provocado no solo directamente, sino también indirectamente
promoviendo problemas ambientales como pueden ser la contaminacién del suelo, acuiferos
entre otros muchos. Este tipo de productos han sido utilizados para combatir y/o controlar las
diferentes y numerosas plagas que han ido apareciendo sobre nuestros cultivos a lo largo de
toda la historia, debido a que estas plagas y/o enfermedades son el principal enemigo para
acabar con el cultivo y por tanto con la economia o subsistencia del agricultor (Dianez et al.,
2016).

Las herramientas de control quimico de plagas y enfermedades estan bastante controladas
y reguladas, para evitar que un posible uso excesivo y sin control de estos productos pueda tener
un impacto negativo en el consumidor y en el medio ambiente. Las plagas, enfermedades y
otras incidencias van a seguir apareciendo en los cultivos por lo que se deben buscar otras
soluciones mas viables y menos perjudiciales a las anteriores para seguir haciendo frente a estos
problemas. Ademas, no se puede olvidar la notable disminucion en la efectividad de los
productos quimicos, debido a las nuevas cepas que han ido apareciendo a lo largo de los afios
de patdgenos con diferentes resistencias a plaguicidas (Ferr6n,2013).

Debido a todos estos motivos expuestos, la agricultura ecologica estd mas en auge que
nunca debido a que se emplean técnicas de cultivo mas sostenibles y permite una modificacion
del suelo, consiguiendo con ello un mejor control de la comunidad microbiana asociada a la
rizosfera y por tanto una reduccion del nivel de insumos aplicados (Stoate et al., 2009; Siegel-
Hertz et al., 2018).
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1.1.1. Interés en el uso de Organismos de Control Biologico

Hay una gran diversidad en la cantidad de microorganismos que son capaces de coexistir y
asociarse a los sistemas radiculares de algunos cultivos (Hyakumachi y Kubota, 2003) por lo
que una posible sustitucion de los productos quimicos podrian ser los agentes de control
bioldgico. Esta es una buena optativa debido a que la mayoria de los organismos fitopatogenos
tienen enemigos naturales que podemos emplear como estrategia de lucha. Podemos decir que
el control bioldgico consiste en: “Utilizacion de organismos residentes o introducidos en un

patosistema para suprimir las actividades o las poblaciones de patogenos” (Pal y Gardener,
2006).

No siempre se consigue suprimir completamente; si no que podemos conseguir una
reduccion de la severidad del ataque, del in6culo del patégeno o de plaga e incluso minimizar
la infeccidn producida. Por lo tanto, el uso de agentes de control bioldgico puede ser utilizado
perfectamente como alternativa o complemento del control quimico (Santos y Dianez., 2010).
Convirtiéndose asi en uno de los campos con mayor interés en el mundo de la agricultura ya
que ademas de todo lo anterior consiguen promover el crecimiento vegetal (Dianez et al., 2016).

1.1.2. Importancia del control de hongos en los cultivos

Los hongos forman el grupo de patégenos méas importante que afecta a los cultivos tanto en
Espafia como en el resto del mundo. Las enfermedades causadas por los mismos son numerosas
e importantes, debido a que seglin en el momento que actien pueden afectar al crecimiento de
la planta, desarrollo de frutos, rendimiento global del cultivo..., por lo tanto, podemos afirmar
gue segun sea el alcance y la severidad de estas enfermedades sobre la plantacion pueden
convertirse en factores que limiten la produccion y comercializacion de productos (Agrios,
2005).

A pesar de todo esto, los hongos poseen muchos aspectos positivos los cuales se estan
empleando con resultados exitosos para la lucha contra diferentes enfermedades.

1.2.0Dbjetivos

El principal objetivo que persigue este Trabajo de Fin de Grado es la obtencion del mejor
formulado liquido en el cual puedan sobrevivir y mantenerse en buenas condiciones los
microorganismos para asi poder pasar a la comercializacion de dichos productos y con ello
poder ir desplazando a los formulados quimicos.
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Para ello, se tratara con tres microorganismos diferentes probados en las seis mismas
soluciones y en las mismas condiciones. Se estudiaran los resultados obtenidos en cada caso y
se hard una comparativa de los mismos. En esta se tendra en cuenta la viabilidad de cada uno
de los microorganismos basdndonos en un conteo de esporas germinadas y no germinadas
ademas de su capacidad de reproduccion.
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FASES DE REALIZACION Y
CRONOGRAMA
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2. FASES DE REALIZACION Y CRONOGRAMA

2.1. Fases de realizacion

El trabajo experimental ha sido elaborado en los laboratorios de la Escuela Superior de
Ingenieria de la Universidad de Almeria.

Las diferentes fases por las que pasa el proyecto son las siguientes:
1.Fase inicial, esta fase consta de las siguientes:

- Esterilizacion de todo el material a emplear, esta fase es muy importante ya que
cualquier posible contaminacidn nos proporcionaria unos falsos resultados.

- Preparacién de los hongos bajo estudio y produccion masiva de los mismos, para
ello emplearemos bandejas ya que se trata de fermentacion en fase solida sobre
cereal.

- Preparacion de los diferentes formulados, se haran las soluciones madre de los seis
tipos de formulados a emplear en el proyecto que posteriormente seran repartidas en
correspondientes botes.

2.Fase de mediciones

Esta fase se realizard cada vez que se vayan cumpliendo los plazos establecidos en el
proyecto, en total se haran cuatro conteos formados por estas partes:

- Conteo de esporas al microscopio. De cada uno de los botes preparados con los
diferentes hongos y soluciones realizaremos un conteo, en el cual tendremos en
cuenta las esporas germinadas, esporas no germinadas y aquellas que han germinado
pero el tamafio de la hifa no supera al de la espora.

- Control de crecimiento y reproduccién sobre placas de Petri. EI mismo contenido
usado para el conteo anterior se pondra en placas para asi poder ver el crecimiento de
los hongos y posibles contaminaciones.
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2.2. Cronograma

El inicio del proyecto se realizé el dia 6 de noviembre de 2020, aqui se llevé a cabo la
esterilizacion de los materiales, preparacion de los hongos y preparacion de las soluciones
madres para su después reparto en botes para obtener los formulados bajo estudio.

Los conteos se han realizado en las siguientes fechas: 7 de diciembre de 2020, 23 de
diciembre de 2020, 23 de febrero de 2021 y 24 de mayo de 2021.

Ademas, queda incluido el tiempo de redaccion del anteproyecto, analisis e
interpretacion de los resultados obtenidos de las mediciones y el inicio de la transcripcion del
trabajo.

En la figura adjunta se muestran las tareas realizadas desde el inicio del proyecto con la
produccion masiva de los hongos hasta la finalizacion del proyecto con la redaccion de este.

DIAGRAMA DE GANTT
06-nov 26-dic 14-feb 05-abr 25-may 14-jul

CULTIVO DE LOS... mmm
PREPARACION...
TIEMPO ESTUFA 40 c
PLACAS Y EPPENDORF 1
CONTEO 1
ESTUFA 1 MES 202C
ESTUFA 1 MES 302C
PLACAS Y EPPENDORF 2
CONTEO 2
ESTUFA 3 MESES 20 2C
ESTUFA 3 MESES 302C
PLACAS Y EPPENDORF 3
CONTEO 3
ESTUFA 6 MESES 202C
ESTUFA 6 MESES 302C
PLACAS Y EPPENDORF 4
CONTEO 4
REDACCION...
ANALISIS DE DATOS
REDACCION PROYECTO I

Grafica 1.. Diagrama de Gantt del proyecto.
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INTEGRACION DE LAS
COMPETENCIAS EN LA
REALIZACION DEL
PROYECTO
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3.INTEGRACION DE LAS COMPETENCIAS EN LA REALIZACION DEL
PROYECTO

En este proyecto se han desarrollado de manera directa las competencias presentes en el
Anexo Il de la normativa del TFG del Grado de Ingenieria Agricola, las cuales han sido
obtenidas de la Orden CIN/323/2009 del 9 de febrero, son:

-E-CBO01. Capacidad para la resolucion de los problemas matematicos que puedan
plantearse en la ingenieria. Aptitud para aplicar los conocimientos sobre: algebra lineal;
geometria; geometria diferencial; calculo diferencial e integral; ecuaciones diferenciales y en
derivadas parciales; métodos numéricos, algoritmica numérica; estadistica y optimizacién

-E-CB04. Conocimientos basicos de la quimica general, quimica orgénica e inorganica
y sus aplicaciones en la ingenieria.

-E-CB08. Conocimiento de las bases y fundamentos bioldgicos del ambito vegetal y
animal en la ingenieria.

-E-CAO01. Capacidad para conocer, comprender y utilizar los principios de:
Identificacidn y caracterizacion de especies vegetales.

-E-CA02. Capacidad para conocer, comprender y utilizar los principios de: Las bases
de la produccidn vegetal, los sistemas de produccidn, de proteccion y de explotacion.

-CTHOL. Capacidad para conocer, comprender y utilizar los principios de Tecnologia
de la Produccién Hortofruticola: Bases y tecnologia de la propagacion y produccién horticola,
fruticola y ornamental. Control de calidad de productos hortofruticolas. Comercializacion.
Genética y mejora vegetal.

-CTHO05. Capacidad para conocer, comprender y utilizar los principios de Material
vegetal: produccidén, uso y mantenimiento.
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ESPECIFICACIONES
GENERALES
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4.ESPECIFICACIONES GENERALES

4.1. PGPF

4.1.1. Introduccién PGPF

Las siglas PGPF hacen referencia al grupo de hongos los cuales son promotores del
crecimiento vegetal. Gracias a esta gran capacidad hay un gran interés por ellos a la hora de
emplearlos como fertilizantes debido a sus numerosos efectos positivos en la calidad y cantidad
de las plantas, asi como con el entorno (Weselowski et al.,2016).

Especies pertenecientes al género Trichoderma, Penicillium, Fusarium y Phoma poseen
la capacidad de estimular una respuesta inmune de la planta ante los posibles ataques que
puedan sufrir cuando se encuentran presentes en la rizosfera, ademas de ser capaces de
promover el crecimiento en las plantas cultivadas, considerandose como uno de los métodos
mas seguros para ello (Shoresh et al., 2010; Harman et al., 2004). Esto se ha llegado a conseguir
con la evolucion de diferentes mecanismos como es el antagonismo, la resistencia sistémica
inducida y la competencia (Vinale et al., 2008).

Tras varios estudios, se ha demostrado que los PGPF también tienen factores
beneficiosos reduciendo el impacto de algunos hongos, neméatodos, virus y bacterias sobre la
plantacion provocando ISR (Fontenelle et al., 2011; Gotlieb et al., 2003; Elsharkawya et al.,
2012; Hossain et al., 2008).

Las plantas que son tratadas con PGPF desarrollan varias resistencias, entre ellas, la
principal fuente de resistencia est4 asociada con la biosintesis de enzimas de defensa como son
la peroxidasa, B-1,3-glucanasa y fenilalanina amoniacal liasa, las cuales son las encargadas de
determinar cual sera el grado de resistencia del huésped (Harman et al., 2004; Lamba et
al.,2008; Sultana et al.,2009).

La fenilalanina amoniacal liasa o0 PAL es una enzima encargada de catalizar la
desaminacion de fenilalanina a &cido transcinamico, evitando asi que el patdgeno pueda
penetrar en la pared celular ya que es un precursor de las fitoalexinas y de la lignina (Dixon,
2001). B-1,3-glucanasa o también conocida como GLU es una proteina activadora de la via del
acido salicilico la cual sirve de defensa de las plantas, esto lo hace al degradar la pared celular
de los hongos consiguiendo asi un efecto antimicrobiano frente a hongos fitopatdgenos (Van
Wees et al., 2008; Friting et al., 1998). La peroxidasa o POX tiene un papel muy importante
gracias a que catalizando la formacién de lignina consigue ir limitando la propagacion celular
de la infeccion con la creacion de barreras estructurales (Marjamaa et al., 2009).
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El tipo de interaccion existente va a depender de la sintesis de toxinas, fitohormonas,
CWDE (enzimas degradantes de la pared celular) y del grado que haya en la colonizacion de
tallos, raices y células fronterizas, y de forma independiente segun la induccion de resistencia
presente en las plantas (Lemanceau y Alabouvette, 1991; Jaroszuk-Sciset et al., 2008).

Las esporas de los hongos tienen la capacidad de poder infectar a los insectos a través
de su cuticula por contacto, siendo esto una de sus mayores ventajas y también un factor
limitante para su uso comercial. Esto es debido a que algunos insectos cambian de muda de
forma muy rapida, lo cual implica que las esporas tienen que germinar mas rapido de lo normal
para poder cumplir su funcion (Pendland y Boucias, 1997; Humber, 2008).

Hay méas de 150 productos de control bioldgico basados en fungicos que han sido
comercializados, en los cuales mas del 75% del producto eran hongos como lIsaria
fumosorosea, Beauveria bassiana, B. brongniartii o Metarhizium anisopliae entre otros (Faria
y Wraight, 2007).

4.1.2. Efectos en las plantas

4.1.2.1. Efectos directos

Los efectos directos son aquellos que influyen en los mecanismos del vegetal. Esto
podemos apreciarlo en el desarrollo del micelio, produccién de sideréforos, procesos de
guelatacion, reduccion, oxidacién y solubilizacion (Harman et al., 2004). A su vez, habra un
aumento de proteasa, celulasa, quitinasa, hemicelulasa y glucanasa, también se produciran IAA
con lo que se mejoraré la defensa de las plantas (Jogaiah et al.,2013; Zhang et al., 2018).

Por lo tanto, podemos afirmar que los PGPF promueven directamente el crecimiento de
las plantas ya sea facilitando la adquisicion de recursos o modulando el nivel existente de
hormonas vegetales (De Oliveira — Longatti,2015). A su vez, intervienen en la sintesis de
hormonas analogas a las que producen las plantas y en la dinamica de nutrientes en el suelo
(Kapri y Tewari,2010; Yadav et al., 2009).

Como sabemos, las bacterias tienen una gran capacidad e importancia para la fijacion
biologica de nitrégeno (Igiehon y Babalola, 2018) aun asi algunos hongos también poseen esta
capacidad haciendo uso de la excrecién de nitrogenasas como pueden ser Penicillium spp. y
Phoma spp. (Alam et al., 2010; Hyakumachi y Kubota, 2003), observando un aumento en la
concentracion de nitrdgeno en la planta obtenido de la mayor presencia y disponibilidad de este
en el suelo.
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Ademas del nitrégeno, el fosforo también es un macronutriente que resulta limitante en
el desarrollo de las plantas. A diferencia del anterior, cuando hay carencias este nutriente se
encuentra inmovilizado en el suelo (Adesemoye y Kloepper, 2009). Y en esta ocasion las
bacterias vuelven a ser los microorganismos solubilizadores de fosforo con mayor importancia
(Guang-Can et al., 2008).

A la hora de solubilizar el fosforo los microorganismos presentan dos vias principales
para llevarlo a cabo. La primera consiste en la disminucion del pH del medio a valores proximos
a 2 donde el fosforo comienza a ser soluble (Lara et al., 2011; KicUk et al., 2008) debido a la
liberacion de acidos organicos de bajo peso molecular. La segunda via se trata de la liberacion
de enzimas al medio como pueden ser fitasas y fosfatasas (Usha y Padmavathi, 2013; Kiiglk et
al. 2008).

Por lo tanto, aquellas plantas que son inoculadas con algunas especies de hongos como
pueden ser Paecilomyces spp., Penicillium spp., Trichoderma spp. Asperguillus spp., Fusarium
spp., Mucor spp., Sclerotium spp. y Talaromyces spp. han conseguido aumentos en parametros
como son el didmetro del tallo y su altura, longitud de las raices y en el peso seco y fresco tanto
de las raices como de las partes aéreas (Islam et al., 2014). También se produjo un aumento de
su produccion debido a una mayor presencia y por tanto absorcion de nitrgeno, fosforo y
potasio y un aumento en la acumulacién de macronutrientes secundarios como son el magnesio
y el calcio (Jogaiah et al., 2013; Shivanna et al., 2005).

4.1.2.2. Efectos indirectos

Los efectos indirectos que actian en las plantas se denominan PGPR (rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal). Debido al estudio del papel de la rizosfera como
ecosistema se ha conseguido identificar a un mayor nimero de PGPR (Saharan y Nehra, 2011).

Dentro de los efectos indirectos producidos por las plantas se incluyen aquellos que
estén relacionados con las plagas de los cultivos y el control de enfermedades, lo que implica
la produccién de enzimas liticas, sideroforos, metabolitos secundarios y otros aspectos que
tengan relacion con la RSI (Resistencia Sistemica Inducida) (Elsharkawy et al., 2014; Shoresh
et al., 2010).

Los métodos para obtener estos efectos se basan en la inhibicion dando un
favorecimiento notable a la planta, para ello actuara la antibiosis, induciéndose la resistencia
sistemica y estimulando el crecimiento. Todos estos efectos van a provocar una estimulacion
de la produccidn de glucanasa, exoquitinasa, endoquitinasa; ademas de metabolitos secundarios
que seran volatiles y no volatiles como pueden ser el gliovirin o gliotoxina (Avis et al., 2008;
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Harman et al., 2004). En consecuencia, sera capaz de inhibir patdgenos como agentes de control
biolégico (De Oliveira — Longatti,2015).

Las enzimas liticas son compuestos que juegan un papel fundamental en la capacidad
hiperparasitaria de los microorganismos antagonistas. Estas enzimas consiguen degradar la
pared celular de los patdgenos acabando asi con ellos (Tian y Sun, 2014). Ademaés, se conoce
la produccién de quitinasas y celulasas como mecanismo de defensa en Talaromyces spp.,
Trichoderma spp, Penicillium spp. y Aspergillus spp. (Naziya et al., 2020).

Los hongos promotores del crecimiento vegetal también son capaces de producir
fitohormonas, se tratan de metabolitos secundarios que tienen relacion con la dispersion y
defensa de los hongos (Fox y Howlett, 2008). Ademas, pueden contribuir a la promocion
vegetal de forma indirecta actuando como ACB y consiguiendo una inhibicion del efecto
negativo que ocasionan algunas enfermedades del suelo sobre los cultivos. Se consigue reducir
la aparicion y la gravedad de las enfermedades debido a la pérdida de virulencia del patogeno
en cuestion (Elsharkawy y El-Khateeb, 2019). Los ACB emplean diferentes mecanismos,
siendo los méas importantes la sintesis de enzimas liticas relacionadas con el hiperparasitismo y
la fungistasis, la sintesis de antibidticos, la induccion de la resistencia sistémica o algo tan
simple como puede ser la competencia por el espacio disponible y los nutrientes (Vinayarani et
al., 2019; Murali et al., 2013).

La liberacion al medio de metabolitos secundarios con capacidad quelante sobre el
hierro es considerado como un mecanismo de antagonismo debido a que los microorganismos
logran un control de forma indirecta al reducir su disponibilidad en el suelo y por tanto
quitandole a los agentes fitopatdgenos un elemento necesario para su desarrollo (Tello et al.,
2011; Chaiharn et al., 2009).

Por otra parte, para conseguir la activacion de los mecanismos implicados en la
Resistencia Sistémica Inducida se esta empleando la inoculacién de PGPF. Con ello se consigue
una alteracion en la composicion de las paredes celulares de los vegetales debido a la
introduccion de compuestos como puede ser la lignina que reduce la infeccidn y penetracion de
agentes patégenos (Zhu et al., 2019; Nawrocka et al., 2018). También activan la RSI en las
plantas cuando se acumulan enzimas como la peroxidasa o la fenilalanina amonio-liasa, ambas
tienen relacion con la modificacion celular (Zhou et al., 2018; Naziya et al., 2020).
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4.2. Produccion masiva

4.2.1. Introduccidén

A la hora de realizar el trabajo es fundamental tener una gran cantidad de
microorganismos, para ello debemos hacer una buena y eficiente produccion de los hongos a
emplear, por lo tanto, se hard una multiplicacion masiva de los hongos y junto a sus estructuras
reproductivas en un sustrato (Cruz, 2007).

Los propagulos de los hongos empleados en la produccion masiva requieren de un
proceso rentable de produccion ademas de una estabilizacion de estos para que sigan siendo
viables e infecciosos (Jackson,2007; Goettel y Roberts, 1992).

Debe elegirse un propagulo adecuado, para ello se tendré en cuenta la tolerancia térmica
y a la desecacion, su buena virulencia, estabilidad ambiental, velocidad de infeccion y de
germinacién, tolerancia a los rayos UV y la capacidad del hongo a la hora de producir el
propégulo en cuestion sin olvidar el uso que se le quiera dar al producto (Vega et al.,1999;
Jackson et al.,1997).

Uno de los principales factores a tener en cuenta es determinar cudl es la mejor relacién
entre carbono y nitrdgeno para que asi se consiga mantener en buenas condiciones la actividad
de los complejos enzimaticos permitiendo la asimilacion de los nutrientes presentes en el
sustrato. Durante el proceso de la produccién hay que suministrar oxigeno al hongo durante su
crecimiento, con esto conseguiremos una colonizacion total del sustrato y facilidad para la
esporulacién (Harman y Kubicek, 1998).

Tras los afios de estudio, la produccién masiva se ha conseguido estandarizar, por lo que
las condiciones son: temperatura a 27°C, un tiempo de incubacion de 7 a 8 dias y una humedad
relativa siempre por encima del 50% (Pefia, 2002).

4.2.2. Tipos de produccién masiva
La produccion masiva se puede realizar de dos formas diferentes, una de ellas se hace
en bolsas y/o bandejas o en biofermentadores. Ha quedado demostrado que usando el método

de produccion mediante bandeja consigue una concentracion de esporas diez veces mayor que
por el método de las bolsas (Jeyarajan, 2006; Prasad y Rangeshwara, 1998).
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PREPARACION

GEL SUTRATG
TIPQ DE FERMENTACION: PREPARACION
Fermentacion solida e
Fermentacidn hifésica DEL INOCLLO
JR—— PUNTO CRITICO: Concentracidn
FERMENTACION final {conidios/q), Humedad (%)
e PUNTO CRITICO: g conidios
SEPARMCION himedos/kg biomasa procesada
FORMULACION
MEZCLA PUNTO CRITICO: Concentracion de
L la mezcla (conidios/g)
SECADO
MOLIENDA

Figura 1. Esquema general del escalamiento de la produccién del bioplaguicida a base del hongo T.
koningiopsis Th003 (Fuente: Cotes Prado y Moreno, 2018).

4.2.2.1. Fermentacion liquida

Para la realizacion de la fermentacion liquida los hongos son cultivados en medios
liquidos y los materiales empleados son solubles en agua, estos pueden ser diferentes tipos de
melaza, caldo de dextrosa de patata 0 medios con soja/ aztcar de palma (Prasad et al., 2002).

En los procesos fermentativos de este tipo, la cantidad de agua debe estar presente en
exceso debido a que es esencial para el crecimiento microbiano y en ocasiones llega a ser
absorbida por el sustrato. Este sistema ha sido adaptado hasta poder darle uso en la
multiplicacién masiva de agentes flngicos de biocontrol (Prasad et al., 2002; Prasad y
Rangeshwaran,1998).

Usando un medio adecuado en un fermentador adecuado con capacidad de controlar
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diversos factores como la aireacion, pH, temperatura... la fermentacion se puede llevar a cabo
en poco tiempo. Esta estipulado que la cantidad maxima de propagulos viables y biomasa se
puede conseguir en 96 horas siempre y cuando se tenga control sobre el fermentador (Prasad y
Rangeswaran,1998).

La fermentacion liquida puede ser clasificada en dos categorias diferentes, la primera es
la fermentacion liquida sumergida en la cual el hongo se sumerge en un medio liquido en
agitacion constante y con suficiente aireacion permitiendo asi la formacién de blastosporas,
conidios o microesclerocios pero no se formaran conidios aéreos. La segunda categoria
corresponde a la fermentacion liquida estacionaria donde la esporulacion se realiza en un
alambique produciendo micelio y conidios aéreos (Kleespies y Zimmermann, 1992, 1998;
Mascarin et al., 2015).

Cuando se producen los conidios aéreos el proceso se denomina cultivo liquido de
superficie o cultivo estacionario. Este proceso consigue una maximizacion de la relacion
superficie-volumen para promover un crecimiento rapido y abundante (Samsinakova et al.,
1981).

4.2.2.2. Fermentacion solida

El método méas comun para la produccién masiva es la fermentacion sdlida. En esta, se
usan materiales insolubles en agua, la cantidad de esta no debe superar la capacidad de
saturacion del lecho sélido en el que estén creciendo los microorganismos. La fermentacion
solida (SSF) es un método eficaz para realizar la produccién masiva de bioplaguicidas debido
a que ofrece microporpagulos con una mayor cantidad de conidios (Lewis, 1991).

Hay tres tipos de biorreactores para su realizacion: tambor rotatorio, bandejas con
sustrato y lecho empacado con aireacion forzada (Gervais y Molin, 2003). Los sustratos
empleados para llevar a cabo la fermentacion suelen ser cereales por su bajo precio (Lewis,
1991; Jeyarajan, 2006). Una vez se tiene el cereal escogido serd humedecido, esterilizado e
inoculado con el hongo en cuestién. Los hongos estaran unos dias incubandose y por
consecuencia se generara una capa de color verde oscuro sobre los granos, esto son las esporas
(Mienda et al., 2011).

La fermentacion sélida se divide en dos tipos dependiendo de la fase solida empleada.
El primero y més usado implica el cultivo en sustratos naturales, en cambio, el segundo implica
el cultivo en un soporte inerte con un medio liquido (Sriram et al., 2011).
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El factor mas importante en el proceso es la temperatura, ya que esta relacionado de
forma directa con la velocidad de crecimiento y actividad metabolica de los microorganismos
(Krishna, 2005).

El inconveniente de este método es que las fases de produccion conllevan mucho trabajo
cuyo resultado es un producto voluminoso y muy propenso a contaminarse trayendo como
consecuencia unos malos resultados (Kumar et al., 2012).

4.2.3. Conservacion

Los formulados con microorganismos deben ser conservados en unas condiciones
viables para mantener su efecto bioldgico, se debe asegurar la proteccion de los ingredientes
activos contra baja humedad, productos quimicos, radiacién UV o condiciones de pH extremo.
Por lo que los microorganismos deben tener una ventaja competitiva sobre los patdgenos u otra
microflora que pueda aparecer en el medio (Harman, 1991; Verma et al., 2005). Estos, estaran
en un medio de soporte que puede tener 0 no aditivos o materiales de enriquecimiento. Si los
contienen se pueden dividir en portadores o en enmiendas que permiten una mejora fisica,
quimica o nutricional del formulado (Schisler et al.,2004).

Los materiales de enriquecimiento son aquellos con una gran riqueza en nutrientes como
maltosa, trehalosa, melaza, ademas se puede afiadir sacarosa para que asi los materiales
centrales obtengan una mejor viabilidad (Brar et al., 2006; Tu et al., 2001).

La temperatura de almacenamiento es un factor critico que determina la conservacién
de la viabilidad y de la actividad biocontroladora de los bioplaguicidas. A la hora de
comercializar los productos formulados, una larga vida Gtil es un factor muy importante y una
gran ventaja para cualquier inoculante (Fages, 1992).

Para poder conseguir una larga vida atil del formulado este podra realizarse en
formulaciones en polvo humectable (WP), polvos solubles (SP), formulacion granular,
formulaciones de emulsion de aceite en agua (EW), emulsiones de agua en aceite (EO) o
microcapsulas (Brar et al., 2006; Brasil, 2004). Generalmente, las formulaciones en solido se
suelen preferir a las liquidas ya que suelen proporcionar una mayor vida util y su almacenaje es
mas facil (Lumsden et al., 1995). Cuando se trata de formulados en polvo, el material activo es
preferible que se encuentre en forma de esporas aumentando asi la eficiencia y vida util de la
materia activa (Caesart y Burr, 1991).
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Uno de los pasos mas importantes para intentar conservar la viabilidad del formulado
es optimizar el proceso de fermentacion para intentar llegar a una maxima produccion de
esporas (Driks, 2004). En diferentes estudios se ha demostrado que hay una relacién en la
produccion de esporas dependiendo de la composicion mineral del medio (Krueger y Kolodziej,
1977; Mallidis y Scholefield, 1987).

Todavia, existen numerosas dificultades a la hora de producir y comercializar estos
formulados a gran escala; el principal inconveniente es la ausencia de formulaciones adecuadas
que puedan asegurar la eficiencia y viabilidad del agente de control bioldgico a la hora de su
empleo (Kushwaha, 2011; Sharma et al., 2005).

En el articulo de C.K.F Wong et al., (2019) se llegd a la conclusion de que las
poblaciones de Pseudomonas aeruginosa y Trichoderma harzianum disminuyeron cuando la
temperatura de almacenaje de las bioformulaciones fue de 25°C y no de 4°C. Como
formulaciones se emplearon granulos de Pesta y perlas de alginato y en ambos casos los
resultados apuntaron que la conservacion a 25°C era peor que a 4°C, siendo las perlas de alginato
la peor opcidn de las dos formulaciones ya que no se detectaron ninguna de las poblaciones
microbianas.

Segun los resultados obtenidos por J.I. Marin et al., (2014) podemos decir que a 5°C los
preparados bajo estudio se conservaron mejor que a temperatura ambiente; a su vez, en el
preparado sélido hubo un mayor descenso de la viabilidad de las esporas. Aunque hubo mas
descenso en el preparado sdlido que en el liquido este no afect6 a la potencia 10" UFC: g que
acompariaba a la concentracion de los propagulos. También se vio que en el formulado liquido
el computo de esporas en la mayoria de los casos fue menor a la viabilidad de los propagulos
presentes; en el caso del formulado sélido hubo coincidencia entre el computo de esporas y su
viabilidad que en ninguno de los casos dio resultados superiores al 40%.

Los resultados del articulo de Basil Y. Mahde et al., (2019) mostraron que el material
polimérico mejord la longevidad de las esporas de Trichoderma longibrachiatum para seis
meses, pero aungue la longevidad era mejor la viabilidad de las esporas comenz6 a disminuir
de forma gradual durante el tiempo de almacenamiento ya que la concentracidn de esporas paso
de 5,09 x 10° UFC- gt a 1,77 x 10° UFC- g* tras los seis meses de almacenamiento.
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4.3. Trichoderma

Como se ha comentado, Trichoderma es un organismo que esta siendo estudiado como
agente de biocontrol ya que su uso ha tenido mucho éxito contra enfermedades transmitidas por
el suelo, ademas se esta explotando como agente promotor del crecimiento y como fuente de
enzimas en las industrias (Bettiol, 2011; Kumar et al., 2014).

4.3.1. Morfologia y taxonomia

La primera descripcion de Trichoderma se realizd en 1794 (Persoon, 1794),
posteriormente se cred la taxonomia que Unicamente abarcaba a Trichoderma viride. A partir
de este momento se fueron incluyendo numerosas especies a este género, llegando a contener
mas de cien especies definidas filogenéticamente en 2006 (Druzhinina et al, 2006). La mayoria
de las cepas no se asocian con etapas sexuales, esto es un obstaculo a la hora de entender las
relaciones dentro y entre las diferentes especies de Trichoderma (Samuels, 1996).

Trichoderma es un género de deuteromicetos filamentosos. Se pensaba que
Trichoderma solamente formaba esporas asexuales y conidios de color verdoso provenientes
de un solo tipo de conidiéforos. Hoy en dia, se sabe que algunas especias producen
clamidiosporas (Bissett, 1991), también se han descrito sinamorfos para varias especies que
producen sus conidios a partir de pastulas (Chaverri, 2001).

Las especies pertenecientes al género Trichoderma producen una gran variedad de
pigmentos que pueden pasar desde color amarillo verdoso a tonos rojizos, aunque también
pueden ser incoloros. De la misma forma, también hay variacion en la pigmentacion de los
conidios ya que oscila desde incoloro a tonos de diferentes verdes, grises o marrones. Al tener
una morfologia con poca variacién resulta muy dificil la identificacion dentro del género (Gans
y Bissett, 1998). Se ha indagado la filogenia genérica de Trichoderma basandose primeramente
en el espaciador transcrito interno (ITS) que pertenece al ADNr y posteriormente se emplearon
maltiples genes (Kindermann et al., 1998; Kullnig - Gradinger et al., 2002).
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Figura 2. Trichoderma e Hypocrea. (A) Tolypocladium niveum, ex neotipo (ARSEF 3280). (B)
Trichoderma polysporum-aggr.anamorfo de Hypocrea sp. (G] S 98-121). (C) Trichoderma
minutisporum Bissett, anamorfo de Hypocrea sp. (CBS 901.72). (D) Trichoderma viride anamorfo de
Hypocrea rufa (G] S 90-97). (E) Anamorfo de Hypocrea pulvinata (G] S 91-220). Barras de escala =
10 - 11 pym. (Fuente:Samuels, G. J., 1996).
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Figura 3. Trichoderma y Gliocladium. (A). Trichoderma virens. cultura tipo ex. (B). Gliocladium
viride (J. P. Jones Gl 114). (C). Gliocladium prnicillioides, anamorfo de Sphaerostilbella aureonitens
(GJS 83-286). (D). Anamorfo de Trichoderma de H. flavovirens (GJS95-154). Barras de escala = 10 -

11 pm (Fuente: Samuels, G. J.,1996).

Trichoderma spp. esta caracterizado por tener un crecimiento muy rapido, generando en
su mayoria conidios con un color verde brillante y los conidioforos ramificados y mal definidos
(Gams y Bissett, 1998; Rifai, 1969; Bissett, 1984; Bissett 1991).

Al ser tan complicada determinar su taxonomia por medio de la morfologia, se han
usado otros métodos taxondmicos mediante estudios de metabolitos secundarios que han
Ilegado a mostrar la gran diversidad que hay dentro de este género (Okuda et al., 1982).
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4.3.2. Caracteristicas de Trichoderma spp.

Las Trichoderma son hongos de vida libre, ubicuos, no patégenos y altamente
interactivos con las raices, el suelo y las plantas interiores (Verma et al.,2007). Se pueden
encontrar en cualquier lugar en descomposicion en el que haya material vegetal disponible
(Kubicek et al.2008; Jaklitsch 2009) asi como en la rizosfera de las plantas, donde puede inducir
resistencia sistémica contra patdgenos (Harman, 2000).

Trichoderma puede ser empleada en sustrato o suelo para controlar patbgenos como
Rhizoctonia solani, Pythium spp. y Fusarium spp, en el tratamiento de semillas o en el
crecimiento de plantulas (Hjeljord y Tronsmo, 1998).

Algunas especies de Trichoderma spp. tienen la capacidad de producir enzimas que
inhiben a otros hongos (Lima et al., 1997; Mohamed et al., 2010). Puede actuar al mismo tiempo
como microbianos antagonistas y simbiontes de las plantas (Lorito et al., 2006).
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Figura 4. Actividades de promocion del crecimiento de Trichoderma spp. Indirectos: (a)
micoparasitismo, (b) competencia; directa: (c) crecimiento micelial alrededor de la rizosfera de la
planta y produccién de metabolitos (Fuente: Verma et al., 2007).
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Diferentes modos de accion de biocontrol de Trichoderma:

- Micoparasitismo. El micoparasitismo junto a la produccion de enzimas forman los
principales mecanismos de biocontrol.

- Produccion de antibioticos. La actividad contra otros hongos es ayudada por la
produccién de enzimas como proteasa, celulasa, quitinasa y 3-1,3-glucanasa, los
cuales son capaces de interrumpir el micelio de los hongos patogenos (Samuels,
1996; Elad et al., 1982).

- Habilidad saprofita competitiva. La competencia por los sustratos es el factor mas
importante para los hongos (Garrett, 1956).

- Resistencia inducida. Se piensa que la resistencia sistémica inducida es uno de los
mecanismos mas importantes de efectos de biocontrol de Trichoderma (Harman et
al., 2006). Trichoderma puede inducir una respuesta sistémica en las plantas a traves
de la via de sefializacion JA/ etileno, provocando gue la planta sea mas resistente al
patogeno que la intenta infectar (Viterbo et al., 2002). Hay tres vias reconocidas de
resistencia inducida en plantas, dos de estas implicar la produccion directa de
patogénesis relacionada con proteinas (PR). La primera via es el resultado del ataque
de microorganismos patdgenos, en la segunda via las proteinas PR son producidas
tras una herida o una necrosis inductora de patdgenos vegetales. La tercera via esta
inducida por bacterias no patdgenas que estan asociadas a las raices (Harman et al.,
2004).

Hay algunos obstéaculos a la hora de usar Trichoderma como agente de biocontrol debido
a que consiguen colonizar de forma efectiva la espermosfera pero no sobrevive muy bien en la
rizosfera (Deacon, 1994). La mayoria de los productos contienen conidios como ingrediente
activo debido a que, aungue el micelio y las clamidiosporas tengan una gran actividad como
agente de control biolégico no aguantan todos los pasos de procesamiento necesarios para
obtener el formulado (Whipps y Lumsden, 2001; Verma et al., 2005).

Las principales limitaciones para el desarrollo de productos biopesticidas
a base de Trichoderma son: elevado coste de las materias empleadas en la formulacion,
dificultades a la hora de cuantificar la eficacia del agente de control bioldgico, los agentes de
control no llegan a registrarse como tal y se comercializan como productos para mejorar el
suelo, bajo rendimiento y eficacia del proceso y hay pocas investigaciones en el desarrollo de
formulados que aseguren la viabilidad de la actividad del agente biol6gico en cuestién (Verma
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et al, 2007; Whipps y Lumsden, 2001).

Las especies de Trichoderma méas usadas son Trichoderma harzianum y Trichoderma
viride, se han explotado en al menos unos 90 cultivos diferentes transmitiéndose por el suelo y
en 18 patogenos foliares respectivamente (Sharma et al., 2014).

4.4. Paecilomyces

Paecilomyces es un hongo entomopatégeno con un importante potencial a la hora de
descubrir nuevos compuestos, esto hace que sea empleado como bionematicida, biofungicida o
pesticida y su vez se considera como un buen biocontrolador, sin olvidar sus fines medicinales
(Huang et al., 2008; Rungjindamai et al., 2008; Hyde y Soytong, 2008).

4.4.1. Morfologia y taxonomia

Bainer establecio en 1907 el género Paecilomyces, este se caracterizaba por estar muy
ligado a las especies de Penicillium diferenciandose por la presencia de conidioforos
verticilados con fidlides cortos que se estrechan en cuellos largos y diferentes ademas de la
ausencia de la creacion de colonias de color verde (Luangsa-Ard et al., 2005).

De manera taxondmica, el genero Paecilomyces se encuentra dentro del filo
Ascomycota, orden Eurotiales. Basandose en la base de datos Index Fungorum hay registradas
un total de 145 especies en todo el mundo. La delimitacion del género Paecilomyces quedd
restringida es especies con conidioforos verticilados de verticilos divergentes de ramas y
fialides (Luangsa — Ard et al., 2004; Samson 1974).
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Figura 5. Fotografias de la colonia y la estructura conididgena de Paecilomyces wawuensis debajo
microscopio electronico escaneando. A. Colonia en agar Czapek después de 14 dias a 25 ° C. B.
Conidiogeno estructura. C. Conidios elipsoidales en cadenas. D. Fialides de la estructura
conidiégena.E. Echinula de un conidium. Barras de escala: A = 10 mm, B =5 um, C—D =2 um, E =
0,5 um. (Fuente: He et al, 2011).

Las especies incluidas dentro de Paecilomyces se han dividido en dos secciones. Una
seccion contiene especies termofilicas mientras que la otra seccion contiene a las especies
mesofilas (Inglis y Tigano, 2006). La clasificacion taxondémica se ha basado en sus
caracteristicas morfoldgicas, dando lugar a sistemas taxonémicos con poca fiabilidad (Obornik
et al., 2001). Para evitar estos errores a la hora de establecer las relaciones filogenéticas se
empled la filogenia molecular usando varios marcadores de ADN (Luangsa — Ard et al., 2004;
Luangsa — Ard et al., 2005; Inglis y Tigano, 2006;)

Tras afios de investigacion, se ha demostrado que el género Paecilomyces es polifilético
en dos tipos de ascomicetos, Hypocreales y Eurotiales (Inglis y Tigano, 2006; Luangsa — Ard
et al., 2005). Més tarde, se empleé el gen de la B-tubulina 'y el ADNr para poder examinar de
forma mas certera la filogenia de Paecilomyces (Luangsa — Ard et al., 2005)

Dentro del género Paecilomyces se han encontrado ciertas especies raras las cuales
tienen conidios equinulados, estas son Paecilomyces gunnii Z.Q. Liang (Liang, 1985),
Paecilomyces Brown (Samson, 1974) y Paecilomyces curticatenatus (Han et al., 2007).

Paecilomyces variotii es un taxén con morfologia variable por lo que ha sido descrito
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bajo una gran variedad de nombres. Se ha mencionado la diversidad de tamafio y forma de los
conidios, haciéndose incluso una divisién basada en el tamafio de los conidios (Samson, 1974).

4.4.2. Caracteristicas de Paecilomyces

Las especies contenidas en Paecilomyces se pueden definir como mohos ambientales
los cuales estan presentes en el suelo y se relacionan con la descomposicion. Se han asociado
algunas especies como patdgenos animales, vegetales y humanos, aun asi, han demostrado
mucho potencial aplicandose en la agricultura, industria y medicina (Chen et al., 1993; Frisvad,
2014).

Varias especies de Paecilomyces como Paecilomyces variotii, Paecilomyces lilacinus,
Paecilomyces farinosus, Paecilomyces fumosoroseus y Paecilomyces carneus son consideradas
como agentes de control biolégico. Esto implica que las especies con estas capacidades son un
recurso microbiano con mucho valor y ya no solo por su potencial, sino que también por su
habilidad a la hora de producir sustancias bioactivas (Frisvad, 2014). Aun sabiendo esto, en
general no se le ha prestado mucha atencion al género en cuestion.

Los hongos tienen la capacidad de producir una gran variedad de metabolitos
estructuralmente diversos lo que proporciona un gran abanico de propiedades bioldgicas.
Actualmente, se han conseguido aislar un total de 148 metabolitos secundarios de especies de
Paecilomyces. Sus estructuras son clasificadas en policétidos, terpenoides y esteroides, péptidos
y otros compuestos con nitrégeno (Ayer et al., 1991; Isaka et al., 2007).

Estudios han demostrado que los metabolitos secundarios producidos por Paecilomyces
variotii son capaces de proporcionar compuestos lideres e innovadores para conseguir nuevos
descubrimientos en el mundo farmacéutico (Mioso et al., 2015).

4.5. Materiales empleados

- Material fungico. Se emplearan tres tipos de microorganismos de los cuales ya se han
estudiado sus efectos positivos sobre el material vegetal en el que se aplica.

- Lisina. La lisina es un aminoacido de caracter hidrofilo que presenta la capacidad de
antioxidante y forma parte de la composicion de las proteinas.

- Cloruro potasico. Se trata de un haluro metalico
- Materia organica liquida. Obtenida de un producto comercial.

- Estufa. Aparato que produce y emite calor pudiéndose establecer a una temperatura fija.
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- Microscopio. Empleado a la hora de hacer el conteo de las esporas ya que gracias al sistema
de lentes se consigue ampliar el objeto observado.

- Agitador Vortex-Genie 2. Usado para mezclar y agitar las diluciones de los botes o tubos
Eppendorf antes de su uso.

- Autoclave. Maquina empleada para esterilizar todo el material usado.

- Placas de Petri. Pequefias cajas de plastico circulares transparentes formadas por dos partes,
recipiente y tapa, en las cuales se cultivan bacterias, hongos o cualquier tipo de
microorganismos en condiciones controladas.

- Cémara de Neubauer. También llamada hemocitometro es un instrumento que ha sido
empleado para realizar el recuentro de las esporas.

- Tubos eppendorf. Empleados para contener las soluciones de los diferentes formulados antes
de realizar las mediciones. ComUnmente se usan para contener sustancias y para centrifugacion.

4.5.1. Material fungico empleado

Los microorganismos usados en la realizacién del proyecto son:
- Trichoderma aggressivum.
-Trichoderma saturnisporum.

-Paecilomyces variotii.

4.5.2. Otros materiales

- Bandejas. Recipiente de plastico con cierta profundidad en el que se hara la produccion masiva
de los hongos.

- Colador. Utensilio con un tamiz usado para separar el elemento liquido del sélido.

- Frascos de polipropileno. Envases de polipropileno con tapa que supuestamente son
herméticos.

- Matraz Erlenmeyer. Frasco de vidrio con forma conica y cuello cilindrico utilizado en
laboratorios.

- Cubreobjetos. Hoja fina transparente de forma cuadrada o rectangular que sera empleada para
cubrir la cdmara de Neubauer.

- Mechero Bunsen. Necesario para crear un ambiente de trabajo antiséptico, evitando asi
posibles contaminaciones.
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- Vasos de precipitado. Recipiente cilindrico de vidrio usado principalmente para preparar,
medir, calentar o traspasar sustancias en laboratorios.

- Pipeteador. Instrumento que usado junto a la pipeta sirve para traspasar liquidos contenidos
en un recipiente a otro.

- Micropipetas. Instrumento empleado para transferir y absorber volimenes pequefios de
liquidos.

- Bolsas de autoclave. Se usan para guardar el material antes de ser esterilizado en autoclave ya
que producen y mantienen condiciones estériles.

- Colador metélico. Utensilio metélico de forma semi-esférica usado como filtro gracias

a su tamiz, existen de diferentes tamanos.

4.6. Métodos

Técnicas realizadas:

1.Cultivo y preparacion de los diferentes hongos.

Para realizar el cultivo de los hongos primero prepararemos diez placas de Petri de cada
hongo, es decir de Trichoderma saturnisporum, Trichoderma aggressivum y Paecilomyces
variotii. Antes de nada, realizaremos el medio de las placas de Petri para ello pondremos 20 g/L
de PD maés 20 g/L de agar dentro de una botella de pyrex enrasada con agua destilada hasta que
lleguemos a un litro y serd esterilizada en autoclave durante el tiempo de 20 minutos a una
temperatura de 120 £ 1 °C.

Figura 6. Placas de Petri con Trichoderma aggressivum, Trichoderma saturnisporum y Paecilomyces
variotii respectivamente.
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Una vez lista la disolucion seré vertida en las placas dejando que solidifique. Tras tener
las placas listas con el medio sembraremos discos de un didmetro de 0,5 cm obtenidos con un
sacabocados, estos contendran el micelio de cada uno de los hongos los cuales han sido
obtenidos de los bordes activos de placas completamente esporuladas.

Posteriormente, haciendo uso de una lanceta esterilizada con alcohol y el mechero
Bunsen cogeremos los discos y se colocaran en el centro de la placa de Petri para finalmente
ser incubadas en la estufa a 25 + 1 °C en un periodo de 7 a 10 dias dependiendo del hongo y en
condiciones de completa oscuridad.

2. Extraccion del indculo madre.

Pasado el tiempo necesario de incubacién las placas de Petri se habran esporulado
completamente por lo que pasaremos a la extraccion de las esporas. Para extraerlas se va a
verter agua destilada estéril con un 0,02 % de Tween 20 sobre las placas y empleando una
varilla esterilizada rasparemos las esporas, extrayéndolas asi del medio y consiguiendo que se
diluyan en la solucion.
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Figura 7. Raspado de esporas con varilla junto a mechero Bunsen.

3. Produccion masiva de los hongos.

Una vez hemos obtenido el indculo madre se preparara el sustrato en el cual se llevara
acabo la produccion masiva. Antes de comenzar, esterilizaremos con dos ciclos de autoclave la
mezcla de los granos humedecidos con agua contenidos en bolsas. La produccion masiva
empleada sera la fermentacion sélida en bandejas de polietileno de alta densidad (HDPE).
Como todos los materiales empleados, las bandejas seran desinfectadas sumergiéndolas en una
solucion de agua que contendra hipoclorito de sodio al 5 % y se dejaran secar. Cuando tengamos
todo listo se colocara el sustrato en las bandejas y se inocula con las soluciones madre de las
esporas obtenidas anteriormente.

Finalmente se estaran incubando durante 10-14 dias a una temperatura de 26 = 1 °C. Al
tratarse de unos productos que estan en el proceso de comercializacidn no se pueden dar datos
mas concretos sobre los procesos descritos anteriormente.
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Figura 8. Bandeja totalmente incubada sobre una base de diferentes cereales.

4. Obtencion de las esporas y ajuste de la dosis.

Una vez se haya completado la esporulacion total de las bandejas se extraen las esporas
de cada hongo usando agua estéril. Para ello afiadiremos los granos de cereal con el agua en
bolsas y se agitara para conseguir que las esporas se desprendan de los granos. Cuando se haya
terminado la agitacién pasaremos la solucién obtenida a frascos haciendo uso de un colador
para evitar que entre algin grano.
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Figura 9. Adicion de agua a bolsa de autoclave llena del contenido de las bandejas de un
microorganismo.

AN et

Figura 10. Filtrado del contenido de las bolsas haciendo uso de un colador metalico.
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Tras hacer esto, ajustaremos la concentracion de esporas a 5x107 esp/mL para saber el
numero de esporas obtenidas usaremos un hematocitometro o cAmara de Neubauer, empleando
la siguiente férmula:

X-D-f

En la cual:

X: Media de las esporas contadas

D: Dilucion evaluada (107)

f: Factor de la camara empleada (10%)

De Trichoderma saturnisporum se obtuvo un volumen de 2,43 litros con una
concentracion de 1,0 x 10° esp/mL. Como nosotros sabemos que queremos obtener 1 litro con
la concentracion de 5x107 esp/mL emplearemos la formula Vi- Ci= Vs - C¢ para calcular el
volumen necesario; donde:

Vi: Volumen inicial

Vs : Volumen final

Ci : Concentracién inicial
Ct : Concentracion final

Vi- 1,0 x 10° esp/mL= 1000 mL - 5x10" esp/mL en este caso Vi serd 50 mL de la
solucidn de las esporas mas 950 mL de agua, consiguiendo asi un total de un litro.

En Trichoderma aggressivum en un volumen de 1,91 litros se consiguié una
concentracion de 8,6x108 esp/mL, por lo tanto, aplicando la formula anterior:
Vi. 8,6x108 = 1000mL - 5x107 esp/mL podemos decir que Vies 58,14 mL de solucion de esporas
mas 941,86 mL de agua.

Por ltimo, en Paecilomyces variotii se consiguié un volumen de 2,75 litros y una
concentracion de 1,0x10® esp/mL, como se ha hecho en los dos casos anteriores aplicamos Vi -
Ci= Vs - C¢; Vi.1,0x10® esp/mL = 1000 mL- 5x107 esp/mL siendo V;igual a 500 mL de
solucion de esporas mas 500 mL de agua.
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SCHOTT
DURAN

1000 ml

Figura 11. Botes con cada una de las soluciones madre finales.

5. Separacién de cada solucion madre en botes para crear los diferentes formulados.

Una vez se han ajustado las soluciones madre de cada hongo pasaremos a separarlas en
botes previamente esterilizados junto a sus tapaderas en el autoclave. Cuando tengamos los
botes listos los separaremos indicando en la tapadera con un marcador permanente el hongo del
que se trata y con qué se va a mezclar. Iremos afiadiendo las soluciones madre en los botes
correspondientes y posteriormente los elementos establecidos para la creacion de cada
formulado.

En el caso del agua solamente afiadiremos la solucion madre ya que esta ya va con agua,
en el segundo caso se le afiadira lisina en una concentracion de 60 g/L al tener un litro tendremos
que afiadir 60 gramos de lisina; el tercer caso lleva lisina con una concentracion de 60 g/L junto
con 100 g/L de cloruro potasico como ocurre en el caso anterior pondremos 60 g de lisina méas
100 g de cloruro potasico. El cuarto caso solamente contiene cloruro potasico a una
concentracion de 100 g/L e igualmente pondremos 100 gramos en la solucion de un litro. En el
quinto y sexto caso se aplicara materia organica liquida comercial con unas concentraciones de
50% y 10% respectivamente.
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Figura 12. Llenado de botes con las soluciones madre junto al mechero Bunsen.

6. Depositar los recipientes que contienen los microorganismos en estufas.

Tras repartir todas las soluciones en los botes los separaremos teniendo en cuenta a la
temperatura en la que se van a depositar en las estufas con las temperaturas estipuladas (20°C,
30°C y 40°C) y se dejaran ahi durante quince dias, un mes, tres meses o seis meses.

Como el nimero de muestras es muy elevado se les realizardn unas marcas para poder
diferenciarlos y asi evitar posibles confusiones. Las tapaderas de los botes destinados a estar en
la estufa de 20°C se les realizara una marca, a las de 30°C no se les hara nada y las usadas para
40°C tendrén dos marcas.

7. Preparacion previa al estudio de las muestras.

Conforme se vayan cumpliendo los plazos, se sacaran los recipientes de la estufa y su
contenido sera utilizado tanto para hacer una siembra de estos en placas de Petri como para
hacer una nueva disolucién que sera depositada en tubos Eppendorf.
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Para la realizacion de esta etapa, lo primero que se hace es sacar las cuatro repeticiones
de cada formulado y de cada microorganismo. Una vez las tenemos fuera de las diferentes
estufas diferenciamos los cuatro botes en a, b, ¢ y d para saber localizar posibles
contaminaciones y comenzamos con su manipulacion siempre con el mechero Bunsen
encendido.

Como de cada formulado a estudio tenemos cuatro muestras; a la hora de hacer las placas
se dividiran en cuatro partes iguales (nombradas también con a, b, c y d) y se afiadira tres gotas
de 15 L provenientes de cada muestra en su parte correspondiente, los botes seran agitados en
el vortex antes de coger su contenido. EI medio de las placas estara formado por 40 g/L de PDA
en una botella pyrex enrasada hasta un litro con agua destilada y se esteriliza en autoclave a 120
+ 1 °C durante el tiempo de veinte minutos. Una vez finalizado el ciclo se enfria sin que llegue
a solidificar y se vierte en las placas de Petri a emplear dejando que solidifique ahi.

Figura 13. Placas Petri divididas y marcadas junto a las muestras a emplear en cada una de ellas.
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Por otro lado, necesitamos hacer una solucion que afiadiremos a los tubos Eppendorf
antes de afiadir los microorganismos. Este medio esta formado por 26,5 g/L de PD los cuales
se enrasan en una botella pyrex con agua destilada hasta llegar al volumen de un litro, después
sera esterilizada en el autoclave a 120 + 1 °C durante veinte minutos, cuando haya terminado
pondremos 980 pL de medio junto a los 20 pL correspondiente de cada muestra consiguiendo
asi d: 1/50 en cada Eppendorf. Como en el caso anterior agitaremos los botes antes de usarlos
y cuando se tengan los Eppendorf con el medio y la solucion también seran agitados haciendo
uso del vortex- genie 2.

Figura 14. Gradilla con todos los Eppendorf identificados y con la cantidad de medio y formulado
estipulado.

Las placas de Petri se introduciran en la estufa durante tres dias a 25 £ 1 °C; en cambio,
los tubos Eppendorf estaran en un agitador a 115 revoluciones por minuto con calor durante 24
horas a 25 + 1 °C.

8. Estudio de las muestras.

Pasado ese tiempo, se miraran las placas para ver el crecimiento obtenido y posibles
contaminaciones; en cambio, el contenido de los tubos Eppendorf serd usado para realizar un
conteo de esporas al microscopio.

Para la realizacion del conteo de esporas se cogeran los tubos Eppendorf uno por uno y
se agitara su contenido usando el vortex antes de su uso para intentar conseguir una disolucion
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homogénea y sin decantaciones. Una vez se ha hecho esto, con ayuda de una micropipeta se
obtendran 20 pL de la solucion y se pondran en la cdmara de Neubauer para poder realizar el
conteo de esporas germinadas haciendo uso de un microscopio para asi poder establecer el
porcentaje de germinacion de cada caso.

La cAmara de Neubauer tiene dos camaras independientes con lo que se permite hacer
dos conteos de forma simultanea. Cada camara contiene cuatro zonas distintas formadas por
dieciséis cuadrantes iguales cada una, cuando se haga el conteo nos centraremos en una de las
cuatro zonas y contaremos el niUmero de esporas que haya en la diagonal, por lo que se contaran
cuatro cuadros. Antes de elegir la zona a contar se revisaran todas para comprobar que en todo
hay algo mas o menos homogeéneo evitando asi realizar el conteo en una zona en la que haya
una gran acumulacion de esporas o que por el contrario no haya; por lo que los datos obtenidos
no se ajustarian a la realidad.

Figura 15. Materiales empleados en la realizacion del conteo de esporas.
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4.7. Disefio experimental

Como se ha comentado anteriormente el material fingico empleado en el trabajo es:
Trichoderma aggressivum, Trichoderma saturnisporum y Paecilomyces variotii. Estos seran
probados y estudiados en seis soluciones distintas las cuales son: agua, lisina, lisina junto a
cloruro potésico, cloruro potésico y materia organica liquida al 50 y al 10%.

A continuacion, se deja un esquema para mostrar la forma en la que se ha nombrado a
cada formulado y como se va a diferenciar a cada microorganismo. Los botes con Trichoderma
saturnisporum serdn marcados con una letra S, Trichoderma aggressivum con una letra A 'y
Paecilomyces variotii ird con una letra P, el nimero que las acomparia corresponde a lo que se
le ha afadido a las soluciones madre.

Trichoderma | Trichoderma | Paecilomyces
saturnisporum | aggressivum variotii

1. Agua Sl Al P1

2. Lisina 60 g/L S2 A2 P2

3. Lisina 60 g/L + 100 g/L KCI S3 A3 P

4. 100 g/L KCI S4 Ad P4

5. Materia organica liquida 50 % S5 A5 P5

6. Materia organica liquida 10 % S6 A6 P6

Tabla 1. Designacion de las muestras dependiendo del material fungico y el formulado.

A la hora de realizar el ensayo, se haran 12 botes por hongo y por compuesto para las
temperaturas de 20°C y 30°C, estos se iran sacando de cuatro en cuatro de la estufa segln se
vayan cumpliendo los plazos para realizar las correspondientes mediciones. Para la temperatura
de 40°C Unicamente se realizaran 4 botes para cada tipo de hongo y formulado ya que solamente
se hara una sola medicién de ellos transcurridos 14 dias. Esto se hard para los tres
microorganismos por lo que al final, se obtendran los resultados de un total de 504 muestras.
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Figura 16. Muestras totales del ensayo dividas por temperaturas.

Agua

Lisina 60 g/L

Lisina 60 g/L +100 g/L KCI

100 g/L KClI

Materia organica liquida al 50%

Materia organica liquida al 10%

Tabla 2. Numero de botes asignados por formulado y temperatura.
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Paecilomyces
variotii

15 dias 3 meses 6 meses

Tabla 3. Esquema final del ensayo con el reparto de botes por cada temperatura y formulado.
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RESULTADOS Y
DISCUSION
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Resultados

A continuacién, se van a exponer de forma grafica todos los resultados obtenidos tras
realizar los diferentes andlisis en los tiempos de quince dias, un mes, tres meses y seis meses
tanto en medio sélido (Placas de Petri) como en medio liquido (Eppendorf con medio PD).

5.1.1. Resultados medio sélido

5.1.1.1. Resultados quince dias

Este tratamiento en cuestion se ha realizado para comprobar el comportamiento de los
microorganismos en los diferentes formulados simulando una situacion extrema como podria
ser el transporte maritimo del producto en el cual hay posibilidades de llegar a temperaturas
que oscilen los 40°C.

- Resultados obtenidos de las placas de Petri tras quince dias en la estufa a 40°C.

Como se puede apreciar, en las imagenes de las placas de Petri expuestas a continuacion
con los diferentes formulados de Trichoderma aggressivum se ve que en todos los formulados
excepto en el A2 (formulado con lisina) ha habido crecimiento del hongo. Se puede ver
contaminacion en las placas de los formulados A3 y A6 (formulado con lisina mas KCI y
materia organica liquida al 10% respectivamente) que probablemente se trate de Aspergillus
niger.

Se puede apreciar cdmo ha habido crecimiento de Trichoderma saturnisporum en los
seis formulados. También se aprecia como en S1 (agua) y S3 (lisina con KCI) las colonias estan
mas maduras que el resto y que han crecido en las cuatro muestras que forman la placa. En el
formulado 5 (materia organica liquida al 50%) solamente hay crecimiento del hongo en una de
las partes de la placa.

Tras pasar las placas de Petri quince dias en la estufa con Paecilomyces variotii vemos como
hay crecimiento del hongo en todas ellas. La que tiene un mayor crecimiento y mejor
maduracion de los hongos es la P1 (agua), se puede ver algunas contaminaciones de Aspergillus
niger en algunas secciones de las placas P3 (lisina junto KCI), P4 (KCI) y P6 (materia organica
liquida al 10%). P5 (formulado con materia organica liquida al 50%) ha tenido los peores
resultados ya que Unicamente los hongos han germinado solo en una de las cuatro partes de la
placa.
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H

6

Trichoderma
saturnisporum

Figura 17. En la figura se representan las imagenes de las placas de Petri con el crecimiento de los
diferentes hongos evaluados con los seis formulados bajo estudio tras el tiempo de 15 dias a 40°C.
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5.1.1.2. Resultados un mes

- Resultados obtenidos de las placas de Petri tras un mes en la estufa a 20°C.

Trichoderma
saturnisporum

6

W

Figura 18. En la figura se representan las imagenes de las placas de Petri con el crecimiento de los
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diferentes hongos evaluados con los seis formulados bajo estudio tras el tiempo de un mes a 20°C.

Pasado un mes desde que se introdujeron las placas de Petri en una estufa a 20°C vemos
como en Trichoderma aggressivum hay crecimiento en todos los formulados excepto en el A5
(formulado con materia orgénica liquida al 50%). En el resto de placas se aprecia el crecimiento
del hongo y como van madurando las colonias basandonos en los cambios de color de blanco a
verde.

Como ha ocurrido en el caso anterior, en S5 (formulado con materia organica liquida al
50%) no ha habido crecimiento de Trichoderma saturnisporum cosa que en el resto de placas
de Petri si. EI mejor crecimiento y asentamiento del hongo se ve en los formulados S1 (agua),
S3 (lisina con KCI) y S2 (lisina) en orden decreciente.

Observando las placas de Petri con Paecilomyces variotii se ve como hay germinacion
en todas ellas, teniendo el peor resultado en P5 (formulado con materia organica liquida al 50%)
ya que solo ha crecido el hongo en una de las cuatro partes y en P6 (formulado con materia
orgénica liquida al 10%) se ve contaminacion por Aspergillus niger en la parte superior
izquierda.

- Resultados obtenidos de las placas de Petri tras un mes en la estufa a 30°C.

En el caso de las placas de Trichoderma aggressivum que Se van a mostrar a
continuacidn, tras un mes a 30°C vemos que hay crecimiento del hongo menos en A5
(formulado con materia organica liquida al 50%). En las placas Al (formulado con agua) y A6
(formulado con materia orgéanica liquida al 10%) se ve un buen crecimiento ya que han
comenzado a ponerse de color verde las colonias. En A3 (formulado con lisina y KCI) se ve
que hay una gran contaminacién de Aspergillus niger sobre toda la placa.

En Trichoderma saturnisporum hay crecimiento del hongo en las placas menos en S5
(formulado con materia organica liquida al 50%); en S2 (formulado con lisina), S3 (formulado
con lisina y KCI) y S4 (formulado con KCI) hay crecimiento pero poco comparado con S1
(formulado con agua) y S6 (formulado con materia organica al 10%) que se ve un crecimiento
mas asentado y maduro de las colonias.

Podemos ver como hay crecimiento de Paecilomyces variotii en todos los formulados,
se puede sefialar que en P5 (formulado con materia organica liquida al 50%) el crecimiento solo

se ha dado en una de las cuatro partes de la placa.
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saturnisporum

6

w

Figura 19. En la figura se representan las imagenes de las placas de Petri con el crecimiento de los
diferentes hongos evaluados con los seis formulados bajo estudio tras el tiempo de un mes a 30°C.
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5.1.1.3. Resultados tres meses

- Resultados obtenidos de las placas de Petri tras tres meses en la estufa a 20°C.

a Trichoderma
saturnisporum

6

Figura 20. En la figura se representan las imagenes de las placas de Petri con el crecimiento de los

w
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diferentes hongos evaluados con los seis formulados bajo estudio tras el tiempo de tres meses a 20°C.

Pasados tres meses desde que se dejaron las placas de Trichoderma aggressivum en la
estufa a 20°C se ve un crecimiento en cada una de las placas menos en la A5 (formulado con
materia organica liquida al 50%). En todas se ve un buen crecimiento y maduracion de las
colonias menos en el formulado A3 (formulado con lisina 'y KCI) que tres de las cuatro muestras
parecen contaminadas con Aspergillus niger.

Como est& pasando en mas de un caso, en esta ocasion el S5 (formulado con materia
orgénica liquida al 50%) no hay crecimiento de Trichoderma saturnisporum. En el resto de las
placas si que se ve el crecimiento del hongo y como en S1 (formulado con agua) y S4
(formulado con KCI 100g/L) estan comenzando a madurar las colonias teniendo en S1 (agua)
un estado mas avanzado.

En las placas de Paecilomyces variotii se ve como hay crecimiento del hongo en cada
uno de los formulados. En la placa P5 (formulado con materia organica liquida al 50%) solo
hay crecimiento del hongo en la parte superior izquierda ya que en el resto de la placa no hay
ningun tipo de crecimiento. También se aprecia colonias de color negro en los formulados 2
(formulado con lisina), 3 (formulado con lisina y KCI), 4 (formulado con KCI) y 6 (formulado
con materia organica liquida al 10%), esto puede ser contaminacion provocada por Aspergillus
niger.

- Resultados obtenidos de las placas de Petri tras tres meses en la estufa a 30°C.

En las placas de Petri correspondientes a Trichoderma aggressivum que se van a
mostrar, vemos que hay crecimiento en las placas excepto en A2 (formulado con lisina). El
crecimiento de A5 (formulado con materia organica liquida al 50%) podria corresponder a
Aspergillus niger tratdndose entonces de una contaminacion. EI mejor crecimiento del hongo
puede vincularse con la placa del formulado A6 (formulado con materia organica liquida al
10%).

Viendo las placas de Petri correspondientes a Trichoderma saturnisporum se puede
decir que hay germinacion en ellas menos en S5 (formulado con materia organica liquida al
50%). El mejor crecimiento del hongo se ve en S1 (formulado con agua) y S6 (formulado con
materia organica liquida al 10%) ya que en las otras estaba comenzando y por tanto no se aprecia
tan bien como en las mencionadas.

En las placas de Petri preparadas con Paecilomyces variotii podemos ver el crecimiento
de este en las placas menos en P5 (formulado con materia organica liquida al 50%). En las
63



Evaluacion de la estabilidad en el tiempo de formulados liquidos microbianos

placas P3 (formulado de lisina junto KCI) y P6 (formulado con materia organica liquida al 10%)
se ve contaminacién que seguramente proviene de Aspergillus niger.

Trichoderma
saturnisporum

6

D

Figura 21. En la figura se representan las imagenes de las placas de Petri con el crecimiento de los
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diferentes hongos evaluados con los seis formulados bajo estudio tras el tiempo de tres meses a 30°C.

5.1.1.4. Resultados seis meses

- Resultados obtenidos de las placas de Petri tras seis meses en la estufa a 7°C.

Trichoderma
saturnisporum

6

Figura 22. En la figura se representan las imégenes de las placas de Petri con el crecimiento de los
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diferentes hongos evaluados con los seis formulados bajo estudio tras el tiempo de seis meses a 7°C.

Pasados seis meses con las placas de Petri a 7°C se ve que hay crecimiento de
Trichoderma aggressivum en las placas menos en A5 (formulado con materia orgénica liquida
al 50%). En Al la maduracion es mayor en cambio en A6 (formulado con materia organica
liquida al 10%) hay més crecimiento, pero sin tanta maduracion.

En las placas de Trichoderma saturnisporum se aprecia un buen crecimiento del hongo
y comienzo de maduracion de este en todas las placas por igual excepto en S5 (formulado con
materia organica liquida al 50%) que no hay indicios de presencia del mismo.

Tras los seis meses en la estufa vemos que en los seis formulados puestos en las placas
de Petri vemos crecimiento de Paecilomyces variotii, teniendo en P2 (formulado con lisina) y
P3 (formulado con lisina y KCI) los mejores resultados ya que estan empezando a madurar las
colonias.

- Resultados obtenidos de las placas de Petri tras seis meses en la estufa a 20°C.

Las placas de Trichoderma aggressivum tienen crecimiento en la mayoria de los
formulados estudiados menos en A5 (formulado compuesto con materia organica liquida al
50%). EI mejor crecimiento del hongo se encuentra en los formulados A4 (formulado con 100
g/L de KCI) y A6 (formulado compuesto con materia organica liquida al 10%) ya que se puede
observar el color verde indicando la maduracion de las colonias. En A2 (formulado con lisina
60 g/L) hay crecimiento, pero es minimo comparado con los otros formulados.

Como ha pasado en el caso anterior con Trichoderma aggressivum, aqui tampoco hay
crecimiento de Trichoderma saturnisporum en el formulado S5 (formulado compuesto con
materia organica liquida al 50%) y en S2 (formulado con lisina 60 g/L) el crecimiento es
minimo. En cambio, en S1 (formulado con agua), S4 (formulado con KCI) y S6 (formulado con
materia organica liquida al 10%) hay buen crecimiento y maduracién del hongo.

En las placas de Paecilomyces variotii tras seis meses en la estufa a 20°C vemos un

crecimiento del hongo en todos los formulados, habiendo una mayor maduracién en el
formulado P6 (formulado con materia organica liquida al 10%).
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Trichoderma
saturnisporum

6

Figura 23. En la figura se representan las imagenes de las placas de Petri con el crecimiento de los
diferentes hongos evaluados con los seis formulados bajo estudio tras el tiempo de seis meses a 20°C.
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- Resultados obtenidos de las placas de Petri tras seis meses en la estufa a 30°C.

Trichoderma
saturnisporum

6

Figura 24. En la figura se representan las imagenes de las placas de Petri con el crecimiento de los
diferentes hongos evaluados con los seis formulados bajo estudio tras el tiempo de seis meses a 30°C.

68



Evaluacién de la estabilidad en el tiempo de formulados liquidos microbianos

En las placas dejadas a 30°C de Trichoderma aggressivum durante seis meses hay
crecimiento en todos los formulados menos en el 5 (materia organica liquida al 50 %) que carece
de crecimiento del hongo y puede que esté contaminada con Aspergillus niger. También se ve
como en A2 (formulado con lisina) hay muy poco crecimiento de Trichoderma aggressivum
comparado con el resto de los formulados.

En este caso de Trichoderma saturnisporum hay crecimiento en las placas excepto en
S5 (formulado con materia organica liquida al 50 %) que no hay nada. En la placa de Petri que
contiene el formulado 6 (formulado con materia organica liquida al 10 %) se aprecia el buen
crecimiento y maduracion.

En las placas con Paecilomyces variotii tras seis meses a 30°C podemos decir que hay
crecimiento del hongo en todas las placas menos en la del formulado P5 (formulado con materia
orgénica liquida al 50 %).

A continuacion, se va a presentar una tabla en la que se han dejado sintetizados todos los
resultados que han sido expuestos anteriormente. Para su realizacion he tenido en cuenta los
siguientes parametros: crecimiento del microorganismo bajo estudio, no crecimiento del
microorganismo bajo estudio y contaminacion, se emplearan las siglas S, N o C respetivamente
para identificar las muestras y facilitar su lectura. A su vez, se ha empleado el color verde para
los formulados que han presentado crecimiento, el rojo para donde no ha habido crecimiento y
el naranja para identificar las contaminaciones.

A simple vista y sin analizar los resultados en profundidad se aprecia como en el
compuesto 5 (formulado con materia organica al 50%) no hay tanto crecimiento de los
microorganismos comparados con los demas. En Paecilomyces variotii hay mas “S” pero hay
que sefialar que en muchos casos el crecimiento solamente se ha dado en un cuarto de la placa
de Petri.

A su vez podemos ver como la mayor contaminacion se encuentra en las muestras
correspondientes a Paecilomyces variotii.
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15 dias 1 mes 3 meses 6 meses

Trichoderma
Aggressivum

Trichoderma
Saturnisporum

Paecilomyces
variotii

Tabla 4. Esquema resumen de los resultados obtenidos en el medio s6lido de los tres microorganismos
en los seis formulados bajo estudio durante todo el proceso del proyecto.

5.1.2. Resultados medio liquido

A la hora de exponer los resultados, solo se han tenido en cuenta los cuatro primero
formulados (agua, lisina 60 g/L, lisina 60 g/L con cloruro potasico 100 g/L y cloruro potasico
100 g/L) excluyendo los dos que contenian materia organica liquida.

Esto se debe a que en el formulado 5 el cual tenia un 50% de materia organica liquida
nos encontramos con que no habia germinacion de esporas por lo tanto se encontraban muertas
y el conteo era innecesario; en cambio, en el formulado 6, con un 10% de materia organica
liquida, habia esporas germinadas pero la presencia de residuos de la materia organica tenia un
tamafo similar al de las esporas por lo que resulta imposible evaluar la germinacion.
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5.1.2.1. Resultados Trichoderma aggressivum

- Tras quince dias de conservacion a 40°C.

Germinacion de T. aggresivum tras
15 dias a 402C de conservacion

100
a b b C C Cc

80 a c

60
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H % GERMINACION MAXIMA H %GERMINACION MiNIMA

Gréfica 2. Porcentaje de germinacién maxima y minima de T. aggressivum de los cuatro formulados
tras quince dias de conservacion a 40°C.

Tras el periodo de conservacion a 40°C durante quince dias podemos afirmar que los
porcentajes mas altos de germinacion corresponden al formulado uno (agua), seguidos del
formulado dos (lisina) y por ultimo los formulados tres (lisina con KCI) y cuatro (KCI) tienen
estadisticamente hablando los mismos porcentajes de germinacién. Se pueden observar grandes
diferencias entre el porcentaje de germinacion Al (formulado con agua) que corresponde al
76,30% comparado con el 5,80% proporcionado por el formulado A4 (formulado con KCI).

- Tras un mes de conservacion a 20°C y 30°C.

Germinacion de T. aggressivum tras
1 mes de conservacion

Al A2 A3

H % GERMINACION MAXIMA H %GERMINACION MiNIMA
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Gréfica 3. Porcentaje de germinacién maxima y minima de T. aggressivum de los cuatro formulados
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tras un mes de conservacion.

Segun el analisis estadistico no hay diferencias significativas entre los porcentajes de
germinacién méaxima y minima basandonos en el formulado. Se ve como los porcentajes de
germinacién maxima oscilan entre 84,5 — 76,3% y los porcentajes de germinacion minima entre
79,20-67,40% siendo en ambos casos unos porcentajes muy altos.

Germinacion de T. aggressivum tras
1 mes de conservacion
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Gréfica 4. Porcentaje de germinacion maxima y minima de T. aggressivum tras un mes de
conservacion a 20°C y a 30°C.

En un mes podemos ver que hay diferencias significativas entre las dos temperaturas y
que tanto el porcentaje de germinacién maxima como la minima son mayores a 20°C. Las
diferencias de porcentaje de germinacion minima entre las temperaturas de 20°C y 30°C es del
26,20% siendo mayor que la diferencia del porcentaje de germinacion maxima que es de
17,10%.
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- Tras tres meses de conservacion a 20°C y 30°C.

Germinacion de T. aggressivum tras
3 meses de conservacion

3 a a a a
. = E H
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Gréfica 5. Porcentaje de germinacién maxima y minima de T. aggressivum de los cuatro formulados
tras tres meses de conservacion.

Se puede observar que tras tres meses de germinacion entre todos los porcentajes de
germinacion no hay diferencias significativas. Aln asi el porcentaje de germinacion maximo se
corresponde con el formulado Al (agua) y es de 88,70% y el porcentaje de germinacion maximo
mas pequefio es de 62,90% y es el dado por el formulado A3 (lisina junto KCI).

Germinacion de T. aggressivum tras
3 meses de conservacion
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Grafica 6. Porcentaje de germinacion maxima y minima de T. aggressivum tras tres meses de
conservacion a 20°C y a 30°C.
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Viendo el gréafico podemos afirmar que los porcentajes de germinacién a 20°C son
mejores que a 30°C, existiendo una diferencia estadistica significativa. Podemos ver como la
diferencia de germinacion maxima difiere un 10,2 % entre ambas temperaturas y de un 19 %
para la germinacion minima.

Germinacién de T. aggressivum tras
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Grafica 7. Porcentaje de germinacion maxima y minima de T. aggressivum de los cuatro formulados
tras tres meses de conservacion a las temperaturas de 20°C y 30°C.

Para la germinacion de Trichoderma aggressivum pasados tres meses de conservacion
hay interaccion entre las temperaturas y los formulados, por la tanto podemos decir que el
porcentaje de germinacion maximo es superior e igual estadisticamente para los formulados A1
(agua) y A2 (lisina) a 20°C y para Al (agua) y A4 (KCI) a 30°C; en cambio tiene el mejor
porcentaje en el formulado A3 (lisina con KCI) a 30°C.

El porcentaje de germinacion minimo es mayor en los formulados Al (agua) y A2

(lisina) a 20°C y en el formulado Al (agua) a 30°C. Por otro lado, como ha ocurrido antes A3
(lisina més KCI) a 30°C presenta el porcentaje mas bajo de germinacion minima.
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- Tras seis meses de conservacion a 20°C y 30°C.

Germinacion de T. aggressivum tras
6 meses de conservacion
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Gréfica 8. Porcentaje de germinacién maxima y minima de T. aggressivum de los cuatro formulados
tras seis meses de conservacion.

En el conteo de los seis meses se observan unas grandes diferencias entre los porcentajes
de germinacién de los diferentes formulados. En este caso el formulado Al (agua) tiene los
porcentajes de germinacion maxima y minima mas elevados correspondiéndose con 88,50% y
81,90% respectivamente. Los formulados A2 (lisina) y A3(lisina con KCI) presentan los
resultados mas bajos teniendo A3 los peores con 18,00% para la germinacion maximay 11,00%
para la germinacion minima.
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Gréfica 9. Porcentaje de germinacién maxima y minima de T. aggressivum tras seis meses de
conservacion a 20°C y a 30°C.
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Tras seis meses de conservacion se aprecia perfectamente que a 20°C hay unos
porcentajes de germinacion casi el doble de altos que en el caso de 30°C. Aun asi, las diferencias
entre los porcentajes de germinacion maxima y minima son mayores a 20°C que a 30°C.

Germinacién de T. aggressivum tras
6 meses de conservacién (UNIFACTORIAL)
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Gréfica 10. Porcentaje de germinacion maxima y minima de T. aggressivum de los cuatro formulados
tras seis meses de conservacion a las temperaturas de 20°C y 30°C.

Para Trichoderma aggressivum tras seis meses de conservacion se ha visto que hay
interaccion entre los formulados y las temperaturas, por lo que se ha realizado un analisis
unifactorial en el cual cada combinacion de tratamiento y temperatura se ha considerado como
un unico factor. En este caso el porcentaje de germinacion maxima estadisticamente se
corresponde con Al (agua) y A4 (KCI) a 20°C y con Al (agua) a 30°C teniendo los porcentajes
de germinacion mas bajos los formulados A2 (lisina), A3 (lisina con KCI) y A4 (KCI) a 30°C.

En cambio, los porcentajes de germinacion minimo mas elevados se corresponden a los
formulados Al (agua) y A4 (KCI) a 20°C y a Al (agua) a 30°C igual que ha pasado en el caso
anterior. Por otro lado, los porcentajes mas pequefios se encuentran en A3 (lisina mas KCI) a
20°C y en A2 (lisina), A3 (lisina junto KCI) y A4 (KCI) a 30°C.
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-Tras seis meses de conservacién 7°C, 20°C y 30°C.

Germinacidn de T. aggressivum tras
6 meses de conservacion
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Gréfica 11. Porcentaje de germinacion maxima y minima de T. aggressivum de los cuatro formulados
tras seis meses de conservacion.

Como ocurria en el caso anterior, aunque cambian los porcentajes de germinacion al
afadir la temperatura de 7°C, seguimos viendo que el formulado Al (formulado con agua)
encabeza los porcentajes de germinacion con un 86,00% para la germinacion maxima y un
75,00% para la germinacién minima. Los formulados A2 (lisina 60 g/L) y A3 (formulado de
lisina junto KCI) siguen siendo los méas bajos pero su porcentaje de germinacion han
aumentado. El porcentaje de germinacion maxima mas bajo es de 41,30% y lo dio el formulado
A3 (lisina con KCI) y el porcentaje de germinacion minima mas pequefio es el proporcionado
por el formulado A2 (lisina) y es del 30,70%.
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Germinacidn de T. aggressivum tras
6 meses de conservacion
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Gréfica 12. Porcentaje de germinacion maxima y minima de T. aggressivum tras seis meses de
conservacion a las temperaturas de 7°C, 20°C y a 30°C.

En el caso de la comparativa de los porcentajes de germinacion en Trichoderma
aggressivum vemos que el porcentaje de germinacion méaxima es mejor a 7°C y mucho peor a
30°C con porcentajes 82,50% y 27,80% respectivamente. En la germinacion minima vemos que
entre los porcentajes de 7°C y 20°C no hay diferencias significativas estadisticamente, pero la
germinacion a 30°C si es mucho menor teniendo un porcentaje de 23,40% comparado con el
61,50% dado por la temperatura de 7°C.
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Gréfica 13. Porcentaje de germinacion maxima y minima de T. aggressivum de los cuatro formulados
tras seis meses de conservacion a las temperaturas de 7°C, 20°C y 30°C.
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Se ha visto que hay interaccion entre las temperaturas de 7°C ,20°C y 30°C con los
formulados, de ahi que se haya realizado este analisis unifactorial en el cual cada combinacién
de tratamiento y temperatura se ha considerado como un unico factor.

Para la germinacion maxima, los porcentajes méas elevados se corresponden con Al
(formulado con agua), A3 (formulado con lisina y KCI) y A4 (formulado con KCI) a 7°C, Al
(agua) y A4 (KCI) a 20°C y con Al (agua) a 30°C, teniendo el valor mas elevado de todos Al
(agua) a 20°C. En este mismo apartado podemos decir que los porcentajes mas bajos son los
relacionados con los formulados A3 (lisina con KCI) y A4 (KCI) a 30°C.

El porcentaje de germinacién minima mas alto se encuentra en los formulados Al (agua)
y A4 (KCL) a 20°C y con Al (agua) a 30°C, siendo otra vez mas elevado el formulado Al
(agua) a 20°C. Como ha pasado antes, los porcentajes méas bajos son los del formulado A3
(lisina junto KCI) y A4 (KCI) a 30°C, siendo el formulado A3 (lisina con KCI) el mé&s bajo de
todos.

5.1.2.2. Resultados Trichoderma saturnisporum

- Tras quince dias de conservacion a 40°C.

Germinacion de T. saturnisporum tras
15 dias a 402C de conservacion
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Gréfica 14. Porcentaje de germinacion maxima y minima de T. saturnisporum de los cuatro
formulados tras quince dias de conservacion a 40°C.

Después de quince dias a 40°C los formulados 1 (agua) y 2 (lisina) tienen unos
porcentajes de germinacion maxima y minima iguales hablando de forma estadistica, aunque
los de S2 (lisina) son un poco mas altos con unos porcentajes de 82,00% para la germinacion
méaxima y 64,60% para la germinacion minima. Los formulados S3 (lisina junto KCI) y S4
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(KCI) tienen unos porcentajes de germinacion muchisimo mas bajos que los anteriores pero
iguales entre si. Los peores resultados los proporciona el formulado 4 (KCI) con unos
porcentajes de 6,60% para la germinacion maxima y minima, esto supone un porcentaje de
germinacién maxima doce veces menor que el dado por el formulado S2 (lisina).

- Tras un mes de conservacion a 20°C y 30°C.

Germinacion de T. satunisporum tras
1 mes de conservacion
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Gréfica 15. Porcentaje de germinacion maxima y minima de T. saturnisporum de los cuatro
formulados tras un mes de conservacion.

En este caso, tras un mes de conservacion a 20°C y 30°C se puede decir que no hay
diferencias estadisticas significativas entre los cuatro formulados en ambas germinaciones, aun
asi, los porcentajes de germinacion maxima y minima son algo mejores en el formulado 3
(formulado de lisina con KCI) que en el resto. La diferencia de porcentajes entre el mas alto y
el mas bajo oscila en un 10% en ambas germinaciones.
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Germinacion de T. satunisporum tras
1 mes de conservacion
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Grafica 16. Porcentaje de germinacion maxima y minima de T. saturnisporum tras un mes de
conservacion a 20°C y a 30°C.

Respecto al tema de las temperaturas, vemos que a 20°C se han obtenido mejores
porcentajes de germinacion que a 30°C. Habiendo una mayor diferencia de porcentajes entre
los resultados dados por la germinacion maxima ya que a 20°C tenemos un 79,70% de
germinacion frente al 51,10% que nos da los 30°C.
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Grafica 17. Porcentaje de germinacion maxima y minima de T. saturnisporum de los cuatro
formulados tras un mes de conservacion a las temperaturas de 20°C y 30°C.

Después de un mes de germinacion de Trichoderma saturnisporum hay relacion entre
los formulados, las temperaturas y el porcentaje de germinacion, tras ver esto se ha realizado
un analisis unifactorial en el cual cada combinacion de tratamiento y temperatura se ha
considerado como un Unico factor. En relacion con el porcentaje de germinacion maxima se
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aprecia que los formulados S2 (lisina), S3 (lisina junto KCI) y S4 (KCI) a 20°C tienen los
porcentajes mas altos e iguales de forma estadistica; por el contrario, el porcentaje mas bajo se
corresponde al formulado S4 (KCI) a 30°C.

En el caso del porcentaje de germinacion minima los mayores se corresponden con los
formulados S1 (agua), S2 (lisina), S3 (lisina mas KCI) y S4 (KCI) a 20°C y S2 (lisina) a 30°C,
de estos S4 (KCI) a 20°C presenta el porcentaje mas elevado. Igual que pasaba con el porcentaje
de germinacién maxima el minimo también se encuentra en el formulado S4 (KCI) a 30°C.

- Tras tres meses de conservacion a 20°C y 30°C.

Germinacion de T. satunisporum tras
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Gréfica 18. Porcentaje de germinacion maxima y minima de T. saturnisporum de los cuatro
formulados tras tres meses de conservacion.

En Trichoderma saturnisporum pasados tres meses podemos decir que los porcentajes
de germinacion maxima son iguales entre los formulados 1 (agua), 2 (lisina) y 3 (lisina con
KCI) con unos porcentajes mas altos y entre 2 (lisina) y 4 (KCI) con menor porcentaje. EI mayor
porcentaje de germinacion maxima es de 83,20% y lo ha dado el formulado S1 (agua), el
formulado S4 (KCI) es el que nos da un porcentaje mas bajo con 58,80%. Respecto al porcentaje
de germinacion minima los formulados 1 (agua), 2 (lisina) y 3 (lisina junto KCI) tienen unos
porcentajes de germinacién mayores e iguales estadisticamente que el formulado 4 (KCI).
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Germinacion de T. satunisporum tras
3 meses de conservacion
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Grafica 19. Porcentaje de germinaciéon maxima y minima de T. saturnisporum tras tres meses de
conservacion a 20°C y a 30°C.

Se han obtenido unos mejores resultados en las germinaciones maximas y minimas
cuando las muestras se encontraban a 20°C en vez de a 30°C. Como se aprecia en el grafico a
20°C tenemos una germinacion maxima del 78,70% y una germinacién minima de 69,80%, en
cambio a 30°C se han obtenido unos porcentajes de 67,80% y 53,90% respectivamente.
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Grafica 20. Porcentaje de germinacion minima de T. saturnisporum de los cuatro formulados tras tres
meses de conservacion a las temperaturas de 20°C y 30°C.

En la germinacion de Trichoderma saturnisporum en tres meses hay interaccion de las
temperaturas con el porcentaje de germinacion minima de los formulados, por lo que se ha
realizado un analisis unifactorial en el cual cada combinacion de tratamiento y temperatura se
ha considerado como un unico factor. Observandose unos porcentajes de germinacion minimos
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mas altos en los formulados S1 (agua), S2 (lisina) y S3 (lisina junto KCI) a 20°C y S1 (agua) a
30°C, aunque sean iguales de forma estadistica el porcentaje mas alto lo presenta el formulado
S2 (lisina) a 20°C. Los porcentajes mas bajos los encontramos en los formulados S4 (KCI) a
20°C y S2 (lisina) y S4 (KCl) a 30°C.

- Tras seis meses de conservacion a 20°C y 30°C.

Germinacidn de T. satunisporum tras
6 meses de conservacion
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Grafica 21. Porcentaje de germinacién maxima y minima de T. saturnisporum de los cuatro
formulados tras seis meses de conservacion.

Comenzando por la germinacion méaxima de forma estadistica los porcentajes de
germinacion son iguales para los formulados 1 (formulado con agua), 2 (formulado con lisina)
y 3 (formulado con lisina y KCI) siendo mas altos que los porcentajes de germinacién de los
formulados 2 (formulado con lisina) y 4 (formulado con KCI) que estadisticamente también son
iguales entre si. En la germinacion minima los formulados 1 (formulado con agua), 2
(formulado con lisina) y 3 (formulado con lisina y KCI) vuelven a ser iguales de forma
estadistica y mayores que el formulado 4 (formulado con KCI).

En este caso vemos como los porcentajes del formulado 1 (formulado con agua)
sobresalen sobre el resto presentando unos resultados de 83,5% para la germinacion maximay
72,80% para la germinacion minima. De los otros tres formulados restantes, S2 (formulado con
lisina) es el que presenta los porcentajes mas pequefios con 31,10% para la germinacion maxima
y 24,40% para la minima.
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Germinacion de T. satunisporum tras
6 meses de conservacion
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Grafica 22. Porcentaje de germinacion maxima y minima de T. saturnisporum tras tres meses de
conservacion a 20°C y a 30°C.

Podemos ver como los porcentajes de germinacion tanto maxima como minima han
obtenido unos resultados muchisimo mejores a 20°C con unos porcentajes de 74,00% y 55,00%
para la germinacion maxima y minima respectivamente que a 30°C con unos porcentajes de
26,80% y 23,00%.

Germinacion de T. saturnisporum tras
6 meses de conservacion (UNIFACTORIAL)
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Grafica 23. Porcentaje de germinacion maxima de T. saturnisporum de los cuatro formulados tras
seis meses de conservacion a las temperaturas de 20°C y 30°C.

Tras seis meses de germinacion de Trichoderma saturnisporum se ha visto que hay
interaccidn por lo que se ha realizado un analisis unifactorial en el cual cada combinacion de

85



Evaluacién de la estabilidad en el tiempo de formulados liquidos microbianos

formulado y temperatura se ha considerado como un Unico factor teniendo solo en cuenta el
porcentaje de germinacion maxima de los formulados. Localizando los porcentajes de
germinacion maxima en los formulados S1 (formulado con agua), S2 (formulado con lisina
60g/L), S3 (formulado con lisina y KCI) y S4 (formulado con KCI) a 20°C y en S1 (formulado
con agua) a 30°C, siendo de estos S1 (formulado con agua) a 20°C el que presenta un porcentaje
mas alto.

Por descarte, los porcentajes de germinacién maxima mas bajos se encuentran en los
formulados S2 (formulado con lisina), S3 (formulado con lisina y KCI) y S4 (formulado con
KCI) a 30°C, teniendo el formulado S2 (formulado con lisina) un porcentaje de germinacion
nulo siendo por tanto el peor de todos.

-Tras seis meses de conservacion 7°C, 20°C y 30°C.

Germinacién de T. saturnisporum tras
6 meses de conservacion
120

100

a b a a
a b ab ab

80
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4

68,6
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Gréfica 24. Porcentaje de germinacion maxima y minima de T. saturnisporum de los cuatro
formulados tras seis meses de conservacion.

Respecto a los porcentajes de germinacién maxima, los formulados 1 (formulado con
agua), 3 (formulado con lisina 'y KCI) y 4 (formulado con KCI) son iguales entre si de forma
estadistica, siendo el formulado 1 (agua) mas alto que los demas con un porcentaje de 68,60%.
El porcentaje de germinacion del formulado 2 (formulado con lisina) es el mas bajo de todos
con diferencia con un porcentaje de 35,80%.

Para los porcentajes de germinacion minima los formulados 1 (formulado con agua), 3
(formulado con lisina y KCI) y 4 (formulado con KCI) son iguales entre si siendo el 1
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(formulado con agua) mayor que el resto con un 54,50% y los formulados 2 (formulado con
lisina), 3 (formulado con lisinay KCI) y 4 (formulado con KCI) también son iguales entre ellos
de forma estadistica correspondiéndole el porcentaje de germinacion mas bajo al formulado 2
(formulado con lisina) con un 25,10%.

Germinacidn de T. saturnisporum tras
6 meses de conservacion

120
d
100

a a
80
b b
60
4
2
72C 202C 302C

H % GERMINACION MAXIMA  E %GERMINACION MINIMA

o o

Gréfica 25. Porcentaje de germinacion maxima y minima de T. saturnisporum tras seis meses de
conservacion a 7°C, 20°C y a 30°C.

Tras los seis meses de conservacion; en Trichoderma saturnisporum vemos que de
forma estadistica los porcentajes de germinacion maximay minima son iguales a 7°C y a 20°C,
aunque estos ultimos son superiores con unos resultados de 74,00% para la germinacion
maximay 55,00% para la germinacion minima. Por otra parte, los resultados obtenidos a 30°C
son los mas bajos para ambas germinaciones con unos porcentajes de 26,80% y 23,00% para la
germinacion maxima y minima respectivamente.
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Germinacion de T. saturnisporum tras
6 meses de conservacion (UNIFACTORIAL)
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Grafica 26. Porcentaje de germinacién maxima y minima de T. saturnisporum de los cuatro
formulados tras seis meses de conservacion a las temperaturas de 7°C, 20°C y 30°C.
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Haciendo un analisis estadistico se ha visto que hay interaccidn entre los porcentajes de
germinacion maxima y minima con los diferentes formulados a las temperaturas de 7°C, 20°C
y 30°C por lo tanto se realizé un analisis unifactorial en el cual cada combinacion de tratamiento
y temperatura ha sido considerado como un unico factor. Una vez dicho esto, los porcentajes
de germinacion maxima mas altos son los proporcionados por los formulados S3 (formulado
con lisina y KCI) y S4 (formulado con KCI) a 7°C, S1 (formulado con agua) y S3 (formulado
con lisinay KCI) a 20°C y S1 (formulado con agua) a 30°C, siendo el formulado S3 (formulado
con lisina y KCI) a 7°C el que tiene un porcentaje mas alto. Los porcentajes mas bajos se
encuentran en los formulados S2 (formulado con lisina) y S3 (formulado con lisina y KCI) a
30°C, aungue sean iguales de forma estadistica S2 (formulado con lisina) es el peor debido a
gue no tiene nada de porcentaje de germinacion.

En el caso de los porcentajes de germinacion minima més elevados nos encontramos
con los formulados S4 (formulado con KCI) a 7°C, S1 (formulado con agua), S2 (formulado
con lisina), S3 (formulado con lisinay KCI) y S4 (formulado con KCI) a 20°C y S1 (formulado
con agua) a 30°C, siendo S1 (formulado con agua) a 30°C el que presenta un porcentaje mas
alto que el resto. En los formulados con los porcentajes mas bajos nos encontramos con S2
(formulado con lisina), S3 (formulado con lisina y KCI) y S4 (formulado con KCI) a 30°C y
como ocurria con el porcentaje de germinacion maxima el formulado S2 (formulado con lisina
60 g/L) no presenta ningun tipo de germinacion siendo por lo tanto el peor formulado en ambos
casos.
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5.1.2.3. Resultados Paecilomyces variotii

- Tras quince dias de conservacion a 40°C.

Germinacion de P. variotii tras
15 dias a 402C de conservacion

a a‘ a a a
P1 P2 P3

H % GERMINACION MAXIMA H %GERMINACION MiNIMA
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Gréfica 27. Porcentaje de germinacion maxima y minima de P.variotii de los cuatro formulados tras
quince dias de conservacién a 40°C.

Una vez cumplido el plazo de quince dias a 40°C podemos decir que los porcentajes de
germinacion méaxima y minima son iguales para los cuatro formulados; presentando el
formulado 1 (formulado con agua) unos valores superiores al resto de formulados en ambas
germinaciones con un 91,00% para la germinacion maxima y 71,00% para la germinacion
minima. El porcentaje de germinaciéon maxima mas bajo corresponde al formulado P3
(formulado de lisina con KCI) con un 60,20% Yy el porcentaje de germinacién minima mas
pequefio es el proporcionado por el formulado P4 (formulado con KCI) con un 55,20%.
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- Tras un mes de conservacion a 20°C y 30°C.

Germinacion de P. variotii tras
1 mes de conservacion
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Gréfica 28. Porcentaje de germinacion maxima y minima de P. variotii de los cuatro formulados tras
un mes de conservacion.

Pasado un mes de conservacion, en el caso de P. variotii el formulado 1 (formulado con
agua) presenta los porcentajes de germinacién mas elevados tanto para la germinacion maxima
como para la minima con 80,20% y 68,20% respectivamente, tras este nos encontramos a los
formulados 2 (formulado con lisina) y 4 (formulado con KCI) que también presentan los
mismos porcentajes de germinacién de forma estadistica para ambos casos y por ultimo se
encuentra el formulado 3 (formulado con lisina y KCI) con los porcentajes de germinacion méas
bajos de 37,20% para la germinacion maximay 26,50% para la minima.

Germinacion de P. variotii tras
1 mes de conservacion
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Gréfica 29. Porcentaje de germinacion maxima y minima de P. variotii tras un mes de conservacion a
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20°Cy a 30°C.

En este caso, no se han encontrado diferencias significativas estadisticamente entre los
resultados obtenidos de los porcentajes de germinacién maximay minima a 20°C y a 30°C. Se
aprecia como en la germinacion méxima se han obtenido resultados muy similares de 60,60%
para 20°C y 58,70% para 30°C; en la germinacion minima los porcentajes se han establecido en
52,00% y 46,30% para las temperaturas de 20°C y 30°C respectivamente.

Germinacidén de P. variotii tras
1 mes de conservacion (UNIFACTORIAL)
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Grafica 30. Porcentaje de germinacion maxima y minima de P. variotii de los cuatro formulados tras
un mes de conservacion a las temperaturas de 20°C y 30°C.

Una vez habiendo conservado P. variotii durante un mes se ha encontrado relacion entre
los formulados a las temperaturas de 20°C y 30°C y los porcentajes de germinacién maxima y
minima, tras ver esto se ha realizado un andlisis unifactorial en el cual cada combinacion de
tratamiento y temperatura se ha considerado como un unico factor. Observando el gréfico se
puede decir que los porcentajes de germinacion maxima se ven en los formulados P1
(formulado con agua), P2 (formulado con lisina 60 g/L) y P4 (formulado con KCI) a 20°C y P1
(formulado con agua) y P4 (formulado con KCI) a 30°C. De todos los mencionados
anteriormente el porcentaje mas alto se corresponde al formulado P1 (formulado con agua) a
20°C. Para el porcentaje de germinacion minima mas alto tenemos que hablar de los formulados
P1 (formulado con agua) y P2 (formulado con lisina) a 20°C y P1 (formulado con agua) a 30°C.

En el caso del porcentaje de germinacion minima mas elevado encontramos con los
formulados P1 (formulado con agua) y P2 (formulado con lisina) a 20°C y P1 (formulado con
agua) a 30°C correspondiéndose P2 (formulado con lisina) a 20°C con el porcentaje mas alto de
los tres. Los porcentajes mas bajos estan en los formulados P3 (formulado con lisina y KCI) a
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20°C y en P3 (formulado con lisina y KCI) a 30°C siendo el primero el mas pequefio de los dos.

- Tras tres meses de conservacion a 20°C y 30°C.

Germinacion de P. variotii tras
3 meses de conservacion
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Gréfica 31. Porcentaje de germinacion maxima y minima de P. variotii de los cuatro formulados tras
tres meses de conservacion.

Transcurridos los tres meses de conservacion de los diferentes formulados podemos
decir que: para la germinacién maxima las soluciones 1 (formulado con agua) y 2 (formulado
con lisina) presentan los mismos porcentajes de germinacion que a su vez son los mas elevados
siendo el formulado P1 (formulado con agua) el mayor de todos con un porcentaje de
germinacién del 78,10%, tras estos van los formulados 2 (formulado con lisina) y 4 (formulado
KCI) que son iguales de forma estadistica y por ultimo los formulados 3 (formulado con lisina
y KCI) y 4 (formulado con KCI) con unos resultados de 54,80% para P3 'y 61,00% para P4.

Para la germinacion minima nos encontramos con que los formulados 1 (formulado con
agua) y 2 (formulado con lisina) presentan los porcentajes mas altos con un 66,00% y 63,60%
respectivamente, seguidos de los formulados 3 (formulado con lisina y KCI) y 4 (formulado
con KCI) que son mas bajos e iguales desde un punto de vista estadistico.
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Grafica 32. Porcentaje de germinacién maximay minima de P. variotii tras tres meses de
conservacion a 20°C y a 30°C.

En este caso, tanto los porcentajes de germinacion maxima y minima son iguales para
ambas temperaturas, aun asi, el porcentaje de germinacion maxima es mayor a 20°C con un
porcentaje de 70,70% frente al 62,50% proporcionado por la temperatura de 30°C. El porcentaje
de germinacién minima es algo superior a 30°C ya que se obtuvo un resultado de germinacion
del 52,00% y a 20°C un porcentaje de 51,70%.

Germinacion de P. variotii tras
3 meses de conservaciéon (UNIFACTORIAL)
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Grafica 33. Porcentaje de germinacion maxima de P. variotii de los cuatro formulados tras tres meses
de conservacion a las temperaturas de 20°C y 30°C.

Pasados tres meses de conservacion del hongo Paecilomyces variotii se ha encontrado
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interaccion entre el porcentaje de germinacion maxima y los cuatro formulados de las
temperaturas 20°C y 30°C al existir esta interaccion se ha realizado un analisis unifactorial en
el cual cada combinacion de tratamiento y temperatura se ha considerado como un Unico factor
. Entre los formulados se establece los porcentajes de germinacion mas altos en P1 (formulado
con agua), P2 (formulado con lisina) y P4 (formulado con KCI) a 20°C y en P1 (formulado con
agua) a 30°C, aunque de forma estadistica se consideren iguales el porcentaje mas elevado lo
tiene el formulado P1 (formulado con agua) a 20°C. Por otra parte, el porcentaje de germinacion
maxima mas bajo es el dado por el formulado P4 (formulado con KCI) a 30°C.

- Tras seis meses de conservacion a 20°C y 30°C.

Germinacidon de P. variotii tras
6 meses de conservacion

100

? “ H i U

H % GERMINACION MAXIMA H %GERMINACION MiNIMA

o

o

o

Gréfica 34. Porcentaje de germinacion maxima y minima de P. variotii de los cuatro formulados tras
seis meses de conservacion.

Como se puede apreciar en el grafico, el formulado 1 (formulado con agua) presenta los
mayores porcentajes de germinacion tanto para la germinacion méxima como para la minima,
en este caso vemos que hay unos porcentajes de 68,50% y 61,60% respectivamente. A su vez,
los formulados 2 (formulado con lisina), 3 (formulado con lisina y KCI) y 4 (formulado con
KCI) tras realizar un analisis estadistico podemos decir que tienen los mismos porcentajes de
germinacién maxima y minima siendo de todas formas el formulado 3 (formulado con lisina 'y
KCI) inferior al resto con unos porcentajes de 34,30% Yy 26,30% para la germinacion maxima
y minima.
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Germinacion de P. variotii tras
6 meses de conservacion
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Grafica 35. Porcentaje de germinacién maxima y minima de P. variotii tras seis meses de
conservacion a 20°C y a 30°C.

En relacion a las temperaturas tanto los porcentajes de germinacion maxima como los
porcentajes de germinacién minima son los mismos de forma estadistica para ambas. Sin
embargo, los porcentajes de la temperatura de 20°C son mayores que los de 30°C con unos
porcentajes de 56,10% y 43,10% frente al 37,30% y 31,90%.

-Tras seis meses de conservacion 7°C, 20°C y 30°C.
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Grafica 36. Porcentaje de germinacion maxima y minima de P. variotii de los cuatro formulados tras
seis meses de conservacion.
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Después de seis meses de conservacion el formulado 1 (formulado con agua) es el que
tiene los porcentajes mas elevados de germinacién maxima y minima con 67,10% y 55,50%
para cada una de las germinaciones, tras este le sigue el formulado 2 (formulado con lisina 60
g/L) que estadisticamente tiene los mismos porcentajes que el primero y por ultimo se
encuentran los formulados 3 (formulado con lisina y KCI) y 4 (formulado con KCI 100 g/L)
con los mismos porcentajes de germinacion en ambos casos. Teniendo el formulado P3
(formulado con lisina mas KCI) los porcentajes mas bajos con un 44,40% para la germinacion
méaxima y un 31,60% para la germinacion minima.
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Gréfica 37. Porcentaje de germinacion maxima y minima de P. variotii tras seis meses de
conservacion a 7°C, 20°C y a 30°C.

Para la germinacion maxima a 7°C se encuentra el porcentaje de germinacion mas
elevado con un 71,60% seguido de 20°C con un 53,50% y por ultimo a 30°C con 37,30%.

En cambio, para el porcentaje de germinacion minima nos encontramos que a 7°C y a
20°C tenemos el mismo porcentaje de germinacién hablando de forma estadistica que de forma
numérica se trata de 50,50% y 41,30%, estos son mas elevados que el porcentaje a 30°C de
31,90% que también es igual al de 20°C estadisticamente.
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Germinacion de P. variotii tras
6 meses de conservacion (UNIFACTORIAL)
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Gréfica 38. Porcentaje de germinacion maxima y minima de P. variotii de los cuatro formulados tras
seis meses de conservacion a las temperaturas de 7°C, 20°C y 30°C.

Después de seis meses de conservacion de Paecilomyces variotii hay interaccion entre
los porcentajes de germinacién maximos y minimos con los formulados a las temperaturas de
7°C, 20°C y 30°C; considerandose la combinacion de formulado y temperatura como un Gnico
factor tras realizar un analisis unifactorial. Basandome en el gréfico se puede decir que los
porcentajes de germinacion maximos mas altos los han proporcionado los formulados P1
(formulado con agua), P2 (formulado con lisina 60 g/L), P3 (formulado con lisinay KCI) y P4
(formulado con KCI) a 7°C, P1 (formulado con agua) y P4 (formulado con KCI) a 20°C y P1
(formulado con agua) a 30°C, aunque el analisis estadistico haya dicho que son iguales entre
ellos se puede decir que P1 (formulado con agua) a 7°C presenta el porcentaje mas alto. Para
los formulados con porcentajes mas bajos de germinacion maxima tenemos a P2 (formulado
con lisina), P3 (formulado con lisina y KCI) y P4 (formulado de KCI) a 30°C siendo P4
(formulado con KCI) el méas bajo de los tres.

Para el porcentaje de germinacion minima mas alto nos encontramos con los formulados
P1 (formulado con agua) y P4 (formulado con KCI) a 20°C y P1 (formulado con agua) a 30°C,
de los cuales P1 (formulado con agua) a 20°C es el mas elevado. En cambio, los formulados
gue tienen el porcentaje de germinacién minimo mas bajo son P3 (formulado con lisina y KCI)
y P4 (formulado con KCI) a 30°C donde P4 (formulado con KCI) presenta el porcentaje mas
bajo.
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5.2. Discusién

Como se ha expuesto durante todo el trabajo, el proyecto se ha llevado a cabo para
conocer la viabilidad de Trichoderma aggressivum, Trichoderma saturnisporum vy
Paecilomyces variotii en seis formulados liquidos diferentes y a temperaturas distintas.

De entre los seis formulados empleados agua, lisina 60g/L, lisina 60g/L junto 100 g/L
de KCI, 100 g/L de KCIl y materia organica liquida al 50 y al 10% podemos decir que en general
los mejores resultados en crecimiento de los hongos en las placas de Petri se han llevado a cabo
en el primer formulado, este era el que tenia Unicamente agua. Por el contrario, los peores
crecimientos han sido los proporcionados por el formulado cinco, este es el que contiene un
porcentaje de 50% de materia organica liquida y en la mayoria de los casos con este formulado
los hongos no han llegado ni a germinar. Estos resultados se han repetido con todos los hongos
y en todas las temperaturas.

En lo referido a las temperaturas, las muestras que han estado depositadas en estufa a
20°C han obtenido mejores resultados que aquellas que se encontraban a 30°C. Exceptuando
cuando pasaron seis meses y las mediciones se hicieron también a 7°C donde se vio que en
Trichoderma aggressivum y Paecilomyces variotii se mostraban mejores resultados de
germinacioén a esa temperatura que a 20°C.

Conforme se iban cumpliendo los plazos y se realizaban los conteos, en los
microorganismos se ha observado un descenso gradual en el porcentaje méaximo de
germinacion. En el caso de Trichoderma aggressivum los porcentajes de germinacion pasan de
ser de 76,30% tras estar quince dias a 40°C a 88,70% pasado el primer mes, 82,30% a los tres
meses y finalmente 65,60% en el Gltimo conteo de los seis meses. Se puede ver como el
porcentaje va bajando con el paso del tiempo excepto el porcentaje de germinacion a los quince
dias que es menor que el obtenido a un mes, esto puede deberse a la alta temperatura a la que
se encontr6 el microorganismo durante ese periodo de tiempo afectando por tanto a su
capacidad de germinacién.

Para Trichoderma saturnisporum se obtuvieron unos porcentajes de germinacion
maximos de 82,00% tras los quince dias, 79,70% cuando paso6 el primer mes en la estufa,
78,70% a los tres meses y un porcentaje de 74,00% en la ultima medicion de los seis meses. En
este caso se aprecia como el porcentaje de germinacion va descendiendo de forma escalonada
no habiendo mucha diferencia entre los porcentajes y siendo el ultimo un porcentaje bastante
alto.
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Por ultimo, en el caso de Paecilomyces variotii se comenzo obteniendo un porcentaje
del 91,00% tras estar a 40°C durante quince dias, tras el primer mes se obtuvo un porcentaje de
germinacion del 60,60%, seguido de un 70,70% tras los tres meses en la estufa y finalmente se
Ileg6 a un porcentaje del 56,10%. En este caso se ve que el porcentaje de germinacién a un mes
es menor que el obtenido a los tres meses, esto podria deberse a que, aunque todas las muestras
son agitadas antes de su uso es posible que el material haya decantado y en consecuencia no se
hubiera podido coger bien.

En el estudio de Marin et al., (2014) también se hizo un estudio de la densidad de
poblacién de Trichoderma sp. en funcion del tiempo y la temperatura, aunque en su caso no
solo estudiaron preparados liquidos, sino que también probaron en formulados solidos.
Centrandonos Unicamente en sus resultados obtenidos en el preparado liquido, se puede ver
como en su ensayo cuando el formulado se encuentra a temperatura ambiente hay un mayor
descenso en la concentracion de Trichoderma sp. que cuando se encuentra a 5°C, esto mismo
ha sucedido en este ensayo en cuestion al comparar las muestras de Trichoderma aggressivum
y Trichoderma saturnisporum que estuvieron a 7°C con las que se encontraban a 20°C o 30°C
simulando temperaturas ambientes. Como se ha comentado anteriormente, se apreciaron
descensos conforme iba aumentando el tiempo de conservacién del formulado, cosa que se ha
corroborado con la informacion obtenida de este mismo articulo.

Lewis et al., (1987) realizaron un estudio donde se conservaron tres cepas diferentes de
Trichoderma en cépsulas de alginato durante seis meses a temperaturas de 5y 25°C. Pasado el
periodo de conservacién se observd que a 25°C la cantidad de UFC era un 5% menos que el
namero de esporas totales, en cambio a 5°C la conservacion fue mucho mejor.

Los resultados obtenidos no solo concuerdan con los estudios anteriores, sino que Cejas
etal., (2000) llegaron a la conclusion de que los formulados liquidos tienen una mejor viabilidad
cuando se conservan a temperaturas bajas, en su caso compararon los porcentajes de
germinacién de Trichoderma harzianum con alumbre y &cido sorbico al 1% a las temperaturas
de 12°C y 26°C.

Por ultimo, Roussos et al. (1989) tras estudiar varias técnicas de conservacion en
Trichoderma harzianum llegd a la conclusion que para mantener las conididsporas con un
porcentaje de viabilidad sobre el 85-95% durante un tiempo de dos meses la mejor técnica a
emplear es la refrigeracion a una temperatura de 4°C.

Por otro lado, en el articulo de Cardona et al. (2014) se estudid la capacidad de
conservacion y germinacién de formulados con Purpureocillium sp. a las temperaturas de 4-8
°C, 14°C, 23-25°C y 30°C en los tiempos de ocho dias, quince dias, un mes y tres meses. En
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este ensayo se partié de una concentracion de 3,6-108 esp/mL, en cambio en nuestro caso se
obtuvo una concentracion de Paecilomyces variotii de 1,0x10® esp/mL. En su caso los
porcentajes de germinacion mas elevados fueron los obtenidos a temperatura ambiente (23-
25°C) y en frio (4-8°C), en cambio, cuando en este ensayo se compararon los porcentajes de
germinacioén de las temperaturas de 7°C, 20°C y 30°C a la temperatura de 7°C fue cuando se
consiguid el mejor resultado existiendo una diferencia de un 20% entre estos resultados y los
dados a 20°C. Al finalizar su ensayo tras tres meses de conservacion en todas las temperaturas
se mantuvo una germinacion entre el 85y 90%, siendo estos resultados mejores que los nuestros
ya que el mejor porcentaje fue del 70%; esto puede deberse a la cantidad de contaminacion que
aparecio en las muestras de este hongo debido a que su extraccion se hizo en el exterior para
evitar contaminar el ambiente del laboratorio favoreciendo la incidencia de otros
microorganismos en el medio.
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6.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES TECNICAS

6.1. Conclusiones

Tras realizar los analisis estadisticos necesarios con todos los datos obtenidos durante
la realizacion de este proyecto experimental, se puede concluir que:

1.- La mayor viabilidad en el tiempo de los tres microorganismos se ha logrado con el
formulado 1 (agua). Seguidos en eficiencia por los formulados 4 (100 g/L de KCI), 3
(60 g/L de lisina y 100 g/L de KCI) y 2 (60 g/L de lisina) respectivamente para T.
aggressivum, T. saturnisporum y P. variotii. El formulado 5 (50% de materia orgénica
liquida) fue el peor de los tratamientos ensayados con los tres microorganismos.

2.- La conservacion a temperaturas menores favorecio la capacidad de supervivencia en
los tres microorganismos evaluados a lo largo del tiempo.

3-El paso del tiempo influye de forma negativa en la viabilidad del formulado debido a
que los porcentajes de germinacion disminuyen; no obstante, los resultados finales son
aceptables en algunas de las formulaciones ensayadas.

6.2. Recomendaciones técnicas

Tras la realizacion del presente ensayo, se ha puesto de manifiesto, que las esporas de los
tres microorganismos mantienen su viabilidad en porcentajes que podemos considerar
adecuados, durante 6 meses en varios de los formulados evaluados. Considerando que este es
un estudio preliminar, la posible continuacion del mismo, deberia considerar ciertos posibles
elementos de mejora, como:

1. Reducir el nimero de tratamientos ensayados, centrandose solo en aquellos que en
principio han dado un mejor resultado. Ampliando el nimero de repeticiones basadas
en lotes de produccion distintos.

2. Ampliar el periodo de ensayo hasta un tiempo minimo de afio, para poder garantizar que
la supervivencia final cumple con los requisitos legales sobre el nimero de esporas
viables tras un afio de conservacion que establece el registro oficial de fertilizantes con
microorganismos.

3. Dado que estos estudios son desarrollados durante largos periodos de tiempo, seria
deseable que en paralelo se probasen otras alternativas de conservacion como la
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conservacion en medios solidos. Por si los resultados finales en los formulados liquidos
no fuesen los esperados.
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