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INTRODUCCION

El sector agricola, es uno de los pilares de la supervivencia humana y de
muchas otras especies, ya que provee recursos para mantenernos nutridos y saludables.
Enel Perd y el mundo se tiene una importante superficie agricola, la cual se ve afectada
por diversas amenazas como la contaminacion ambiental, los diversos productos

quimicos popularizados para erradicar plagas, enfermedades, entre otros.

Con la poblacién mundial en aumento exponencial, también aumentan las
demandas por alimentos de mayor calidad y cada vez con una velocidad de produccién
mas rapida. Esto hace que los agricultores teman algun retraso en sus cosechas como
lo son las enfermedades fitopatogénicas o la falta de nutrientes en los suelos. Dicho
temor los lleva a tomar alternativas poco saludables para el suelo como son el empleo
de herbicidas o plaguicidas en exceso violentos. Los efectos secundarios de estos no
solo se limitan al suelo donde se aplica, sino también al agricultor y a los consumidores
tanto de los productos como del agua que se vio contaminada en el proceso. Dichos
efectos van desde eliminar la flora y fauna microbiana del suelo hasta ser
potencialmente cancerigenos para humanos y animales.

Una alternativa para reemplazarlos son los controladores biolégicos como las
esporas de Trichoderma spp. Su produccion se lleva a cabo mediante métodos
convencionales, los cuales emplean sustratos costosos como el grano de arroz
comercial, grano de alpiste, entre otros. Estos encarecen el producto final para el

agricultor, quien termina eligiendo productos quimicos.

Por otro lado, se sabe que toda actividad humana genera residuos o desechos
siendo el caso del cultivo de arroz, la actividad econémica con mayores utilidades a
nivel mundial, que produce el subproducto llamado arrocillo o arroz quebrado. Ambos
tienen la misma composicion quimica, por lo tanto, este puede ser considerado como
un sustrato experimental viable tomando en cuenta que dicho subproducto equivale al

15% del arroz producido mundialmente y tiene menos de la mitad de su precio.

Asi mismo, en numerosas investigaciones se ha confirmado la accién

antagonica de las esporas de Trichoderma spp. contra distintos microorganismos
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patdgenos como los géneros de Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotium, etc. Este hongo
antagonista actua con el mecanismo de micoparasitismo, siendo de vital importancia
la concentracion de esporas presente y la viabilidad de las mismas para asegurar su

accion.

Es por ello, que la presente investigacion busco emplear este subproducto del
arroz (Oryza sativa) para la obtencion de esporas de Trichoderma spp., con la finalidad
de realizar una optimizacion de las variables de concentracién y porcentaje de
viabilidad.

Por tanto, la presente investigacion podrad brindar una metodologia
estandarizada para la produccién de esporas de Trichoderma spp. asegurando
resultados satisfactorios e industrialmente competentes a partir de un subproducto
poco valorado en el Perd. Ademas, pudiendo encaminar hacia estudios de factibilidad
para poder desarrollar una planta biotecnoldgica de produccion de biocontroladores en
la region Arequipa, que mas alla de generar utilidades y empleo, estrecharé la relacion
con los agricultores locales ensanchando la brecha para la aplicacion del conocimiento

experimental en el sector agricola.
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RESUMEN

En el Peru se tiene una importante superficie agricola, la cual se ve afectada
por diversas enfermedades, entre ellas los hongos patogenos. Una alternativa para
erradicarlas son los controladores biolégicos como las esporas de Trichoderma spp.
que ademas de tener accion antagénica frente a diversos fitopatégenos confiere a la
planta ventajas tales como: mayor biodisponibilidad de los nutrientes y mayor
resistencia a cambios de temperatura y pH en el suelo. Su produccion se lleva a cabo
mediante métodos convencionales, los cuales emplean materias primas costosas que
encarecen el producto final para el agricultor, el cual prefiere productos quimicos a
pesar de los efectos secundarios que generan en el cultivo, el suelo y el medio

ambiente.

Esta investigacion se realizé con el objetivo de optimizar la concentracion y
porcentaje de viabilidad en la produccion de esporas de Trichoderma spp. usando un
sustrato alternativo experimental denominado arrocillo, el cual tiene un bajo valor
comercial, se empezd caracterizandolo gravimétricamente obteniendo un 87.83% de
solidos volatiles, demostrando su gran cantidad de materia organica traducida como
nutrientes disponibles para la proliferacion de Trichoderma spp. Por otro lado, se
estudid la cinética de crecimiento del hongo antagonista en medio PDA liquido siendo
a partir del séptimo dia en adelante que este entrd en fase estacionaria de crecimiento.
Con esta informacién se pudo llevar a cabo la prueba preliminar con el sustrato

experimental, obteniendo una concentracion de 3.0785 x 10" UFC/mL, también se
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determind que el porcentaje de humedad y s6lidos totales del sustrato debe ser 43.81%

y 56.19% respectivamente para que permita la proliferacion del hongo.

Para cumplir con el objetivo principal, se identificaron como variables
posiblemente significantes en el resultado de la concentracion y porcentaje de
viabilidad: la concentracion porcentual de melaza (A), el volumen de la misma afiadida
al sustrato (B), el volumen de medio PDA inoculado con Trichoderma spp (C). y el
tipo de aireacion a colocarse en cada unidad experimental (D). Se realiz6 un disefio
factorial 2* aleatorizando los diferentes niveles de las variables identificadas,
resultando en una matriz experimental de veinte unidades experimentales que se

realizaron por duplicado.

Se determinaron los valores de concentracion y viabilidad de cada una de ellas.
Con estos datos se realiz6 un analisis estadistico donde se pudo observar que todas las
variables fueron significativas en los resultados finales, ya que mostraron valores P
menores a 0.05. Sin embargo, el efecto individual mas significativo fue el volumen de
medio PDA inoculado afiadido al sustrato (C). Gracias a la metodologia de superficie
de respuesta se pudieron identificar también los efectos interactivos, siendo s6lo unos
cuantos significativos, entre ellos destaca la interaccién entre el volumen de melaza y
el volumen del medio PDA inoculado (BC).

Todos los datos recabados permitieron identificar los valores de concentracion
y porcentaje de viabilidad 6ptimos en la region experimentada siendo de 3.7925 x 108
UFC /mL y un 86.74% respectivamente resultantes de 250 g de arrocillo, con 15 mL
de melaza al 15% de concentracion, 2.5 mL de in6culo y aireacion con perforaciones
finas a 5 cm de altura por encima del sustrato y espaciadas por 3 cm entre ellas. La
replicacion del dptimo tedrico obtuvo valores de 4.13x 108 UFC/mL de concentracion
y 85.15% de viabilidad. Finalmente, la accion antagonica de Trichoderma spp. frente
a Fusarium spp. por cultivo dual fue de 70.3190% en promedio de las tres repeticiones

realizadas.

PALABRAS CLAVE: Trichoderma spp.; Arrocillo; Antagonismo.
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ABSTRACT

In Pert there is an important agricultural area, which is affected by various
diseases, including pathogenic fungi. An alternative to eradicate them are biological
controllers such as spores of Trichoderma spp. Besides having antagonistic action
against various phytopathogens, it also confers some advantages to the plant such as:
Greater bioavailability of nutrients and resistance to temperature and pH changes in
the soil. Its production is carried out by conventional methods, which use expensive
raw materials that make the final product more expensive for farmers, who prefers
chemical products despite of all the bad consequences produced in the environment by
them.

This research work was developed with the main objective of optimize the
concentration and percentage of viability in the production of spores from
Trichoderma spp. using an experimental alternative substrate named “arrocillo”,
which has a very low commercial value, the study was started by characterizing
gravimetrically the substrate obtaining 87.83% of volatile solids, showing it’s quantity
of organic matter traduced as the nutrients that can be used for the growth of
Trichoderma spp. On the other hand, the growth Kinetic of the antagonistic fungus
showed that it reached the stationary phase of growth by the seventh day. With this
information it became possible to make a preliminary test with the experimental
substrate obtaining 3.0785 x 10" UFC/mL, it was also determined that the percentage
of humidity and total solids has to be 43.81% and 56.19% respectively so it can allow
the fungus growth.

In order to achieve the main objective there were identified as possibly
significant variables: the percentile concentration of molasses (A), the volume of the
same added to the substrate (B), the volume of PDA medium inoculated with
Trichoderma spp. (C) and the type of aeration on each experimental unit (D). A 24
factorial design was developed using randomly the levels given to each variable

resulting in twenty experiments made in duplicate.

The values of concentration and viability was determined on each of them.

With the data obtained a statistic analysis was performed where it was visible that all
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variables were significant on the final results, because they showed a P value less than
0.05. But the individual effect most significant was the volume of PDA medium
inoculated to the substrate (C). The methodology of surface of response made possible
to appreciate the interactive effects, being significant just a few, among them the
interaction between (B) and (C) stands out.

All the data obtained allowed to identify the optimum values of concentration
and viability in the experimental region being 3.7925 x 108 UFC /mL and 86.74%
respectively result of adding 15 mL of molasses at 15% of concentration, 2.5 mL of
inoculum and aeration with fine perforations at 5 cm of height above the substrate and
spaced by 3 cm between them. The replication of the theoretical optimum obtained
stands for 4.13x108 UFC / mL of concentration and 85.15% of viability. Finally, the
antagonistic action of Trichoderma spp. against Fusarium spp. was 70.3190% on

average.

Keywords: Trichoderma spp.; Arrocillo; Antagonism.
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OBJETIVOS

e OBJETIVO GENERAL
o Obtener esporas de Trichoderma spp. a partir de un subproducto de
Oryza sativa (arroz) mediante la optimizacion de pardmetros de

produccion y evaluar su accién antagonista contra Fusarium spp.

e OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.  Caracterizar fisicoquimicamente el subproducto de Oryza sativa

(arroz).

2.  Determinar la cinética de crecimiento de Trichoderma spp. por

espectrofotometria.

3. Evaluar el efecto de la humedad, la disposicion de aireacion y la

concentracion de melaza en la produccion de esporas de Trichoderma
spp.

4.  Optimizar los parametros de produccién mediante un disefio factorial.

5.  Evaluar la accion antagénica de las esporas de Trichoderma spp.

obtenidas contra Fusarium spp. en cultivo dual.
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HIPOTESIS

Debido a que el hongo filamentoso Trichoderma spp. tiene un metabolismo
versatil y que para su proliferacion requiere de un sustrato rico en carbono y es
utilizado como biocontrolador; es posible la obtencidn de esporas del mismo a partir
de un subproducto de Oryza sativa (arroz) mediante la optimizacion de parametros de

produccion y evaluar su accién antagdnica contra Fusarium spp.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO
1.1. EL SUELO

El Suelo se define como la capa més superficial de la tierra, bioldgicamente
activa. Es producto de la descomposicion fisica y quimica de las rocas y residuos
de las actividades de los seres que habitan en ella, la accion de la humedad y el aire
también moldean su estructura. Cumple una funcion vital ya que es la matriz del
desarrollo de la vida, aqui se desarrolla una cadena que afecta a todos los
organismos, desde el mas pequefio al mas grande, por los nutrientes que en ella se
producen y los factores que los hacen disponibles para la proliferacion de todas las
especies conocidas.®

Se compone principalmente de:

e Materia organica: Como restos de vegetales, hongos, diversos insectos
entre otros y por el humus formado durante siglos en él.

o Materia inorganica: Proveniente del proceso de meteorizacién, el cual da
origen a elementos como el fésforo, azufre y nitrogeno, claves para la
fertilidad del mismo.®

e Agua: Cuya presencia es crucial para mantener todos los nutrientes en
solucion para que puedan ser aprovechados por las plantas
e Aire: Este ocupa los poros que el flujo del agua deja libres con gases

atmosféricos como el CO,.?@

1.1.1. BIODIVERSIDAD DEL SUELO

Es uno de los ecosistemas con mayor diversidad y complejidad que existen

naturalmente, contiene la cuarta parte de toda la diversidad del mundo. En el suelo
se desarrollan toda clase de organismos que estan en constante interaccion y

ayudan a que se mantengan los ciclos globales que hacen posible la vida.®

Su biodiversidad se compone a grandes rasgos por: microflora, microfauna,
mesofauna y macrofauna. Cada una de estas tiene diferentes roles y actividades

que son de vital importancia como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Actividades de los habitantes del suelo en el proceso de descomposicion y

en la estructura del suelo. @

CATEGORIA

CICLADO DE NUTRIENTES

ESTRUCTURA DEL SUELO

Microflora

Bacterias
Hongos

Microfauna

Nematodos
Protozoarios
Acaros
(pequefios)

Mesofauna

Acaros
Collembolos
Artrépodos

Macrofauna

Lombrices
Enquitraidos
Moluscos
Insectos

Catabolizan material
organico.

Mineralizan e inmovilizan
nutrientes.

Regulan bacterias y hongos.
Intervienen en el reciclado
de nutrientes.

Regulan hongos,
microfauna

Reciclado de nutrientes
Fragmentan restos vegetales

Fragmentan vegetales
Estimulan Actividad
microbiana

Producen compuestos
organicos que unen los
agregados.

Pueden alterar la estructura
de los agregados por
interacciones con
microflora.

Producen pelotas fecales.
Crean Bioporos.
Promueven la
humificacion.

Redistribuyen materia
organica y
microorganismos.

Lo mismo que la
Mesofauna,

1.1.2. IMPORTANCIA EN EL PERU

En el Pery, el suelo es ampliamente aprovechado a traves de la agricultura

debido a la gran variedad de tipos de suelo y climas que poseemos.®

Para la mitad del afio 2018 el sector agropecuario representé una actividad

comercial de gran importancia para el pais, ya que es responsable del 5.3% del PBI

peruano y el 6% de la region Arequipa. Se sabe también que dicho sector ocupa 38

millones de hectareas, cerca del 30% de la superficie nacional, siendo el 18%

exclusivamente para agricultura. La agricultura se ve mas beneficiada por la gran

variedad y fertilidad que tenemos en cuanto a suelos, se sabe que mas del 70% de los

alimentos mas consumidos también se producen aqui en el Per(. Actualmente 1 de

cada 4 pobladores economicamente activos (PEA) son empleados por la industria
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agropecuaria siendo casi un total de 2 millones 785 mil productores existentes en
nuestro pais. Por lo tanto, cualquier cambio, desastre natural o pérdidas masivas por

cultivos infestados nos afecta econdmicamente a todos. .

Leyenda

% de la superficie que es de uso agropecuario
] Menos de 2
] 2.0-3.0

Bl 3.0-5.0
Bl 5.0-15.0

Bl 15.0-21.0
[ Se——

Figura 1. Superficie agropecuaria peruana por region 2017®
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1.2. CONTROL BIOLOGICO

Por definicion, se refiere al control de especies patdgenas con agentes
bioldgicos, tanto insectos como microorganismos, que puedan infectar o causar
alteraciones en la fisiologia o funciones de otras especies. Aplicado a la agricultura,
significa aprovechar las habilidades naturales de regulacién de ciertos sistemas
biol6gicos para evitar pérdidas econdémicas. Al ser sistemas naturales no son tan
efectivos o letales como los ya existentes agentes quimicos, pero son Utiles para
mantenerlas por debajo del Nivel del Dafio Econémico. &9

Tomando como referencia al pais de Australia, el cual incluyo en los ultimos
25 afios politicas inclusivas al control biolégico, dando beneficios a los agricultores
que probaran que los utilizaban. Se sabe que se ha ahorrado aproximadamente 4000

millones de dolares en plaguicidas y se beneficid la biodiversidad de sus ecosistemas.
)

Por lo tanto, es necesario innovar para poder proponer estrategias que ayuden
a evitar la sobreexplotacion y abuso de los recursos naturales y favorecer la actividad
de los organismos benéficos o antagonistas. Dicho de otra forma, dejar que la

naturaleza actde.®

1.2.1. TIPOS DE CONTROL BIOLOGICO

Existen tres tipos de control bilégico: Conservativo, Clasico y Aumentativo.

e Control Biol6gico Conservativo
Este control propone la modificacion de practicas y cuidados de un cultivo,
haciendo todo esto con la finalidad de crear un ambiente que le dé una
mayor ventaja de proliferacion al agente de control biolégico. Para que sea
puesto en uso, se debe estar seguro que la interaccion de estas
modificaciones no perjudique la calidad del producto agricola final, es por
es0 que aun se esta introduciendo, puesto que adn requiere de investigacion

para ser aplicada.®®

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

e Control Bioldgico Clasico

Este control basa sus acciones en liberar nuevas especies en el ecosistema
para controlar una especie invasora y lograr un equilibrio. Su principal
objetivo no es ser letal con la especie invasora, sino obtener un resultado
paulatino y a largo plazo. Esto tiene un efecto benéfico ya que mantiene las
condiciones relativamente iguales para los micro-pobladores de estos
ecosistemas y no afecta a largo plazo la biodiversidad existente. ¢7)

e Control Bioldgico Aumentativo
Se utiliza mayormente en cultivos pequefios o invernaderos, cuando se
quiere salvar un cultivo a corto plazo. Se basa en la produccion industrial
en masa del agente de control biolégico, y son introducidos masivamente
en el cultivo. Este tipo de control tiene efectos rapidos y eficaces, no
favorece a la biodiversidad y por esto es que no se aplica a ecosistemas

naturales.®

Tabla 2. Controladores bioldgicos mas usados y su funcion, -9-1212-14)

Controlador Biolégico Accion

Mantis Religiosa
Cien-Pies

Animales ) Insecticida
Crisopa

Encarsia formosa

Trichoderma harzianum Nematicida
Beauveria bassiana Fungicida
- .. Hormiguicida
Lecanicillum lecanii .
Insecticida
Bacillus subtillis Insecticida
Microorganismos Bacillus licheniformis
Bacillus thuringiensis Nematicida
o T Bactericida
Brevibacillus anisopliae
Brevibacillus brevis -
Nematicida

Peocilomyces lilacinus
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1.2.2. CONTROLADORES BIOLOGICOS MAS USADOS

En los dltimos afios los controladores bioldgicos han ido ganando
popularidad, siendo visibles los mas usados en la Tabla 2, al confirmarse su
efectividad y las consecuencias positivas a largo plazo en los suelos donde fue
aplicado aumentando su fertilidad y versatilidad de acoger otros cultivos diferentes.
Es por esto, que se han comenzado a producir de manera comercial para tener una

aplicacion mas localizada y especifica.®

1.2.3. MECANISMOS DE ACCION

Existen tres tipos de mecanismos que pueden emplear los controladores
bioldgicos, los cuales son: por competencia exclusiva, por antibiosis y por
hiperparasitismo.

e Control Biol6gico por Competencia exclusiva.
Los controladores biolégicos pertenecientes a este tipo de control, son
escogidos porque tanto él, como el patégeno, necesitan de un mismo nutriente
en especifico. Al colocar dos especies para que compitan por sobrevivir y
poder proliferarse en el medio o en la planta afectada, la que prevalecera sera
la que tenga alguna ventaja como movilidad, produccion de enzimas que le
permitan metabolizar el nutriente primero. Es el mecanismo que casi todos
los controladores emplean, tiene ademas la ventaja de ser tan especifico como
se quiera, ya que se puede seleccionar el nutriente segun el patdgeno que se

quiera atacar. *®

e Control Bioldgico por Antibiosis
Se refiere a la interaccidn antagdnica de dos organismos, mas alla de luchar
por los nutrientes disponibles, el agente de control bioldgico tiene la
capacidad de producir compuestos biolégicos que amenacen la integridad de
la estructura del patdégeno o la biodisponibilidad de algin nutriente

importante, estos componentes pueden ser antibidticos y compuestos
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fitotoxicos. Para entender la naturalidad de este mecanismo, debemos
recordar que casi todos los antibi6ticos usados en la medicina actual fueron
aislados de microorganismos que habitan el suelo, por lo tanto, debieron
desempefiar una funcién crucial para formar y mantener los ecosistemas que

hoy conocemos.(®1%)

e Control Biol6gico por Hiperparasitismo
Se refiere a la interacciéon de dos organismos considerados como parasitos.
Lo que sucederé es que el controlador bioldgico atacara como un parasito al
patdégeno problema. El género Trichoderma spp. actla bajo este mecanismo
de micoparasitismo. Una caracteristica en estos controladores bioldgicos es
gue sean capaces de generar enzimas o estructuras secundarias que le den una
ventaja ante el otro parasito. 5

1.3. GENERO Trichoderma spp.

El género Trichoderma se puede encontrar en casi todos los suelos del mundo,
también en la superficie de las raices de las plantas, en las cortezas en

descomposicion ya que se alimenta de biomasa flingica muerta. 6

Su clasificacion taxondmica es la siguiente:

Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae

Género: Trichoderma
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1.3.1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS

Para poder apreciar todas sus caracteristicas se recomienda el uso de medios
de crecimiento como el “Cornmeal Agar” 0 el agar PDA (Potate Dextrose Agar). En
el primero mencionado se le puede ver como una colonia transparente, mientras que

en el segundo tiene un color amarillo a verde tal como se ve en la Figura 2. 7

Su crecimiento micelial inicial sumergido en el medio sélido y conforme las
colonias van madurando se puede observar un crecimiento aéreo descrito como
flocoso, algodonoso o aracnoide dependiendo de la cepa. La colonia presenta como
caracteristica un micelio vegetal incoloro, y su aroma propio descrito como a coco 0

dulce. Las condiciones que deben tomarse en cuenta son visibles en la Tabla 3. 8

R 2. L
Figura 2. Vista macro y microscopica de Trichoderma spp. 6

Tabla 3. Condiciones de crecimiento del género Trichoderma spp. ¢920)

CONDICIONES DE
CRECIMIENTO

Exposiciona laLuz e Periodos Alternados de luz y oscuridad.

VALORES RECOMENDADOS

Solar
Temperatura e 10 -40° C (25°C Temperatura ideal)
e Desde 2.0 hasta 9.0 (4.0 — 7.0 Valor Ideal)
e Valores Acidos: Estimula el crecimiento del
pH hongo y la esporulacién del mismo
e Valores Basicos: Entorpece el proceso de
germinacion.
Salinidad e Una concentracion mayor a 20-70 g/L.itro inhiben

la esporulacién
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La descripcion microscopica del género Trichoderma se caracteriza por una
conidiacién difuminada o aglomerada generando pustulas que normalmente son de una
coloracion verdosa; tambien pueden presentarse de color blanco, gris o café. El hongo
presenta conidi6foros que tienen un axis principal en intervalos regulares,
normalmente con ramas sucesivas apicales y distales que progresivamente se van
acortando y acercando. Estas ramificaciones son mas o menos divergentes, solitarias,
emparejadas o en verticilos. Cuando son verticilos muy repetitivos la estructura

termina siendo una estructura piramidal altamente ramificada. ‘%

En las estructuras conidiogénicas, se puede observar la presencia de fialides
dispuestas normalmente en verticilos terminales divergentes en ramas del conidiéforo
como se representa en la Figura 3. Se pueden observar la presencia de conidios y
clamidosporas. Los conidios son unicelulares, verdes o incoloros, de pared lisa o
rugosa; y estos se acumulan en las cabezas de las fialides, a veces incluso, en sacos.
Las clamidosporas se presentan usualmente y muchas veces abundan en el micelio
sumergido, con paredes gruesas y con la presencia de pigmentacién en algunos

casos.7

Conidiéforo
Ramificado

Figura 3. Estructura microscopica de Trichoderma spp. ®

Con respecto a los metabolitos secundarios de Trichoderma spp. algunos son
de gran interés para la industria farmacéutica mientras que otras estan implicadas en
los efectos toxicos sobre plantas y animales. Estos metabolitos son peptabioles,

compuestos saiketopiperazinicos, polyketidos, pyrones y terpenos. %
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La produccion de esporas se ve afectada positivamente por la presencia de luz,
ya sea solar o artificial; por otro lado; la formacion de micelio no se ve afectada por la

presencia o ausencia de luz. ??

Durante la produccién experimental de esporas del género Trichoderma llevada a cabo
por Gonzales-Morla et al se obtuvo como conclusion que, si bien la luz no afecta el
crecimiento de micelio, las unidades puestas en oscuridad los primeros 3 dias mientras
crece micelio y luego expuestas a la luz hasta completar los 5 a 8 dias, desarrollaban
una mayor concentracion y viabilidad de esporas. Estos resultados se ven evidenciados
en la Figura 4. ??

LUZ OSCURIDAD

Figura 4. Efecto de la luz en el desarrollo de micelio y en la esporulacion de
Trichoderma spp.©??

1.3.2. CONTROL BIOLOGICO

Trichoderma spp. es un hongo filamentoso del cual se sabe por referencias
bibliogréaficas que las esporas que produce tienen un efecto antagonico sobre muchas
enfermedades y plagas como las producidas por: Fusarium Oxysporum en cebolla,
maiz, tomate, etc. Pseuperonosporas cubensis causando la enfermedad “Mildeu
velloso” en cultivo de cucurbitaceas, Sclerotina Sclerotium causando la podredumbre

blanca en lechuga y Bipolaris Orizae la cual infecta cultivos de arroz. ?3@4

Ademas de esto, tiene efectos positivos en los campos ya que alivia el estrés

abidtico, por sequia, salinidad y calor. A su vez, induce el sistema de respuesta ante
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enfermedades, se sabe que al colonizar las raices de una planta cambia el metabolismo
de las mismas haciendo que produzca enzimas como peroxidasas, glucanasas,
quitinasas, entre otras, que la hacen resistentes a los efectos negativos de las ROS como
el envejecimiento y muerte prematura. También ayuda a la mayor absorcion de agua

y nutrientes incluso en estrés osmotico. 26

1.4. MEANISMO DE ACCION

El género Trichoderma tiene un mecanismo de accion Illamado
Hiperparasitismo necrotrofico o Mycoparasistismo representado en la Figura 5. Una
vez en el suelo intenta encontrar patégenos enemigos liberando proteasas que haran
que el hongo patdgeno libere pequefias moléculas péptidas, las cuales pueden unirse a
receptores de Proteina G 0 a Receptores sensibles de Nitrogeno, esta unién esta
presente en la superficie del hongo Trichoderma lo cual desencadena la cascada de
reacciones de la Proteina G y de las proteinkinasas mitogénicamente activadas. Las
funciones de estas dos cascadas de reacciones regulan factores de transcripcion ain
desconocidos que produciran hidrolasas para lisar la pared celular, provocando que se
unan el hongo patégeno y el hongo Trichoderma. Después, el hongo pat6geno secreta
metabolitos secundarios y ROS producto del estrés sufrido desintoxicandose en
Trichoderma spp. ®

|G proteins |—]-| MAFPK |—b-
¥ !
|
Il ]

Hypocrea/Trichoderma sp. i\ Gprl —Mmrmgen—sensing ontu

receptor ﬁ';.,:,o—i—Cell wall hydrolases and
o w ' secondary metabolites

----------------------------------------------

Papilla-like
structure

Distressed

Peptides e ®
/ and small ::E‘.:,':
molecules ®eg@ @© hyphae

- ROS and secondary

metabolites

Healthy hypha

Plant-pathogenic fungus

Figura 5. Mecanismo de accion (micoparasitismo) de Trichoderma spp. 2
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1.3.4. PRODUCCION DE ESPORAS DE Trichoderma spp.

Las esporas de Trichoderma spp. pueden producirse de casi cualquier materia
que contenga carbohidratos y glucosa. Lo que diferencia a los sustratos son las
concentraciones de esporas obtenidas con cada uno de ellos, como se puede ver en la

Figura 6 a continuacion.

Num. Tratamiento (Simbologia) Numero de esporas x 10° mlI' Porcentaje deViabilidad

6 Olote de maiz picado 4.43 a7 99.0 a*

7 Grano de arroz 3.13b 97.5 ab

9 Grano de alpiste 231¢c 94.3 abc
1" Cascara de cacahuate picada 1.98d 93.8 abcd
8 Grano de sorgo 1.72e 94.8 abc
2 Cascara de arroz 1.47 1 97.0 ab
13 Rastrojo de maiz picado 1409 93.0 abed
12 Rastrojo de soya picado 112h 94.0 abcd
3 Céscara de ajo picada 1.12h 878d

5 Cascara de ajonjoli picada 1.11h 955 abc
1 Cascara de tomate picada 0.73i 92.5 bed
15 Céascara de café 0.57] 91.8 bed
4 Céascara de cacao 0.42 Kk 89.3 cd
14 Vaina de frijol picada 0.251 92.5 bed
10 Grano quebrado de maiz 0.251 90.3 cd

Figura 6. Concentracion y viabilidad de esporas de Trichoderma spp. En distintos
sustratos. %)

Actualmente estan en el mercado diferentes formulaciones de esporas de
Trichoderma spp. la mayoria de estos productos utilizan el arroz como su sustrato
estrella ya que asegura una concentracion adecuada para su efectividad. Dichos

productos se pueden observar a continuacion en la Tabla 4.%9

Tabla 4. Productos disponibles en el mercado de Trichoderma spp. ¢

PRODUCTO EMPRESA
Triconova Novagri
Trichomax Solagro S.A.C

Excalibur Gold Disagro

Biosa Tricho- Biosa
TrichoH Agrobiotecnia
Triderma Ideas Biologicas
Tricobiol Agricola Tanausu
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1.3.4.1. PROTOCOLOS DE PRODUCCION CONOCIDOS

SENASA publicé el Manual de produccién y manejo de Hongos antagonistas,
en donde se detalla los métodos de obtencion de las esporas de Trichoderma spp.

En otros articulos revisados se tiene casi exactamente la misma metodologia,
varian simples pasos y unidades de volumen, ya que SENASA tiene el objetivo de
producir las esporas comercialmente, mientras que en otras metodoldgicas solo se hace

con el fin de investigar, sin considerar la viabilidad econémica. 2%

SENASA utiliza como sustrato arroz cocido, y obtiene esporas mediante
produccién en bolsas 0 en bandejas, el inoculo de Trichoderma spp. lo preparan a partir
de su cepario en una suspension de melaza®®

e Segun su metodologia de produccion en bolsas, el tiempo de produccion es de 5 a
8 dias, de los cuales los primeros tres las bolsas deben permanecer en oscuridad,
antes de pasar a la etapa del secado para minimizar la cantidad de sustrato presente,

esta metodologia representada en la Figura 7.8

Figura 7. Produccion de esporas en bolsas. ?®
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e Segun su metodologia de produccion en bandejas, Se hace igual que con las
bolsas hasta que se produce el micelio satisfactoriamente , es ahi donde el arroz
sera pasado en condiciones asepticas a las bandejas donde esporulara como se

puede observar en la Figura 8%

Figura 8. Produccion de esporas en bandejas. ?®

1.4, ARROCILLO
En la Regidn Arequipa se tienen 7309 Ha destinadas a produccion de arroz

cascara. A nivel nacional la produccion de arroz céascara es significativa como se puede
ver en la Figura 10. La Region Arequipa produce de 125-250 miles de Toneladas al
afio. Tomando en cuenta que el arrocillo o arroz quebrado representa el 15% de la
produccidn de arroz cascara como se ve en la Figura 9, estariamos hablando de entre
18.75 y 37.5 miles de toneladas de arrocillo anualmente. Estos si bien entran al
mercado con un precio menor al grano de arroz, su distribucion y venta no esta del

todo asegurada, entonces se podria asumir que un gran porcentaje sera desechado. ®®

Figura 9. Composicion del arroz cascara 29,
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Figura 10. Produccion de arroz cascara por regiones en el Peri. Codigo de colores.®

1.5. FITOPATOGENOS MAS COMUNES

Todos los cultivos corren el riesgo de ser infectados por algun patégeno, en
cualquiera de sus etapas de crecimiento y desarrollo como se puede observar en la

Tabla 5. enfocada a las enfermedades flngicas que las esporas de Trichoderma spp.
pueden controlar.®V

Tabla 5. Hongos entomopatdgenos mas comunes y los cultivos que afectan 1~
14,21,30,31)

HONGO ENTOMOPATOGENO

CULTIVO QUE AFECTA
Rhizoctonia solani Arroz, papa.
Sclerotium rolfsii Causa el Tizon surefio en bastantes

cultivos.
Puccinia Trigo.
Magnaporthe Oryzae Arroz.

Fusarium graminearum

Toda la gama de cereales.
Fusarium oxysporum

Causa pudricion basal en numerosos
cultivos.

Botrytis cinérea Afecta a mas de 200 especies de plantas
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1.5.1 GENERO Fusarium spp.

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente
distribuidos en el suelo y plantas. Debido a su capacidad de crecer a 37°C, son
considerados oportunistas. Produce toxinas, entre las mas comunes estan: las

fumonisinas, tricotecenos y zearalenonas.*®

Al microscopio, la fidlide es generalmente fina, con forma de botella, los
macroconidios presentan forma de media luna, hialinos y septados. En medio sélido
presenta colonias algodonosas de inicio blanco que se tornan en tonalidades naranjas ,
como se puede apreciar en la Figura 1142

Figura 11. Vista microscdpica y macroscopica de Fusarium spp. ©2.

Son la causa de cuantiosas pérdidas por causar la enfermedad conocida como
fusariosis en cultivos de cereales entre otros como la cebolla y el tomate. Por otro lado,
pueden causar infecciones sistémicas en personas y animales inmunocomprometidos.
Son patdgenos facultativos, capaces de sobrevivir en el agua y suelo alimentandose de
materiales en descomposicion. Son importantes agentes de contaminacion en los

laboratorios de microbiologia. Algunas especies son fitopatogenas. 1%
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1.5.1.1 IMPACTO EN LOS CULTIVOS NACIONALES Y LOCALES

Segun estadisticas de fines del afio 2017 y la primera mitad del afio 2018, en el
Per( tenemos aproximadamente 2 millones y medio de Ha dedicadas a la agricultura,
8 000 de las cuales son de la region de Arequipa. Los principales productos agricolas
cultivados en nuestra region son: cebolla, ajo, arroz céscara, papa, palta, banano y

uva.®

Segun el INEI, la region Arequipa es la mayor productora de cebolla a nivel
nacional como se puede ver en la Figura 12, obteniendo aproximadamente el 65% de
cebolla nacional, superando las 64 000 toneladas anuales. También somos
responsables del 43% del ajo cosechado nacionalmente, llegando a las 14 000
toneladas anuales.®*

N4 PERLL PROOUOEION OE CEROLLA
PORCEPARTANENTO ¥ PROVNELA, 3518

Figura 12. Produccion de cebolla por region y provincia, 2018.®
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Es importante hacer énfasis en estos dos productos agricolas, ya que se ven
afectados por el hongo patégeno Fusarium spp. causandoles la podredumbre basal,
dejandolos sin valor comercial. En el boletin mensual “El Agro en Cifras” de Mayo
del 2018, se reportan los fungicidas mas usados y comercializados en el Per, como
se puede observar en la Tabla 6.9

Tabla 6. Fungicidas mas usados en el Per(i, mayo 2018.%

FUNGICIDA PRECIO (S/.) COMPOSICION
Antracol 51/Kg Propineb
Curzate 76 /Kg Mancozeb, Cymoxanil

Fitoraz 76% PM 76/ Kg Propineb , Cymoxanil
Manzate 200 30.5/Kg Mancozeb
Kumulos DF 22/ Kg Azufre Micronizado

HERBICIDA MAS PRECIO (S/.) COMPOSICION
USADO
RoundUp 29/ Litro Glifosato

La mayoria de estos fungicidas son parte de la familia de los ditiocarbamatos,
estos no permanecen en el tejido foliar mucho tiempo y son facilmente lavados por la
lluvia, por esta razon es que se requiere de repetitivas aplicaciones al cultivo infestado,
representando una desventaja ya que aumenta el riesgo de exposicion de los
agricultores y el medio ambiente, siendo los recursos hidricos publicos los mas
contaminados. Los Ditiocarbamatos influyen bioquimicamente en el dafio y muerte
celular, los animales intoxicados mueren por fallas cardiacas o respiratorias, también

se tiene referencias de que es un agente carcindégeno en potencia. 3

Un dato preocupante es que el Herbicida mas usado en el pais es el Glifosato,
formulado como Round Up por Monsanto. Este es un herbicida de amplio espectro de
la familia de los organofosforados, se ha demostrado que elimina la flora y fauna
microbiana del suelo. Al ser residual contamina los acuiferos, produce alteraciones y
malformaciones en el desarrollo embrionario no solo en vegetales sino también en
animales. Asi mismo, puede producir cancer, enfermedades respiratorias y otras

enfermedades en el ser humano.®4
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1.6. PRUEBA DE ANTAGONISMO

Para poder reportar los resultados de las interacciones entre organismos
patdgenos y antagonistas, se debe realizar una prueba de antagonismo en un cultivo
dual. Para evaluar el antagonismo o la interaccion entre ambos organismos se puede

usar indicadores tanto cualitativos como cuantitativos.

1.6.1. CUANTITATIVA
e PORCENTAJE DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO RADIAL

Se siembran ambos microorganismos en los extremos de una placa Petri como se
grafica en la Figura 13, para observar si se da el antagonismo y poder cuantificarlo en
porcentaje y poder comparar la efectividad del agente controlador biolégico con la de
otros. ©

Para dar resultados se toman las medidas de diametro de las colonias después de 72,
96 y 120 horas después de su inoculacién. Se calcularon los valores medios de
porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR) por la formula que se muestra
en la Ecuacion 1. ¢

1—-R2

R
PICR=———7—X100
R1

Donde:
R1: Diametro del testigo.

R2: Diametro del organismo ensayado.

Ecuacion 1. Ecuacion para calcular el porcentaje de inhibicion de antagonismo
(9,35)

Wislado Fitopatdgeno

Figura 13. Diagrama de prueba de antagonismo en cultivo dual. ©
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1.6.2. CUALITATIVA

Otra alternativa para interpretar las interacciones de antagonismo entre los
microorganismos enfrentados es observando macroscopicamente como se ha visto

afectado el crecimiento del patdgeno ante el antagonista o viceversa.

Han sido propuestas diferentes reacciones por Jhonson et al.

e En la placa Petri los microorganismos, tanto patdgeno como antagonista crecen
mezclandose, lo cual indica que el agente antagonista no genera ningun tipo de

accion controladora hacia el patgeno.©®)

e En la placa Petri se observa una inhibicion por contacto, ya que el agente
antagonista crece abriéndose paso a través del patégeno. Da la apariencia que el
crecimiento del patdgeno se retrae al contacto con el antagonista, pero, de manera

mas lenta. ¢6)

e En la placa Petri se observa una inhibicion mutua por contacto. Es decir, al
encontrarse ambas poblaciones se ven inhibidas y se retraen cada una hacia su

lado de origen. Es caracteristico ver un espacio entre ambas colonias en la placa.
(36)

e En la placa Petri se observa una inhibicion de uno de los microorganismos a
distancia, se puede observar que el patégeno no crece acercandose hacia el
antagonista, solo se ve el crecimiento del antagonista a través de la zona libre del

medio o zona de contacto. ©9

e En laplaca Petri se evidencia una inhibicion mutua a distancia, es decir ninguno
de los dos microorganismos tanto antagonista como patégeno crece, se concluye
que ambos se inhiben entre ellos mismos sin necesidad de entrar en la zona de

contacto. 6

A su vez, hay una escala de calificacidn de la accion antagonista propuesta por

Bell et al con bases cualitativas como se puede observar en la Tabla 7. 7
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Tabla 7. Escala utilizada por Bell et al. Para la evaluacion de la capacidad antagénica
de los biocontroladores. G”

GRADO DESCRIPCION DE ANTAGONISMO

Antagonista crece encima de microorganismo patégeno
Microorganismo antagonista cubre dos tercios del medio de cultivo
Microorganismos antagonista y patdgeno crecen hasta la mitad del cultivo

Microorganismo patdgeno cubre dos tercios del medio de cultivo

g b~ W N

Patdgeno crece encima de microorganismo antagonista

1.7. PLANEAMIENTOS FACTORIALES

En la actualidad la mayoria de procesos industriales y planeamientos
experimentales requieren de técnicas de optimizacion para poder aumentar sus
utilidades, rendimiento o productividad a la vez que disminuyan uso de recursos

monetarios y de tiempo.©®)

Afios atras, para resolver problemas experimentales que estudiaban los efectos
en el resultado buscado de mas de un factor se llevaban a cabo experimentos conocidos
como “one-at-a-time”, estos consistian en escoger un factor al azar del cual se
investigaria, variando sus niveles y manteniendo el resto de los factores fijos en un
nivel asumido por el investigador, esto se hacia hasta haber variado todos los niveles
de cada factor. Si bien se requeria de demasiadas pruebas, tiempo para realizarlas y
recursos para implementarlas; su mayor desventaja se encuentra en su falta de enfoque
en las interacciones, ya que no tomaba en cuenta que los resultados podrian verse
influenciados en una mayor proporcién por la interaccién de dos factores que por uno

s0l0.(9)

Para poder incluir el efecto de las interacciones en los resultados finales, se
empez0 a utilizar matrices que incluyeran todas las combinaciones posibles entre todos
los factores y sus respectivos niveles, si bien este método explora los resultados de
todo el campo experimental, requiere de una inmensa cantidad de ensayos. A este
método se le afiadié un planeamiento experimental factorial para elaborar la matriz de

ensayos obteniendo asi el mas eficaz de los tres ya descritos, ya que al estar asociado
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al analisis de superficies de respuesta asegura una mejor calidad y precision de la
informacién sobre el Optimo tedrico puesto que, elimina el factor del error

experimental. 0

1.7.1. EXPERIMENTOS FACTORIALES CON “k” FACTORES.
Dichos experimentos factoriales estan disefiados especificamente para estudiar

paralelamente varias combinaciones entre los niveles de dos o mas factores en la
respuesta. Esto es importante ya que la finalidad de realizar todas estas pruebas es
llegar a un modelo que describa el comportamiento general del problema estudiado,

para poder optimizar su resultado.“%4?

Los disefios 2¥tienen la estructura de una potencia, siendo K la cifra de factores
analizados y el nimero dos, los niveles a ser evaluados. El resultado de esta operacién
representa el nimero de tentativas o ensayos a realizarse. Por ejemplo, un disefio
factorial de 2° necesita 8 ensayos.“?

Los planeamientos factoriales de 2% son ampliamente usados en la industria,
tales planeamientos permiten evaluar por separado los efectos individuales e
interactivos de los factores cuando estos valores varian simultaneamente en un patrén
de opciones disefiado especialmente.*®

Cabe mencionar que los factores reciben letras del abecedario, mientras los

niveles del factor suelen ser representados con los simbolos (+) y (-).“®

1.7.2. METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA.

Esta metodologia acomparia 0 complementa a los planeamientos factoriales ya
que con los resultados obtenidos es que se puede comprender la dinamica de

funcionamiento y la relevancia de los factores seleccionados.

Al comprender la dindmica de funcionamiento del problema experimental es
que, con ayuda de técnicas estadisticas se puede obtener los coeficientes para el
modelo matematico, cuya funcion es predecir el valor exacto de la variable
independiente teniendo en cuenta la influencia de todos los factores ya sea
individualmente o por interacciones incluso en niveles no probados

experimentalmente por el investigador. (4445
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La mayoria de veces se obtienen modelos de primer orden (lineales) o de
segundo orden (cuadréaticos), dependiendo del comportamiento de los factores sobre
la variable independiente o respuesta. Esta metodologia reporta los valores obtenidos
influenciados por un solo factor en graficas de dos dimensiones ¢ por interacciones de

los mismos en graficas 3D o de contornos, como se puede ver en la Figura 14.¢346)

B Values of X, C

I > ©0 :/\\I\: \\\ 18

B <0

B <80
<70 -
<60
BEm <50 *
< 40 al

Cyweme brblt

Figura 14. Modelos de graficos obtenidos de superficies de respuesta: individual o
de un solo factor (A), de interacciones o dos factores en: tres dimensiones (B) y en
grafica de contornos (C)“#345:46)

En la Figura 14 se puede observar las tres diferentes maneras de representacion
que tiene la metodologia de superficie de respuesta, dependiendo si esta evaluando el
efecto de uno o mas factores. Cabe mencionar que en grafico B con los cddigos de
colores se quiere representar el area donde se obtienen los mejores valores de la
variable independiente, si bien es util visualmente, el grafico de contornos proporciona

datos mas exactos y es mas facil comparar los efectos de los factores.
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES
2.1.1. MUESTRAS Y/O UNIDADES BIOLOGICAS:
Se utilizaron cultivos de Trichoderma spp. y Fusarium spp., ambos aislados de

suelo local Arequipefio. Para obtener el sustrato se adquiri6 del mercado “Mi mercado”

localizado en la Av. Vidaurrazaga, Arequipa-Peru

2.1.2. MATERIAL DE LABORATORIO

2.1.2.1. MATERIAL DE VIDRIO
e Probeta de 500 mL
e Probetas de 100 mL
e Matraces 250 mL
e Beakers de 100 mL
e Pipeta de 10 mL

e Placas Petri
e Portaobjetos
e Cubreobjetos
e Propipeta

e Pipeta Pasteur

2.1.2.2. INSUMOS Y REACTIVOS QUIMICOS
e Agua Destilada

e Agar Sabouraud Glucosado
e Agar Papa Dextrosa

e Melaza

e Alcohol Etilico al 98%

e Sacarosa

e Azul de Lactofenol
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2.1.2.3.EQUIPOS E INSTRUMENTACION

e Balanza Analitica (Digital Presition ES-2000H)

e Autoclave (Kyntel XFS-280A)

e Microscopio Binocular Led Mod ( Labor- Tech — BK-1201)
e Cocina Eléctrica (Practika)

e Olla de Aluminio (1.5 L - 1lko)

e Incubadora ( Kert Lab — ODHG-9023A)

e Espectrofotometro (BOECO — S200)

2.1.3. OTROS

e Aspersor de plastico.

e Bolsas de Polipropileno.

e Mechero Bunsen

e Algoddn de uso medicinal.
e Jeringa 10 mL.

e Perforador de escritorio.

e Espatula.

e Asade Khole

e Escalimetro

e Tirade luces LED (Orange).

2.1.4. SOFTWARE

e Statgrahics Centurion XV version 15.2 (StatPoint Inc., Warrenton, Virginia,
EEUU)

e Microsoft Office Excel Professional Plus 2010 (Microsoft Corporation,
Redmon, Whashington, EEUU)
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2.2.METODOS

2.2.1. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL SUBPRODUCTO DE
Oryza sativa (ARROZ)

Se hizo una caracterizacion del subproducto denominado “arrocillo” para
obtener los valores de % de humedad y % de s6lidos totales, usando el método réapido
de termobalanza NMX-F-428, para calcular el % cenizas y % de solidos volatiles se
uso el método gravimétrico. Todos estos ensayos se realizaron en el Laboratorio de
ensayo Yy control de calidad de la UCSM con sede en el campus universitario.

2.2.2. DETERMINACION DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO DE
Trichoderma spp. POR ESPECTROFOTOMETRIA.
2.2.2.1. OBTENCION Y REPRODUCCION DE Trichoderma spp

La cepa de Trichoderma spp. se obtuvo del aislamiento y caracterizacién
realizado en el proyecto “FORMULACION DE UN BIOCONTROLADOR DE
Oidium spp. EN BASE A FLORA NATIVA MICROBIANA DE Origanum vulgare
(OREGANO)” financiado por la Universidad Catélica de Santa Maria, una vez
obtenido fue repicado en medio PDA liquido y s6lido, asi como en medio Sabouraud
solido, ver composiciones en Anexo 1, se mantuvo a temperatura constante de 25°C
en una incubadora. También se observd al microscopio a 40X.

2.2.2.2. CURVA DE CRECIMIENTO DE Trichoderma spp.

Para estudiar su cinética de crecimiento y cuantificar el nimero de dias que

tiene cada etapa de su desarrollo en medio liquido se usé el método
espectrofotométrico. Esto para establecer el comienzo y la duracion de su etapa
estacionaria la cual es la indicada para obtener el indculo de Trichoderma spp. y
realizar la siembra en las bolsas de arrocillo. Se tomo un cultivo de Trichoderma
spp. en medio liquido PDA incubado por 20 dias con el color verde caracteristico, se
utilizd6 un espectrofotdbmetro para evaluar la turbidez y relacionarlo con el
crecimiento del hongo en el medio liquido, se realiz6 un barrido con esta muestra
para determinar la longitud de onda en nm sensible a percibir cambios en la densidad
del medio por su color. EI medio liquido inoculado fue evaluado por 18 dias,

toméandose alicuotas de 1 mL cada 24 horas y manteniéndose en agitacion constante.
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2.2.3. EVALUACION DEL EFECTO DE LA HUMEDAD, LA DISPOSICION
DE_AIREACION Y LA CONCENTRACION DE MELAZA EN LA
PRODUCCION DE ESPORAS DE Trichoderma spp.

2.2.3.1. DESARROLLO DE PRUEBA PRELIMINAR.

Esta prueba fue realizada con la finalidad de observar el crecimiento de
Trichoderma spp. en el sustrato experimental y asi poder determinar cuéles
serian los factores a variar para realizar la optimizacion. El sustrato fue
recolectado del Mercado “Mi Mercado”. Se sigui6 la metodologia modificada
antes usada por Aceves et al. para obtener esporas de Trichoderma spp. ¢®

Se hizo la preparacion del medio de crecimiento con 250 g arrocillo
cocido, se prepararon 250 g de arrocillo crudo con 350 mL de agua comin, a
esto se adicion6 10 mL de una soluciébn de melaza al 10% rociada
uniformemente sobre el sustrato, se deposité el sustrato en bolsas de
polipropileno, posteriormente se esterilizaron a 161°C durante 30 minutos en
autoclave. Se inoculé con 1 mL de suspension de Trichoderma spp. en medio
liguido PDA. En cada bolsa se implementd un sistema de aireacion por
perforaciones en las bolsas de polipropileno a 5 cm de altura por encima del
sustrato y espaciadas por 3 cm entre ellas.

En el proceso de incubacion las bolsas permanecieron a temperatura
ambiente, los tres primeros dias se encontraron en oscuridad, para favorecer la
produccién de micelio, posteriormente, las bolsas estuvieron iluminadas con
tiras de luces LED las 24 horas de cada dia para favorecer la esporulacion, en
el Anexo 2 se puede apreciar la cdmara de crecimiento usada. Se esperé la

contaminacion del sustrato 14 dias.

Para determinar la concentracion de la unidad experimental, se enjuago
la bolsa que obtuvo resultados satisfactorios y se realiz6 un conteo en cdmara
de Neubauer, aqui no se realizaron pruebas de viabilidad. También se
realizaron ensayos de % de humedad y % de solidos totales al sustrato
replicando sus condiciones de coccion, realizando las pruebas antes de

inocularlo.
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El ensayo se realiz6 tomando tres muestras de 1 g al azar del arroz
cocido y se les depositd en crisoles, acto seguido fueron puestos en una estufa
a 110° C para eliminar el agua, los crisoles fueron evaluados en peso cada
quince minutos con una balanza analitica para mantener control de la pérdida
del agua libre en el sustrato hasta que el peso del arrocillo se mantuvo
practicamente constante. A continuacion, se calcul6 el % de Humedad y de
So6lidos totales usando la Ecuacion 2.47

M1 - M2
% Humedad = v X100

Donde:
M1: Peso inicial
M2: Peso final

Ecuacion 2. Determinacion de % humedad y so6lidos totales.“”

2.2.3.2. ESCALAMIENTO DE LA PRUEBA PRELIMINAR

Para asegurar el crecimiento de Trichoderma spp. en las bolsas con
arrocillo y melaza debia mantenerse el % de humedad de la prueba preliminar.
Al mismo tiempo se necesitaba obtener una mayor cantidad de arrocillo cocido
por lote de preparacion para ahorrar recursos eléctricos y tiempo de espera.

Para escalar su produccion se hicieron numerosas pruebas variando el
peso del arrocillo crudo, desde 250 g a 1000 g, y el volumen de agua como

fuera necesario hasta obtener las condiciones buscadas.

2.2.4. OPTIMIZACION DE PARAMETROS DE PRODUCCION
MEDIANTE DISENO FACTORIAL

La optimizacién de pardmetros de produccion de esporas de Trichoderma spp.

se llevé a cabo mediante un disefio factorial 2* teniendo como factores cuantitativos:
% de melaza, Volumen de melaza y volumen de in6culo; y como factor cualitativo
el tipo de aireacion. Los niveles fijados para cada uno de ellos se detallan en la Tabla
8.
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Tabla 8. Factores y niveles del disefio experimental para la evaluacién de
produccion de esporas de Trichoderma spp.

FACTORES -1 0 +1
% Melaza 5 10 15
B Volumen (mL) Melaza 5 10 15
VVolumen (mL) in6culo
C ] 1.5 2 2.5
Trichoderma spp.
. . Perforaciones Perforacion
D Aireacion ) -
finas grande

Los tratamientos realizados se muestran en detalle en la Tabla 9, los cuéles se
ejecutaron de manera aleatoria y por duplicado para la evaluacion de
concentracion de esporas UFC/mL y % de viabilidad de esporas.

La preparacion de cada tratamiento fue basada en los resultados de la prueba
preliminar variando Unicamente el porcentaje de melaza, volumen de melaza,
inoculo y tipo de aireacion para cumplir con la matriz experimental mostrada, la
recuperacion de esporas se realiz6 el dia 14 de incubacion mediante el enjuague
de las bolsas.

El calculo de concentracion de esporas se realiz6 mediante diluciones seriadas
y conteos en cdmara de Neubauer, la viabilidad se evalué usando la técnica
modificada del Manual de produccion de hongos antagonistas de SENASA, se
cuantifico el porcentaje de germinacion de las esporas obtenidas de cada unidad
experimental, se sembro cinco alicuotas equidistantes de 0.5 mL de suspension de
esporas en una placa Petri con medio solido PDA, las cuales se incubaron a 20°C
por 24 horas, pasado el tiempo de incubacion se detuvo la germinacion
distribuyendo uniformemente en la placa colorante azul de lactofenol, se cortaron
porciones cuadradas iguales del agar de 1cm de lado con ayuda de un bisturi para
colocarlas en un portaobjetos y observarlas a 40X en un microscopio éptico. Se
consideraron esporas germinadas aquellas cuyo tubo germinativo sea mayor al

doble del tamafio de la espora.®®

Para calcular el porcentaje de esporas viables, se utiliz6 la Ecuacion 3.
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x 100

% Germinacion =
+b

Donde:
A = NUmero de esporas germinadas

B = NUmero de esporas sin germinar
Ecuacion 3. Determinacion de % germinacion. 8
Los resultados fueron evaluados mediante el software Statgraphics Centurion

XV empleando andlisis de varianza multifactorial, diagrama de Pareto, graficas de

efectos principales e interacciones y superficies de respuesta.

Tabla 9. Matriz experimental para la evaluacion de produccion de esporas de
Trichoderma spp. Con variables codificadas.

# A B C D
PRUEBA
1 + + + +
2 - + + +
3 + - + +
4 . - + +
5 + + - +
6 - + - +
7 + - - +
8 - - - +
9 0 0 0 +
10 0 0 0 +
11 + + + -
12 - + + -
13 + - + -
14 - - + -
15 + + - -
16 - + - -
17 + - - -
18 - - - -
19 0 0 0 -
20 0 0 0 -
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Tabla 10. Matriz experimental para la evaluacon de produccion de esporas
de Trichoderma spp. Con variables reales.

# % Volumen | Volumen
PRUEBA | Melaza mL mL Aireacion
Melaza Inoculo

1 15 15 2.5 Grande
2 5 15 2.5 Grande
3 15 5 2.5 Grande
4 5 5 2.5 Grande
5 15 15 1.5 Grande
6 5 15 1.5 Grande
7 8 5 1.5 Grande
8 5 5 NS Grande
9 10 10 2 Grande
10 10 10 2 Grande
1 15 15 2.5 Finas
12 5 15 2.5 Finas
13 15 5 2.5 Finas
14 5 - 2.5 Finas
15 15 15 1.5 Finas
16 5) 15 1.5 Finas
17 15 5 1.5 Finas
18 5 5 1.5 Finas
19 10 10 2 Finas
20 10 10 2 Finas
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2.2.5. EVALUACION DE ACCION ANTAGONISTA DE ESPORAS DE
Trichoderma spp. OBTENIDAS CONTRA Fusarium spp. POR CULTIVO
DUAL.

2.2.5.1. OBTENCION Y REPRODUCCION DE Fusarium spp.

La cepa de Fusarium spp. fue obtenida del laboratorio de Diagnostico de
enfermedades fitopatogénicas de la empresa Industrias Biotecnoldgicas del Sur
SAC, fue aislada de una planta que padecia fusariosis. Una vez obtenida la cepa,

se le replico en medio PDA s6lido y se mantuvo en camara de incubacién a 25°C.

2.2.5.2. PRUEBA DE ANTAGONISMO POR CULTIVO DUAL

Una vez obtenido el dptimo confirmado de la matriz experimental, se
tomé una muestra de esporas de dicha unidad experimental, esta fue inoculada
en medio PDA s6lido. Se incub6 en camara a 25°C hasta que se observo un
crecimiento uniforme en toda la placa. Acto seguido se procedi6 con el esquema
de la Figura 15 para enfrentar ambos microorganismos.

Patégeno testigo

Prueba 3

Figura 15. Esquema del experimento de accion antagdnica de Trichoderma spp.
contra Fusarium spp.
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Para poder evidenciar la accion antagonista, se realiz6 la metodologia de
cultivo dual utilizada por Ezziyani el Al. Se tomaron ambos medios de cultivo
solidos, tanto de Trichoderma spp. como de Fusarium spp, se sembraron cada
uno de ellos por puncién en una esquina diferente de una placa de Petri con
medio PDA. La prueba se realiz6 por triplicado, dichas placas estuvieron en una
camara de crecimiento a 25°C. Paralelamente se sembr6 un control donde solo
se encontraba Fusarium spp. para tomarlo en cuenta como referencia del
crecimiento regular del microorganismo sin presencia de ningln antagonista.
Todas estas placas fueron monitoreadas tomando medida con un escalimetro de
sus radios de crecimiento cada 24 horas hasta que ya no se aprecie proliferacion
en la placa control inoculada con Fusarium spp. ©®
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CAPITULO IlI:

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL SUBPRODUCTO DE Oryza
sativa (ARROZ).
El sustrato a analizar, arrocillo, fue evaluado por el laboratorio de Control de

Calidad de la Universidad Cat6lica de Santa Maria. Se encargaron determinaciones de
porcentaje de humedad, sélidos volatiles y de cenizas, los resultados reportados se ven

en la Tabla 11 a continuacioén.

Tabla 11. Resultados de los ensayos gravimétricos del sustrato “arrocillo”

% Humedad %o Solidos Volatiles % Cenizas
11.51 87.83 0.66

Se obtuvo un porcentaje de humedad de 11.51, esto representa la cantidad de
agua presente en los granos de arrocillo crudo, la cual sirve para aportar peso al grano,
mas no contiene ninguna sustancia nutritiva. Por otro lado, se encuentran los Sélidos
Volatiles representando un 87.83% de materia organica, como proteinas, grasa y
carbohidratos, aportando nutrientes necesarios para la proliferacion de Trichoderma
spp. Por Gltimo, las sales minerales en forma de cenizas representan menos del 1%.“%

Tabla 12. Resultados de determinaciones gravimétricas de distintos sustratos, en
porcentajes.®®)

PRODUCCION DE

ESPORAS SUSTRATO % HUMEDAD % SST  %CENIZAS
Olote de Maiz picado 8.09 91.94 2.18
+ Grano de Arroz 12.56 87.44 3.66
Grano de Alpiste 9.14 90.86 13.48
Céscara de Arroz 0.11 99.89 22.22
Rastrojo de Maiz 7.46 92.54 9.49
Céscara de Café 12.54 87.46 19.22
- Cascara de Cacao 9.74 90.26 7.51
Grano quebrado de maiz 11.16 88.84 3.16
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En el estudio realizado por Aceves et al, se probaron distintos sustratos
organicos para comparar las concentraciones obtenidas de esporas de Trichoderma
spp., en la Tabla 12 se puede observar los resultados de las determinaciones
gravimétricas que se les realiz6 a algunos de los sustratos potenciales, siendo los cuatro
primeros los que resultaron tener un mayor indice de crecimiento de Trichoderma spp.

a comparacion de los cuatro Gltimos que, tuvieron resultados opuestos.

Segun los valores reportados de la Tabla 12, se puede inferir que los sustratos
con menor cantidad de cenizas y a la vez un alto contenido de s6lidos totales son los
mas eficaces. Sin embargo, observando la cascara del arroz esta tiene el mayor
contenido de cenizas en toda la tabla y el mayor contenido de s6lidos totales de todos.
Se puede suponer que por esta razon conserva una concentracion bastante alta a pesar
de su alto contenido de cenizas.

El grano de arroz es el sustrato mas utilizado para produccion industrial, siendo
usado asi por SENASA vy otros emprendimientos de menor envergadura. Segun la
Tabla 12, se puede ver que cuenta con un 87.44% de solidos totales, 12.56% de agua
y 3.66% de cenizas (incluidas en los solidos totales). Comparando dichos datos con
los obtenidos del arrocillo es que se puede decir que la cantidad de agua en ambos
difiere por menos de 1%, mientras que la cantidad de cenizas en el grano de arroz es
mucho mayor que en el arrocillo superandola por 3% exactamente. Esta diferencia le
da una ventaja al arrocillo, ya que un mayor volumen del arrocillo esta compuesto por

nutrientes.@®

El maiz quebrado tiene muchas similitudes con el arrocillo, ya que ambos son
subproductos industriales. Sin embargo, por su composicion el arrocillo es mas
nutritivo por su bajo porcentaje de cenizas (0.66%), aun ambos teniendo un valor
similar de humedad presente. Al parecer esta diferencia es bastante significante al
momento de ser aprovechado el sustrato para la proliferacion de distintos

microorganismos, entre ellos Trichoderma spp.
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3.2. DETERMINACION DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO DE
Trichoderma spp. POR ESPECTROFOTOMETRIA.

3.2.1. OBTENCION Y REPRODUCCION DE Trichoderma spp.

Una vez obtenida la cepa de Trichoderma spp. fue repicada por puncion en
medio PDA, tanto sélido como liquido y en medio s6lido Sabouraud. Se observaron
colonias blancas los primeros dias de crecimiento mientras crecia el micelio, las
cuales cambiaron a colores verdes, en cuanto se inici6 la conidiogenésis; se presentd

un aspecto polvoriento en la parte superior atribuido a las esporas presentes.

En el medio liquido se present6 una coloracion amarilla verdosa y en la parte

superior el mismo micelio observado en medio sélido.

A su vez, se observaron las colonias utilizando un microscopio 6ptico, usando
cinta adhesiva y un portaobjetos. Se pudo observar las esporas caracteristicas del

hongo como se ve en la Figura 18.

Figura 16. Trichoderma spp. En cultivos sélidos A: medio Sabouraud ; b: medio
PDA.
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Figura 17. Trichoderma spp. En medio liquido PDA. A: micelio sumergido; b:
micelio intacto.

Figura 18. Vista microscopica a 40X de conidias de Trichoderma spp.
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3.2.2. CURVA DE CRECIMIENTO DE Trichoderma spp.

La curva de crecimiento se realizd con el objetivo de determinar la duracion de

cada una de las etapas de crecimiento del hongo obtenido, Trichoderma spp.

El resultado del barrido espectrofotométrico fue una longitud de onda de 430
nm. Esta longitud corresponde a la region final del espectro transmitido del color
verde, la cual limita con la region inicial del color amarillo. Dichas longitudes y la de
los demas colores del espectro visible y sus respectivos colores complementarios

pueden verse en el Anexo 3.

Tabla 13. Factores para el analisis de medidas repetidas en la evaluacion del crecimiento
de Trichoderma spp.

FACTOR NOMBRE NIVELES

T0

T24

T48

T72

T96

T120
T144

T168

T192

Tiempo

INTRASUJETO (Horas) T216
T240
T264

T288

T312

T336

T360
T384

T408

T432

* Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Esto es muy razonable ya que el color del cultivo es un color amarillo verdoso
como se puede ver en la Figura 17. Se utiliz6 como muestra blanco una alicuota de
medio liquido PDA sin ser inoculado, su absorbancia fue de 0.529, dicha cifra fue
restada de las medidas de absorbancia de las muestras a distintas horas luego de la
inoculacion del medio PDA con Trichoderma spp.

Para poder evidenciar si efectivamente hubo un cambio significativo en el
crecimiento de Trichoderma spp. mientras transcurria el tiempo de evaluacion, se
realizd un andlisis estadistico de medidas repetidas, donde se tomé el tiempo como
intrasujeto con sus diferentes variaciones, como se puede ver en la Tabla 13.

Tabla 14. Resultados estadisticos descriptivos para los valores de absorbancia
obtenidos del crecimiento de Trichoderma spp.

Horas Dia Promedio Rango D?Esg/tiggijéa? Coe\fﬁfﬁ%ge
0 0 0+/-0 0.0000
2 0 0+/-0 0.0000
24 1 0.08 +/- 0.01 0.0014 1.77%
48 2 0.29 +/-0.04 0.0042 1.47%
72 3 0.36 +/-0.03 0.0035 0.99%
96 4 1.65 +/-0.30 0.0339 2.06%
120 5 2.3 +/-0.97 0.1075 4.68%
144 6 2.83 +/-0.55 0.0608 2.15%
168 7 3.27 +/-0.02 0.0021 0.06%
192 8 3.37 +/-0.10 0.0113 0.34%
216 9 3.37 +/-0.11 0.0127 0.38%
240 10 3.38 +/-0.11 0.0127 0.38%
264 11 3.33 +/-0.15 0.0170 0.51%
288 12 3.36 +/-0.05 0.0057 0.17%
312 13 3.38 +/-0.06 0.0064 0.19%
336 14 3.35 +/-0.04 0.0042 0.13%
360 15 3.36 +/-0.04 0.0049 0.15%
384 16 3.39 +/-0.10 0.0113 0.33%
408 17 3.35 +/-0.15 0.0163 0.49%
432 18 3.38 +/-0.06 0.0071 0.21%

* Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Los resultados del andlisis estadistico de medidas repetidas (Tabla 14) se
muestran los promedios para cada tiempo evaluado de las medidas de absorbancia
con respecto a sus repeticiones, mostrando valores de desviacion estandar bastante
bajos, lo cual se puede comprobar con los coeficientes de variacion siendo el mas
alto 4,68%.

Este valor fue obtenido durante el quinto dia de evaluacidn, exactamente a
las 120 horas estando en la mitad de la fase de crecimiento exponencial como se
puede observar en el Figura 19. Dicha diferencia en los datos de repeticion podria
ser explicada por el gran aumento natural del crecimiento del microorganismo en
esta etapa, el cual se puede ver influenciado por numerosos factores tales como la
agitacion del medio y las condiciones de transporte al laboratorio donde se
realizaron las pruebas. Aun tomando en cuenta la ligera diferencia de valores entre
las repeticiones, esto no es significativo por su bajo porcentaje.

El analisis de medidas repetidas requiere cumplir con el supuesto de
esfericidad para poder seleccionar las pruebas estadisticas subsecuentes; por ello se
realiz6 la prueba de esfericidad W de Mauchly la cual reporté un valor P menor a
0.05 el cual indica que no existe esfericidad asumida y que es necesario aplicar
correctores (mostrados en el Anexo 4 para poder identificar diferencias
significativas en los efectos).

Tabla 15. Analisis de varianza intrasujeto de efectos en el crecimiento de Trichoderma
spp. através del tiempo.

Fuente Suma de GL Cuadrado Medio Valor F  Valor p
cuadrados
Tiempo 74.638 1.000 74.638 4789.368 0.009
Error(TIEMPO) 0.016 1.000 0.016

* Fuente: Statgraphics Centurion XV.

El analisis de varianza para la evaluacion del efecto del tiempo fue realizado
con el estadistico de Greenhouse-Geisser debido a que no se cumplié el supuesto de
esfericidad, obteniendo un valor-p de 0.009 indicando que existen diferencias
estadisticamente significativas con un 95% de confianza entre los valores de
absorbancia reportados para el crecimiento de Trichoderma spp. en diferentes dias de

medicion lo cual se puede evidenciar en la Tabla 15 del Anélisis intrasujeto.
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Tabla 16. Comparaciones multiples para la absorbancia registrada para el crecimiento
de Trichoderma spp. mediante LSD Fisher.

Horas Dia Promedio Rango
0 0 0+/-0?
2 0 0+/-0?
24 1 0.08° +/-0.01
48 2 0.29°¢ +/-0.04
72 3 0.36 ¢ +/-0.03
96 4 1.65°¢ +/-0.30
120 5 237 +/-0.97
144 6 2.83°¢ +/-0.55
168 7 3.27" +/-0.02
192 8 3.37! +/-0.10
216 9 3.37" +/-0.11
240 10 3.38' +/-0.11
264 11 3.33" +/-0.15
288 12 3.36 +/-0.05
312 13 3.38' +/-0.06
336 14 3.35'! +/-0.04
360 15 3.36" +/-0.04
384 16 3.391 +/-0.10
408 17 3.351 +/-0.15
432 18 3.381 +/-0.06

* Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Figura 19. Grafico de Cinética de crecimiento de Trichoderma spp.

Segun la Tabla 17, se puede agrupar los datos y asi inferir la fase en que el
crecimiento se encontraba por su similaridad estadistica probada y apoyar los datos
visualizados en la Figura 19 donde se puede ver que la fase de adaptacion tuvo lugar
entre el dia cero hasta los tres dias, la fase logaritmica da inicio a partir del dia tres
hasta el dia siete, donde se ve que empieza una clara meseta hasta el dia dieciocho, que
representaria la fase estacionaria donde podemos tomar una alicuota del medio para
inocular las bolsas de arrocillo y melaza. Solo se tomaron muestras hasta el dia
dieciocho por disponibilidad del equipo y el laboratorio donde se encuentra.

Como se sabe, el hongo Trichoderma spp. ha sido ampliamente estudiado y
probado como biocontrolador de diferentes microorganismos, en dichas
investigaciones también se espera hasta tener la mayor proliferacién posible en el
medio liquido antes de tomar la alicuota de prueba, es decir la fase estacionaria del
crecimiento.

Contrastando los resultados se puede observar que la cepa de Trichoderma spp.
probada tiene una alta similaridad de cinética de crecimiento con algunas otras de las
especies del hongo, como Trichoderma spp., la cual segun reporta EI-Sharkawy et al,
alcanza su etapa estacionaria al dia 5; Trichoderma harzianum , la cual segun reportan
De la Cruz-Quiroz et al, Lopez-Ramirez et al y Braun et al alcanza su etapa
estacionaria entre los dias 5 y 7; Trichoderma asperellum, la cual segun reporta Singh
et al, alcanza su etapa estacionaria al dia 7; y finalmente Trichoderma atriviride, la

cual segun reporta Saravanakumar et al , alcanza la etapa estacionaria a los 10 dias
(24,50-54)
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3.3.EVALUACION DEL EFECTO DE LA HUMEDAD, LA DISPOSICION DE
AIREACION Y LA CONCENTRACION DE MELAZA.
3.3.1. DESARROLLO DE PRUEBA PRELIMINAR.

Pasados los catorce dias de incubacion del microorganismo Trichoderma spp.
en el medio compuesto de arrocillo y melaza, se observé la infestacion sobre la
matriz, tomando un aspecto verdoso polvoriento producto de las esporas presentes,
a simple vista se puede ver como se formaron bloques de arrocillo separados y
uniformemente coloreados, como se puede apreciar en la Figura 20.

Medio de rrociIIo y elaza sin inocular (A); medio infestado con
Trichoderma spp. (B)

Ifigura 20 .

Al realizarse las pruebas de concentracion en las tres distintas repeticiones de
la prueba preliminar por medio de conteos en Camara Neubauer como se puede
observar en la Figura 21, se obtuvo una concentracion promedio de 3.0785 x 10’
UFC/mL.

Como biocontrolador, las conidias de Trichoderma spp. son consideradas
aptas para aplicacion en campo a partir de una concentracion mayor a 1 x 107, claro
que su aplicacion a campo debe estar siempre sujeta a un diagndstico previo del suelo
enfermo por un fitopatdlogo especializado, ya que la frecuencia del uso y la
concentracion varian de acuerdo al microorganismo patégeno y el avance de la

enfermedad tanto en el suelo como en el material vegetal.®
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Comercialmente existen formulaciones a base de Trichoderma spp. con un
variado rango de concentraciones, siendo uno de los mas bajos el producto TrichoH
de Agrobiotecnia con 3 x 107 UFC/mL, siendo este el cual tiene la concentracion mas
cercana al resultado obtenido. Por otro lado, el resto de los productos tienen
concentraciones que fluctian ente 1 x 10° y 1 x 10'2, siendo el producto Biosa
formulado por TrichoBiosa el que mayor concentracion de conidias posee reportando

una concentracion de 4 x 10%2,

Tomando en cuenta las cifras obtenidas es que se puede decir que, la prueba
preliminar obtuvo una concentracion de conidias aceptable dentro del rango
comercial, pero no al nivel de la mayoria de las que se encuentran en el mercado. La
concentracion obtenida es, tedricamente eficaz al momento de biocontrolar
microorganismos fitopatdgenos, pero tomando en cuenta la cantidad de factores que
fueron involucrados es que, se puede inferir que una optimizacién seria necesaria
para poder obtener mejores resultados.

Figura 21. Conidias de Trichoderma spp. en camara Neubauer a 40x. Disolucion
1:10 (A) disolucién 1:100 (B).
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Los ensayos de determinacion de % de humedad y % de Solidos totales se
realizaron en el medio de arrocillo y melaza antes descrito, antes de inocularlo con
Trichoderma spp. Se realizaron dichos ensayos con siete repeticiones obteniéndose
un porcentaje de Humedad de 41.51% y un porcentaje de Sélidos Totales de 58.49%,
como se puede observar en la Tabla 17. Dichos resultados seran analizados

estadisticamente mas adelante.

Esta prueba se tomard como “Prueba Estandar” para poder escalar el volumen
del sustrato utilizado, ya que con los resultados 6ptimos de concentracion de esporas

producidas se sabe que tiene valores adecuados de humedad y sélidos totales.

Tabla 17 Resultados de % de humedad y sélidos totales en arrocillo de la prueba

preliminar.
250 g Arrocillo — 350 mL Agua
N° REPETICION SOLIDOS TOTALES (%) HUMEDAD (%)
1 60.53 39.47
2 57.23 42.77
3 55 7als 44.29
4 56.57 43.43
5 62.47 37.53
6 55.99 44,01
7 60.93 39.07
PROMEDIO 58.49 41.51

3.3.2. ESCALAMIENTO DE LA PRUEBA PRELIMINAR.

El escalamiento de la preparacion del sustrato, arrocillo, en primera instancia
se hizo duplicando las proporciones tanto de arrocillo como de agua, siendo esta la

prueba 1.

En total se realizaron 4 pruebas, todas derivadas tanto de la primera como de
la prueba estandar, llegando a probar 1000 g de arrocillo. Los datos obtenidos de
durante la determinacion visibles en el Anexo 5, mientras que los porcentajes de

Humedad de cada repeticion se pueden observar en las Tablas 18 y 19.
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Tabla 18. Resultados de % de humedad en arrocillo cocido (500 g) pruebas 1y 2.

500 g Arrocillo -700 mL 500 g Arrocillo -650 mL

Repeticion Agua Agua
1 57.36 % 55.67 %
2 58.44 % 56.49 %
3 58.28 % 56.85 %
PROMEDIO 58.0266667 56.3366667

* Fuente: Elaboracion Propia

Tabla 19. Resultados de % de humedad en arrocillo cocido (1000 g) prueba 3y 4.

N 1Kg Arrocillo -1200 mL 1 Kg Arrocillo -1050 mL
Repeticion

Agua Agua
1 53.8 % 46.2 %
2 56.24 % 43.76 %
3 58.54 % 41.46 %
PROMEDIO 56.1933333 43.8066667

El objetivo de esta prueba fue conseguir valores lo mas parecidos posibles de
porcentaje de humedad y de solidos totales a los de la prueba estandar. Comparando a
simple vista, se puede apreciar que la cuarta prueba obtuvo 43.8066 en promedio de
porcentaje de humedad y es la mas parecida a la prueba estandar con 41.51 por ciento.
Siendo los resultados de las pruebas uno dos y tres, 58.0266%, 53.3366% Yy 56.1933%,

respectivamente. Siendo mas parecidos entre si que al tratamiento estandar.

Cualquier diferencia o similaridad debe ser probada estadisticamente, para
poder comparar los medios solidos realizados en las pruebas. Por tal razdn empezamos
con la Tabla 20 del analisis estadistico descriptivo. Aqui se reportan coeficientes de
variacion (%) aceptables, siendo el mayor 6.61% de la prueba estandar, esto puede ser
explicado por la elevada cantidad de pruebas tomadas en cuenta para el anélisis y el
margen de error que eso conlleva. Seguidos por el tratamiento tres y cuatro, con 4.22%
y 3.28 respectivamente. Estos coeficientes son insignificantes por su bajo valor y

apoyan el sentido de precision en la repetitibilidad del ensayo.
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Tabla 20. Analisis estadistico descriptivo para humedad del sustrato sélido.

TC T1 T2 T3 T4
Recuento 7 3 3 3 3
Promedio 41;;:’ ] 581'?2; " 56344115 565')_189; P 4144338
Desygagion 2.74493 0.582866 0.604759 2.37034 1.36001
Estandar
CV% 6.61% 1.00% 1.07% 4.22% 3.28%
Minimo 37.53 57.36 55.67 53.8 40.04
Maximo 44.29 58.44 56.85 58.54 42.76
Rango 6.76 1.08 1.18 4.74 2.72
Sesgo

-0.485885 -1.12174 -0.754911 -0.0626216 -0.0155974
Estandarizado

*Fuente: Statgraphics Centurién XV.
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Figura 22. Grafico de promedios obtenidos para el porcentaje de humedad de los
tratamientos empleados para el crecimiento de Trichoderma spp. en sustrato sélido
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Tabla 21. Analisis de varianza (ANOVA) para el porcentaje de humedad de los
tratamientos empleados para el crecimiento de Trichoderma spp. en sustrato sélido.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P

Entre grupos 1125.89 4 281.473 64.02  0.0000
Intra grupos 61.5553 14 4.3968
Total (Corr.) 1187.45 18

*Fuente: Statgraphics Centurién XV.

En la Figura 22 se puede observar los promedios de los valores obtenidos de
humedad, siendo evidente que el tratamiento cuatro es el Unico con cifras cercanas al
tratamiento estandar, también se puede apreciar que el resto de tratamientos tienen
resultados muy variables entre si, confirmandose con la Tabla de resultados de
ANOVA (Tabla 21), donde se reporta un Valor P de 0.0000 demostrando la
significancia de la varianza de volumen de arrocillo y agua en las pruebas de
determinacion de % de Humedad.

Por otro lado, los resultados de la determinacion de Sélidos Totales de las

pruebas uno a la cuatro se ven representados en las Tablas 22 y 23 reportando valores
entre los 41 a los 44 %, excepto por la prueba cuatro que presenta un valor promedio
de 56.1933%. Lo cual sugiere resultados con la misma tendencia que los obtenidos por

la determinacion de humedad.

Tabla 22. Resultados de porcentaje de solidos totales en arrocillo cocido (500 g)

pruebas 1y 2.
R . 500 g Arrocillo -700 mL 500 g Arrocillo -650 mL
epeticion
Agua Agua
1 42.64% 44.33%
2 41.56% 43.51%
3 41.72% 43.15%
PROMEDIO 41.9733% 43.6633%
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Tabla 23. Resultados de porcentaje de sélidos totales en arrocillo cocido (1000 g)

prueba 3y 4.
. 1Kg Arrocillo -1200 mL 1 Kg Arrocillo -1050 mL
Repeticion
Agua Agua
1 46.2 % 53.8 %
2 43.76 % 56.24 %
3 41.46 % 58.54 %
PROMEDIO 43.8066667 56.1933333

El analisis estadistico descriptivo (Tabla 24) presenta un resumen y
recapitulacion de todos los valores obtenidos en la determinacién de Sélidos totales.
Se reportan coeficientes de variacion cifras porcentualmente insignificantes, siendo la
mayor 5.41% vy las menores 1.39% correspondiente al tercer, primer y segundo

tratamiento respectivamente.

Tabla 24. Analisis estadistico descriptivo para porcentaje de solidos totales del

sustrato sélido.

TC T1 T2 T3 T2
Recuento 7 3 3 3 3
Promedio 58.49+/- 41.97+/- 43.66+/- 43.81+/- 58.6+/-
254 1.45 15 5.89 3.38
Desviacion 274493 0582866 0604759 2.37034  1.36001
Estandar
CV% 469%  139%  139%  541%  2.32%
Minimo 55.71 4156 43.15 41.46 57.24
Méximo 62.47 42.64 44.33 462 59.96
Rango 6.76 1.08 118 4.74 272
Sesgo

0.485885 1.12174 0.754911 0.0626216 0.0155974
Estandarizado

*Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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En la Figura 23 se diagrama en un gréfico la diferencia de los promedios de las
cifras reportadas de la determinacion de Sélidos Totales. Corroborado por la tabla de
resultados de ANOVA (Tabla 25) donde se observa un Valor P de 0.0000 demostrando
la significancia de la varianza de volumen de arrocillo y agua en las pruebas de
determinacion de % de Solidos Totales.

Tabla 25. Andlisis de varianza (ANOVA) para el porcentaje de sdlidos totales de los
tratamientos empleados para el crecimiento de Trichoderma spp. en sustrato sélido.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P

Entre grupos 1125.89 4 281.473 64.02  0.0000
Intra grupos 61.5553 14 4.3968
Total (Corr.) 1187.45 18

*Fuente: Statgraphics Centurién XV.
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Figura 23. Promedios obtenidos para el porcentaje de sélidos totales de los
tratamientos empleados para el crecimiento de Trichoderma spp. en sustrato sélido.

En la Tabla 26 de comparaciones multiples se ven agrupados los datos por su

similaridad estadistica, tomando en cuenta la significancia demostrada de la varianza

de los volimenes de arrocillo y agua en los valores de humedad y so6lidos totales.
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Finalmente se puede observar que el tratamiento que debe ser escogido para proceder

al escalamiento es el nimero cuatro.

En los estudios realizados e investigaciones sobre sustratos comunes y
experimentales usados para obtener conidias o esporas de Trichoderma spp. no se
reporta o evalla la humedad del sustrato cocido justo antes de ser inoculado con el

hongo en cuestion, solo se hace una caracterizacion del sustrato crudo.

Se tomaron ambos valores, humedad y sélidos totales, como un factor relevante
ya que como veremos mas adelante la humedad presente en el medio o sustrato es
determinante para que se pueda desarrollar satisfactoriamente el hongo sobre la matriz

del sustrato.

A su vez, era evidente a simple vista que mientras cada grano de arrocillo
estuviera graneado e independiente del resto a pesar de la adicion de melaza, se obtenia
como resultado la proliferacién de Trichoderma spp. en el sustrato. Y cuando estas
condiciones no se cumplian se observaba una pudricion del mismo sin lograr

crecimiento o conidiogenésis.

Como lo muestran los resultados, la coccion del arrocillo no se puede escalar
manteniendo la proporcion del tratamiento estandar, esto es inusual ya que todas las

pruebas se trabajaron con arrocillo de un mismo lote de produccion de arroz cascara.

Si se toma el valor de agua del tratamiento estandar (350 mL) como el 100%
de agua que deberia ser utilizada por cada 250 g de arrocillo, en el tratamiento 1 se
trabajé con el mismo porcentaje sin obtener resultados satisfactorios. Por otro lado, en
los tratamientos del segundo al cuarto se trabajo con 7.14298%, 14.2857% y 25%

menos de agua respectivamente, siendo solo el cuarto tratamiento el mas adecuado.

Esto puede deberse a que dichas pruebas de coccion fueron realizadas en un
mismo recipiente, con una capacidad de 1.5 litros. Al ser asi, se llevé a cabo la prueba

del tratamiento estandar contando con bastante méas espacio libre en la olla que en el
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resto de las pruebas. Al haber mas espacio disponible el vapor producido por el agua
en ebullicion estuvo disperso tardando méas de lo normal en condensarse y volver en
estado liquido a estar en contacto con los granos de arrocillo. Estas condiciones fueron
diferentes al realizar el resto de tratamientos ya que se contaba con menos espacio libre
en el recipiente, haciendo que el agua se condense mas rapido, necesitando menos agua
afiadida desde un comienzo. Se podria decir que, para mantener la proporcion en un

escalamiento, seria necesario que se escale también el recipiente a usarse.

Tabla 26. Comparaciones multiples para el porcentaje de humedad de los
tratamientos empleados para el crecimiento de Trichoderma spp. en sustrato sélido

Grupos Casos Humedad Sélidos Totales
E 7/ 41.51+/-2.54*  58.49+/-2,54"
T1 3 58.03+/-1.45°  41.97+/-1.45%
T2 3 56.34+/-1.50°  43.66+/-1.50°%
T3 3 56.19+/-5.89°  43.81+/-5.89%
T4 3 41.4+/-3.38%  58.6+/-3.38"

*Fuente: Statgraphics Centurion XV.

3.4. OPTIMIZACION DE PARAMETROS DE PRODUCCION MEDIANTE
DISENO FACTORIAL.

3.4.1. RESULTADOS DE CONCENTRACION DE ESPORAS DE Trichoderma
Spp.

Se desarrollé la matriz experimental factorial disefiada, y se determind la
concentracion de cada unidad experimental como se puede ver en la Tabla 27, siendo
la bolsa N° 8 la que presentd la mayor concentracion con un resultado de 3.32 x 108
UFC /mL, y la bolsa N°3 la que report6 3.15 x 10" UFC/mL, siendo la bolsa en la

gue menos esporas de Trichoderma spp. se desarrollaron.
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Tabla 27. Resultados de la evaluacion de concentracion (UFC/mL) de Trichoderma

spp.

%  Melaza Inéculo Aireacion Repe{icién Repe;icién

Melaza (mL) (mL)

1 5 5 1.5 Finas 6.20E+07 6.00E+07
2 15 5 1.5 Finas 1.59E+08 1.58E+08
3 5 15 15 Finas 3.05E+07  3.15E+07
4 15 15 1.5 Finas 1.53E+08 1.55E+08
5 5) 5) 2.5 Finas 6.00E+07 7.40E+07
6 b b 2 Finas 1.77E+08 1.68E+08
7 5 15 2.5 Finas 2.29E+08 2.61E+08

8 15 15 25 Finas 4.13E+08 3.32E+08

9 10 10 2 Finas 1.04E+08 1.48E+08
10 10 10 0 Finas 1.19E+08 1.79E+08
11 5) 5) 1.5 Grande  3.95E+07 5.70E+07
12 15 5) 1.5 Grande 7.15E+07 8.50E+07
13 5 15 it Grande 2.90E+07 3.20E+07
14 15 15 1.5 Grande 4.05E+07 5.20E+07
15 5 5 20 Grande 8.10E+07 7.80E+07
16 15 5 2.5 Grande 3.75E+07 4.30E+07
17 5 15 2.5 Grande 5.55E+07 6.80E+07
18 15 15 2.5 Grande 1.44E+08 2.70E+08
19 10 10 2 Grande 1.38E+08 2.08E+08
20 10 10 2 Grande 1.07E+08 1.30E+08

* Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Figura 24. Diagrama de Pareto para la evaluacion de la concentracién de esporas de
Trichoderma spp. en sustrato sélido. Fuente: Statgraphics Centurion XV.

3.4.1.1. ANALISIS ESTADISTICO

Es necesario realizar un analisis estadistico sobre los valores obtenidos y
relacionarlos con los efectos e interacciones de los factores que influenciaron la
concentracion de esporas de Trichoderma spp. obtenidas.

Para evaluar la significancia de los efectos principales e interacciones se
utilizo la prueba estadistica de analisis de varianza (ANOVA) visible en la Tabla
28, en la cual se mostraron ocho efectos, A: Concentracion de melaza (%), B:
Volumen de Melaza (mL), C: Volumen del inéculo (g), D: Tipo de aireacion; BC:
Volumen de Melaza — Volumen del inéculo, AD: Concentracion de Melaza —
Aireacion, CD: Volumen del indculo — Aireacién y BD: Volumen de Melaza —
Aireacion.; que reportaron un Valor P menor al 0.05 lo cual indica que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza de 95%.Es decir
que su efecto en la concentracion de esporas de Trichoderma spp. es influyente
para realizar la optimizacion. El andlisis de varianza también indica que el
estadistico R-Cuadrado del modelo matematico propuesto segln sus resultados es

capaz de explicar el 85.05% de la variabilidad en las concentraciones obtenidas y
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el estadistico R-Cuadrada ajustado un 78.40%. Siendo este mas adecuado para

comparar modelos con diferente nimero de variables independientes.

El error estandar del estimado mostré una desviacion estdndar de los
residuos de 4.02702X 107, un error medio absoluto de 2.48273X 107 el cual
corresponde al valor medio de los residuos. Por ultimo, se reporta el estadistico
de Durbin- Watson, cuya funcion es determinar si existe algan tipo de relacion o
influencia en cuanto al error obtenido entre los datos por su naturaleza serial. Es
decir, descartar que un dato sea erroneo o menos confiable debido a que el dato
anterior afecto su valor. Su resultado fue un Valor P de 1.48079, indicando la falta
de correlacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 95%. En la
Figura 24 se aprecian por orden de significancia en el resultado, los efectos antes
mencionados.

En la Figura 25 se pueden apreciar los efectos individuales de los factores
sobre la concentracion de esporas obtenida.

Como factor mas influyente, segun la Figura 25 se encuentra el volumen
de inoculo expresado en mL, esto se refiere a la cantidad de PDA liquido
inoculado con Trichoderma spp. que se puso en el medio de arrocillo y melaza.
Es bastante l6gico que este sea el factor mas significativo puesto que mientras
mayor volumen de inoculo esté presente en la bolsa, mas cantidad del mismo
estara en contacto con los granos de arrocillo, esto sin duda aumentara la velocidad
de crecimiento al iniciar la proliferacién por contacto directo con el indculo y no
progresivamente por contacto entre granos de arrocillo ya infestados con el
microorganismo. Se puede observar como los valores de concentracion dan un
salto importante en la Figura 25 al pasar de 0.5 mL a 1.5 mL casi duplicandolo
desde 81 x 10° hasta 161 x 10® UFC/mL.
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Tabla 28. Analisis de varianza para la evaluacion del crecimiento de Trichoderma spp.

en sustrato solido.

Suma de Cuadrado Razdn-
Fuente . Valor-P
Cuadrados Medio F
0

A %Melaza 456398E16 1 4.56398E16 27.36  0.0000
B: Volumen Melaza 244481E16 1 2.44481E16 14.66  0.0007
C: Volumen inoculo 5.07609E16 1 5.07609E16 30.43  0.0000
D: Alrealipr 425756E16 1 4.25756E16 2552  0.0000
Volumen Melaza*Volumen inéculo
(BC) 467033E16 1 4.67033E16 28.00  0.0000
%Melaza*Aireacion (AD

(AD) 1.13439E16 1 1.13439E16 6.80  0.0147
Volumen indeulo*Aireacion (CD) 8.92782E15 1 892782E15 535  0.0285
Volumen Melaza*Aireacion (BD) 7.45726E15 1 7.45726E15 447  0.0439
%Melaza*Volumen Melaza (AB) 58997E15 1 5.8997E15 354  0.0708
Volumen Melaza*Volumen
inéculo*Aireacion (BCD) 573788E15 1 5.73788E15 344  0.0746
%Melaza*VVolumen Melaza*Volumen
inéculo (ABC) 476532E15 1 4.76532E15 2.86  0.1025
%Melaza*Volumen Melaza*Aireacion
(ABD) 1.88345E15 1 1.88345E15 113  0.2974
Residual 45037E16 27 1.66804E15

Total (corrected) 30118E17 39

R-cuadrada = 0.850465

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 0.784005

Error estandar del est. = 4.02702E7

Error absoluto medio = 2.48273E7

Estadistico Durbin-Watson = 1.48079 (P=0.0303)

*Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Figura 25. Grafica de efectos principales sobre la concentracion de esporas obtenidas

de Trichoderma spp. en sustrato sélido.
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Figura 26. Grafica de interacciones sobre la concentracion de esporas de Trichoderma
spp. en sustrato sélido.
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El siguiente factor individual de importancia es la variable codificada
como “A” correspondiente a la concentracion de melaza, Esto se refiere a la
concentracion porcentual de la melaza presente en el sustrato. Tomando en cuenta
el aporte de Sanclemente et al, se sabe que la melaza en un medio de cultivo
cumple la funcién de agente acelerador de descomposicion en este caso del
arrocillo, para facilitar la absorcion de nutrientes por el microorganismo y por
ende su desarrollo y proliferacién, ademés de ser una importante fuente de
glucosa. Segun la Figura 26 cambiar desde 5% a 15% de melaza tiene un cambio
ligeramente menor que el producido por el volumen de in6culo, pero igualmente

importante.®®

Continuando se tiene a la variable “D” que representa la aireacion del
medio, esta variable al ser cuantitativa no puede ser apreciada en un grafico de
superficie de respuesta, ya que no tiene valores medios para graficar. Los niveles
de esta variable dependian de la disposicion fisica de la misma como fue descrito
en el apartado de Materiales y Métodos. Al contrario del resto de efectos
individuales, se ve un incremento en la concentracion de esporas al tener aireacion
con perforaciones finas distribuidas uniformemente en la bolsa que una sola de
mayor tamafio. El rol de la Aireacion es evitar que el sustrato sélido entre en
proceso de fermentacion, el cual es inducido por la melaza. Al ser este un proceso
anaeradbico, requiere de la falta de oxigeno para iniciarse, pero las perforaciones
finas detienen dicho proceso antes que proceda hasta la pudricion de toda la
unidad experimental. Es por esta razon que la concentracion va desde 86 x 10°
hasta 156 x 106 UFC/mL de esporas al cambiar la aireacion de perforaciones finas

a una sola perforacion grande.

El menos significativo de todos los efectos individuales es el volumen de
la Melaza, esto puede deberse a que la funcidn de la concentracion de la melaza
tiene un efecto mas influyente. Cabe mencionar que el salto que se da en los
valores de concentracién al cambiar desde 5 mL hasta 15 mL es importante puesto
que va desde 91 x 10° hasta 151 x 10® UFC/mL de esporas.
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Los efectos de interaccion se pueden observar en la Figura 26, solo
usaremos este grafico para discutir los efectos donde esté involucrada la variable
de Aireacidn, puesto que esta es cualitativa y no puede ser visible en graficos 3D
de superficie de respuesta.

Como primer factor de interaccion significativo tenemos al efecto
Concentracion de Melaza — Aireacion, como se puede apreciar: mientras se
mantengan las perforaciones finas si se observa un cambio desde 1x 108 hasta 2x
108 UFC/mL de esporas usando 5% y 15% de melaza respectivamente. Por otro
lado, cuando se utiliza una sola perforacion de mayor tamafio en las bolsas, la
concentracion de la melaza no altera los valores resultados siendo estos 7x 108 y
11x 10® UFC/mL para 5% y 15% de melaza. Se puede inferir que la falta de
oxigeno no atenda el proceso de fermentacién en las bolsas con una sola
perforacion, llegando al punto donde el microrganismo no puede desarrollarse
correctamente. Mientras que en las bolsas con perforaciones multiples se puede
ver la diferenciacion en el desarrollo por la funcién de la concentracion de la
melaza aumentando la velocidad de aprovechamiento de los nutrientes del

arrocillo.

La misma tendencia con respecto a la aireacién se reporta en las
interacciones Volumen de Melaza — Aireacion (BD) y Volumen de Indculo —
Aireacion (CD). Pero, se diferencia al enfocarse en el cambio de la variable
acompafiante, en la primera interaccion si bien se observa un incremento en el
valor de concentracion mientras se aumente el volumen de melaza este no es tan
significante como cuando se sube el volumen del indculo. Con estos datos se
puede confirmar las interacciones individuales en la Figura 25, donde se

manifiesta que la variable C es mas significativa que la variable B.

3.4.1.1.1. FORMULACION DEL MODELO MATEMATICO

Al poder identificar los efectos significativos tanto individual como
interactivamente, se procedio a refinar el modelo de primer orden propuesto para
explicar el comportamiento de la concentracién, de esporas obtenidas. Esto se hizo

tomando en cuenta lo significativas que son en la alteracion de la variable
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independiente, es decir, por el Valor P reportado por cada una de ellas y si se
observaba una mejora en el valor de R? ajustado.

Se pudo eliminar el efecto AB, por no ser significativo en el anélisis de
varianza realizado, este efecto fue el Unico eliminado de interaccion de dos
variables. Por el contrario, todos los efectos que tenian tres variables involucrados

fueron eliminados.

Cabe resaltar que todos los efectos eliminados tuvieron un efecto sobre
el valor reportado de concentracion de esporas de Trichoderma spp., pero todos
estos son irrelevantes estadisticamente, es decir tienen un efecto muy bajo.

El objetivo de refinar el modelo matematico es obtener un valor mas
exacto y preciso, tomando los valores acertados y significantes mientras se
desechan los efectos que al ser tomados en cuenta se obtenga un resultado alejado
de ser real.

Tabla 29. Coeficientes para el modelo matematico construido para calcular la
concentracion de esporas de Trichoderma spp.

COEFICIENTE ESTIMADO
CONSTANT 1.45042380E8
Aireacion -3.0887379E7
%Melaza 3.9088469E7
Volumen Melaza 2.9813651E7
Volumen indculo 4.2000151E7
Volumen Melaza*Volumen inoculo 3.6031099E7
%Melaza*Aireacion -2.0151969E7
Volumen inéculo*Aireacion -1. 8875151E7
Volumen Melaza*Aireacion -1. 7438651E7
%Melaza*Volumen Melaza 1.36E7
Volumen Melaza*Volumen indculo*Aireacion -1.34E7
%Melaza*Volumen Melaza*Volumen indculo 1.22E7
%Melaza*Volumen Melaza*Aireacion 7.67E6

* Fuente: Statgraphics Centurion
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Después del refinamiento de llego a un valor de R2 y R ajustado de
85.0465% y 78.4005 respectivamente como fue ya reportado en la Tabla 28.
También se pudo obtener el modelo refinado configurado de la siguiente

manera:

Concentraciéon
= 1.45042380E8 — 3.0887379E7 (Aireacion)
+ 3.9088469E7(%Melaza) + 2.9813651E7(Vol.Melaza)
+4.2000151E7(Vol.Inoculo) + 3.6031099E7 (B = C)
—2.0151969E7(A* D) — 1.8875151E7(C * D)
—1.7438651E7(B + D)

Ecuacion 4. Modelo matematico propuesto para calcular la concentracion de esporas
de Trichoderma spp. (UFC/mL).

Cabe resaltar que en los espacios donde se debe reemplazar con los
valores tomados por las variables de (Aireacion, Volumen de melaza, etc.)
deben ser reemplazados por el valor codificado. Es decir, debe introducirse

numéricamente el nivel que se desee que tome el factor.

Si bien los factores tomados en cuenta en el modelo matematico
tienen diferentes unidades de medida, el resultado final obtenido respondera a
la unidad de concentracién (UFC/mL), esto porque los valores reemplazados
al ser “valores codificados” son adimensionales, lo cual evita el conflicto de

mezclar diferentes unidades de medida.
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3.4.1.2. ANALISIS DE SUPERFICIE DE REPUESTA

Para poder hacer un analisis mas a fondo y claro sobre los efectos de las
interacciones es mejor representarlas en graficos 3D o en graficos de contornos,
ya que asi se tendra una ventaja de facilidad de visualizacion como se puede ver
en la Figuras 27, 28 y 29.

En la Imagen 24 se representd la interaccion Volumen de melaza — Volumen
de Indculo (BC) como el mas importante de los efectos interactivos. En la Figura
28 se puede apreciar el grafico de contornos de la interaccién contando con valores
fijos de % de Melaza y Aireacion, siendo 15% vy Perforaciones finas

respectivamente.

Hablando de la interaccion, se ve que el valor de volumen del indculo es
mucho mas importante que el volumen de melaza a probar, ya que no importa el
volumen de melaza que se elija desde 1.5 mL hasta 2.5 mL, el valor de la
concentracion no va a ascender a menos que se suba el volumen de in6culo.
Tomando el mejor resultado de esta interaccion se puede llegar a un rango de
concentracion maxima de 3.5x 108 hasta 4x 108 UFC/mL cuando ambas variables

estan en su valor al nivel 1.

Sin embargo, cabe mencionar que no hay mayor alteracion de la
concentracion variando los volimenes de melaza desde su nivel -1 al 1 hasta subir
mas alla del nivel -0.2 en el volumen del inoculo, dando un salto en los resultados
desde 1.5x 108 hasta 2.5x 108 UFC/mL.

Otra interaccion de importancia, es la que existe entre Concentracion de
Melaza - Volumen de Melaza. En la Figura 27 y 29 se puede observar los graficos
de superficie de respuesta correspondientes a este factor. En la grafica de
contornos se puede apreciar un crecimiento en los valores de concentracion
bastante proporcional al aumento de los niveles de las variables y teniendo fijos
los valores de aireacion y volumen de inoculo a perforaciones finas y 2.5 mL
respectivamente. De esta interaccién pueden resultar valores de concentracién
desde 4x 107 hasta 4x 108 UFC/mL.
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Figura 27. Superficies de respuesta para la concentracion de esporas de
Trichoderma spp en sustrato solido.
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La proporcionalidad de cambios denota que ambas variables tienen
igual de influencia en la concentracién obtenida, pero, es visible que es més facil
llegar a un rango de 2x 108 - 2.4x 108 cuando el volumen de melaza esta a su nivel
0.6 sin importar que la concentracion de melaza este en nivel 0. Mientras que, para
alcanzar el mismo rango la concentracion de melaza deberia estar fijada a nivel 1
y dependeria de que el volumen de melaza este a un nivel de -0.6 por lo menos.
Por esta razon es que podemos asumir que el volumen de melaza en esta

interaccion tiene mayor influencia que la variable de concentracion de melaza.
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Figura 28. Graficas de contornos para el porcentaje viabilidad de Trichoderma spp.
en sustrato sélido , interaccién (BC).
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Figura 29. Gréaficas de contornos para el porcentaje viabilidad de Trichoderma spp.
en sustrato sélido , interaccion (AB).

Después de evaluar y analizar los efectos individuales e interactivos, se obtuvo

el 6ptimo para la concentracion en UFC/mL de Trichoderma spp. (Tabla 30).

Tabla 30. Optimo resultante para el crecimiento de Trichoderma spp. en sustrato
solido.

Factor Optimo Codificado Optimo Real Valor optimo de

crecimiento
%Melaza 1.0 15%
Volumen 10 15 mL
Melaza 3.79259E8
Volumen 10 25 mL
in6culo ' '
Aireacion -1.0 Finas

* Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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3.4.2. RESULTADOS DE VIABILIDAD DE ESPORAS DE Trichoderma spp

Como se describe en el apartado de Materiales y Métodos, después de los

ensayos de concentracion de esporas se procedio a determinar los valores de viabilidad
por tamafio del tubo germinativo, como se puede observar en la Figura 30, los valores
obtenidos en las diferentes repeticiones por cada unidad experimental son visible a
mayor detalle en el Anexo 6.

. )
ESPORAS

~ SIN GERMINAR ESPORA ~

A

TUBO

Figura 30. Diferenciacion de esporas germinadas y no germinadas tefiidas con azul
de lactofenol, ensayos de viabilidad.

Los promedios de los resultados se pueden observar en la Tabla 31, donde se
puede observar que la unidad experimental con un porcentaje mayor de esporas viables
fue la bolsa N°8 con 85.15% y la Bolsa N° 14 fue la que obtuvo el porcentaje mas bajo

registrando 22.91% de esporas viables.
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Tabla 31. Resultados de la evaluacion de la viabilidad de esporas de Trichoderma

spp.
% Melaza  Inéculo o Repeticion Repeticion
Melaza (mL) (mL) Aireacién 1 2
1 5 5 15 Finas 47.72 50.84
2 15 5 15 Finas 50.85 51.25
3 5 15 ot Finas 47.14 49.47
4 15 15 1.5 Finas 31.63 29.37
5 5 ) 2.5 Finas 61.91 58.81
6 15 5 .5 Finas 78.83 76.28
7 5 15 2.5 Finas 82 63 76.82
8 15 15 2.5 Finas 8515 78.02
9 10 10 2 Finas 73.31 69.20
10 10 10 2 Finas 76.01 71.72
11 5 5 M) Grande 37.34 34.39
12 15 5 1.5 Grande 50.95 47.48
13 5 15 15 Grande 44.77 41.56
14 15 15 1% Grande 25 75 2291
15 5 5 2.5 Grande 50.73 43.06
16 15 5 2.5 Grande 77.54 71.19
17 5 15 2.5 Grande 82.96 81.73
18 15 15 2.5 Grande 84.29 82 38
19 10 10 2 Grande 7574 68.41
20 10 10 2 Grande 73.91 72.09

* Fuente: Statgraphics Centurion XV.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

C:Volumen inéculo
BC
AB

l

I
[I—

ac [ ]

[ ]

[ ]

[ ]

[ ]

]

D:Aireacion

B:Volumen Melaza

A:%Melaza
BD
ABD
1 1 1 1 1
0 10 20 30 40
Efecto

Figura 31. Diagrama de Pareto para la evaluacién de viabilidad de Trichoderma spp.
en sustrato solido.

3.4.2.1. ANALISIS ESTADISTICO

Con la finalidad de generar un modelo matematico que explique el
funcionamiento de la variable independiente (% Viabilidad) y comparar los efectos
de los factores que afectan su variabilidad, se realiz6 un analisis estadistico.

Para evaluar la significancia de los efectos principales y también
interacciones de los mismos, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) presente
en la Tabla 32.

El Valor P resultd ser menor a 0.05 en cuatro efectos, un solo efecto
individual y tres compuestos por interacciones de dos factores. En el Diagrama de
Pareto de la Figura 31 se puede observar que los efectos obtenidos por orden de
importancia son: C: Volumen del inéculo (mL)., BC: Volumen de melaza (mL) -
Volumen de Inéculo, AB: Concentraciébn de Melaza (%) y, por ultimo, la
interaccidn de los factores AC: Concentracion de Melaza (%) - Volumen de inéculo
(mL).
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El valor P indica que dichos efectos son significativamente diferentes de
cero con un nivel de 95% confirmando que el efecto dicho de los factores de interés
es relevante para realizar la optimizacion. El analisis de varianza o ANOVA report6
que el estadistico R- Cuadrado del modelo matematico propuesto segin sus
resultados es capaz de explicar el 87.1414% de la variabilidad en los resultados de
viabilidad obtenidos, mientras que el estadistico R-cuadrado ajustado puede

explicar el 83.2839% de los mismos.

También se puede observar que: el error estandar mostré una desviacion

estandar de los residuos de 7.5898 %, el error medio absoluto fue de 5.01262%.

Tabla 32. Andlisis de varianza para la evaluacién de la viabilidad de esporas de
Trichoderma spp en sustrato sélido.

Suma de c Cuadrado Razdén- Valor-

Fuente
Cuadrados Medio F P

%Melaza 844741 1 84.4741 147 0.2354
Volumen Melaza 102.961 1 102961 1.79 0.1913
Volumen indculo 8093.42 1 8093.42 140.50 0.0000
Aireacion 163.132 1 163.132 2.83 0.1028
Volumen Melaza*Volumen indculo 142881 1 142881 24.80 0.0000
%Melaza*Volumen Melaza 1094.75 1 1094.75 19.00 0.0001
%Melaza*Volumen indculo 595.71 1 595.71 10.34 0.0031
VVolumen Melaza*Aireacion 77.9357 1 77.9357 1.35 0.2539
‘I’\/A"';’I'aez'iifl\r’e‘;'g’:ﬁ” 705342 1 705342 122 02773
Residual 1728.18 30 57.6059

Total (corrected) 13439.9 39

R-cuadrada = 0.871414

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 0.832839

Error estandar del est. = 7.5898

Error absoluto medio = 5.01262

Estadistico Durbin-Watson = 1.3579 (P=0.0303)

*Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Figura 32. Efectos principales individuales sobre el porcentaje de viabilidad de
esporas obtenidas de Trichoderma spp. en sustrato solido
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Figura 33. Grafica de interacciones sobre el porcentaje de viabilidad de esporas
obtenidas de Trichoderma spp. en sustrato sélido.
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En la Figura 32 se pueden observar los efectos individuales de los factores

sobre los resultados de porcentaje de viabilidad obtenido en las esporas.

Entre todos los factores, segln la Figura 31, el mas influyente y significativo
esta codificado como la variable “C”, que representa al Volumen de in6culo (mL)
presente en el medio de crecimiento, dicha influencia es positiva para la variable
independiente mientras se tome un mayor valor del factor. Es decir que mientras
mas volumen de indculo tenga el sustrato se obtendra un mayor porcentaje de
viabilidad. EI cambio de su nivel de -1 a +1, conlleva aproximadamente un salto
desde 44% hasta casi 80% en la viabilidad resultante. Este también es el factor
con el mayor efecto con respecto a la variable independiente de concentracion, la

cual fue evaluada en un apartado anterior.

Continuando, vemos que el siguiente efecto individual mas importante es la
disposicién y tamafio de la Aireacidn en las bolsas o unidades experimentales,
aunque su efecto esta por detras de otros tres que son interactivos, cabe
mencionarlo ya que este también es lo suficientemente significativo para entrar al
modelo matematico propuesto para la variable de concentracion. Sin embargo, el
cambio en sus niveles no es relevante al momento de tratar de optimizar los

resultados de viabilidad.

Por ultimo, los factores B y A correspondientes al Volumen de melaza y
concentracion de melaza respectivamente tampoco son significativos, puesto que
se observa una ligera e irrelevante mejoria en los resultados cuando su nivel se
acerca al valor de 1, pero estadisticamente deben considerarse en el modelo

matematico, para poder incluir las interacciones en las que estén involucrados.

Como ya se menciono los efectos interactivos de importancia seran evaluados
con los graficos de superficie de respuesta para poder discutirlos con mejor
perspectiva. Ya que no hay ninguna interaccién significativa con el factor de

aireacion que, al ser cualitativo, es el Unico que puede discutirse con la Figura 33.
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3.4.2.1.1. FORMULACION DEL MODELO MATEMATICO

Debido al anélisis de varianza es que se pudo identificar cual de los
factores, tanto individuales como interactivos, tenia relevancia o si era lo
suficientemente significativo para ser tomado en cuenta para ser incluido en el
modelo matematico. Cuya funcidon es de predecir el valor del porcentaje de
viabilidad final de cada unidad experimental variando los niveles de los factores
elegidos mediante el refinamiento de la Ecuacién 5.

Dicho refinamiento se llevd a cabo descartando las variables cuyos
Valores P fueran mayores a 0.05 y evaluando si al dejarlos fuera habia una mejora
en los estadisticos R2 y R2 ajustado.

Si bien los efectos individuales no son significantes, no se eliminaron
del modelo matematico ya que, sin ellos incluidos, se imposibilitaria la presencia
de interacciones. Excepto la variable “C”, correspondiente al valor del volumen de

indculo, ya que es el mas influyente de todos.

Tabla 33. Coeficientes para el modelo matematico construido para calcular la
concentracion de esporas de Trichoderma spp.

COEFICIENTE ESTIMADO

CONSTANT 60.708035
Aireacion -1.9893701
%Melaza 1.5071757
Volumen Melaza 1.8313718
Volumen indculo 15.941072
Volumen Melaza*Volumen indculo 6.6444407
%Melaza*Volumen Melaza -5.7314382
%Melaza*Volumen indculo 4.4321868
Volumen Melaza*Aireacion 1.56061

%Melaza*Volumen Melaza*Aireacion -1.48465

* Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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De igual manera se eliminaron las interacciones BD y ABD, denotando
que en cuanto a los porcentajes de viabilidad obtenidos el tipo de aireacion utilizada

no afecta el resultado final.

El objetivo de todo modelo matematico es dar resultados lo mas
cercanos posibles a los que serian obtenidos empiricamente, por eso se realizo el
refinamiento. Tras ser realizado se llegaron a valores de 87.1414% y 83.2839% para
los estadisticos R2 y R2 ajustado respectivamente, como ya estaba visible en la
Tabla 32. Cabe resaltar que las indicaciones de remplazo de unidades e
interpretacion de resultados son iguales a las propuestas en el modelo matematico
predictor de concentracion, variando Unicamente que la unidad final obtenida por
el modelo en este caso seria porcentaje de viabilidad.

Viabilidad = 60.708035 — 1.9893701 (direacién)
+ 1.5071757 (% Melaza) + 1.8313718 (Vol.Melaza)
+ 15.941072 (Vol.In6culo) + 6.6444407 (B = C)
— 5.7314382 (A « B) + 4.4321868(4 * ()

Ecuacion 5. Modelo matematico propuesto para calcular el porcentaje viabilidad de
esporas de Trichoderma spp.

3.4.2.2.ANALISIS DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

Los efectos de las interacciones de los factores son muy importantes, ya

que es muy posible que un factor individualmente pueda tener un efecto
remarcablemente positivo, pero a la vez pueda presentar una reaccion no esperada
que pueda desfavorecer a las variables independientes, que son las mas
importantes después de todo.

En la Figura 35 tenemos las graficas de contornos, en la parte A se puede
ver con detalle la interaccion BC, es decir Volumen de Melaza — Volumen de
In6culo con las condiciones fijas de 15 % de melaza y aireaciones finas.

Este es el efecto interactivo entre dos factores mas relevante. Se puede

apreciar que el porcentaje mas alto de viabilidad que puede ser obtenido esta entre
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los rangos de 80% a 90% Yy se puede llegar solo con mantener en el nivel 1 el
volumen de indculo, ya que sin importar que la variable del volumen de melaza

este en su valor mas bajo, se obtienen resultados satisfactorios.

Es importante mencionar que cuando ambas variables estan en su valor
maximo (+1) se potencian, ya que se puede llegar a bajar el nivel del volumen de
inculo hasta +0.6 sin alterar los resultados finales.

A su vez se puede observar que su peor resultado no es cuando ambos
factores tienen un nivel de -1 como era de esperarse, sino que el efecto mas
negativo se observa cuando el volumen de melaza esta en su tope y el de indculo
estd a su minimo. Pudiendo ser posible que al aumentar tanto la humedad del
medio no se produzcan esporas Yy, por ende, no puedan germinar por su limitada

concentracion.

En la parte B de las figuras 33 y 35 se puede observar la interaccion AB,
es decir: Concentracion de Melaza - Volumen de Melaza mientras se mantienen
fijos los valores de 2.5 mL de In6culo y aireaciones finas.

El comportamiento evaluado en este grafico de superficie de respuesta
tiene resultados muy buenos, ya que, ain en la peor interaccion del espacio

experimental se obtiene 60% de viabilidad.

Ambas variables son casi igual de importantes, ya que cuando cualquiera
de las variables esta en valores correspondientes al nivel (-1), se puede elegir
valores de +1 para la sobrante y los valores de viabilidad se mantienen bastante

altos, en promedio desde 80% hasta 90% de viabilidad.

Sin embargo, existe un tipo de toxicidad cuando se prueba con el nivel +1
en ambas variables, ya que expresada en la interaccion mostrada en la Figura 33,
mas no en la grafica de superficie de respuesta.
En dicha imagen se puede apreciar que el porcentaje de viabilidad desciende hasta

su minimo (aproximadamente 60%) bajo dichas condiciones.
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Figura 34. Superficies de respuesta para el porcentaje de viabilidad de esporas
obtenidas de Trichoderma spp. en sustrato sélido. Interaccion BC (A), interaccion
AB (B) e interaccion AC (C).
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Es mas, es igual de desfavorecedor que no hay diferencia con poner 5 mL de

melaza al 15% que utilizar 15 mL de melaza al 15%.

Por ultimo, se observa en la parte C de la Figura 35 a la interaccion de
efectos AC, que representan a los factores Concentracion de Melaza — Volumen
de In6culo, teniendo como valores fijos: 15 mL de melaza y la aireacion fina.

La interaccion se parece bastante a la antes observada en los factores BC
juntos. De igual manera la variable C o el volumen del in6culo controla
practicamente el valor de viabilidad a esperar para que siempre tenga un rango de
80% a 90% solo por tener su valor al nivel +1, sin importar que se ponga una
solucion de melaza con concentracion de 5%.
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Figura 35._Graficas de contornos para el porcentaje de viabilidad de esporas
obtenidas de Trichoderma spp. en sustrato solido , interaccion BC (A), interaccion
AB (B) e interaccion AC (C).
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Como ambas variables, tanto concentracion de esporas como el porcentaje
de viabilidad de las mismas, son importantes se debid realizar una optimizacion

multiple, para asegurar el mejor resultado para ambas.

Sin embargo, el 6ptimo obtenido por ambas variables resulto ser el mismo
y también haber sido uno de los tratamientos creados por el disefio factorial de la
matriz experimental. En la Tabla 34 se muestra el 6ptimo codificado, el 6ptimo
real y los valores que se podria llegar a obtener de concentracion de esporas en
UFC/mL vy de porcentaje de viabilidad siguiendo un tratamiento con las mejores

interacciones de los factores.

Tabla 34. Optimo resultante para el porcentaje de viabilidad y concentracion de
esporas de Trichoderma spp. en sustrato solido.

Optimo  Optimo  Valor 6ptimo de  Valor éptimo de

Factor codificado  Real viabilidad  Concentracién
%Melaza 1.0 15%
vomen 10 15m
Volumen 86.74% 3.79259E8
- 10 25M
indculo
Aireacion -1.0 Finas

* Fuente: Statgraphics Centurion XV.

El valores obtenidos y visibles en la Tabla 34 indican que lo mas adecuado
es usar todos los factores en su nivel +1, menos el factor Aireacion en donde se
debe optar por la aireacion de perforaciones finas por sobre la Aireacion por
perforacién Unica y de mayor tamafio. Tomando en cuenta todos estos valores se
puede llegar a obtener esporas de Trichoderma spp. a 3.79259X 108 UFC/mL con
una viabilidad de 86.74%. Al recrear por segunda vez las condiciones del 6ptimo
tedrico se obtuvieron valores de 4.13x 108 UFC/mL de concentracion y un 85.15%
de viabilidad, estos resultados si bien no son idénticos a los predichos por el
modelo matematico propuesto estan dentro del rango de confianza explicado por

el valor del estadistico R?.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Los resultados para ambas variables, concentracién y porcentaje de
viabilidad, parecen mantener una tendencia ascendente y lineal mientras los
factores significativos sigan subiendo de nivel. Esto supone que aun no se ha
llegado a un O6ptimo maximo, hacerlo significaria establecer otra region
experimental con otro disefio factorial y sin seguridad de que estemos en la region
donde se encuentra el 6ptimo y talvez utilizando una cantidad de recursos que
talvez si aumenten los valores de las variables de interés, pero conlleven a perder

la rentabilidad del proceso.

Si comparamos la concentracion obtenida en la Tabla 34 a través del
proceso de optimizacion con las obtenidas por otros sustratos experimentales en
la investigacion de Aceves et al (Tabla 35), podemos notar que se obtuvo una
concentracion competente, con valores bastante parecidos y hasta por encima de
algunos granos enteros como el de arroz y alpiste que son productos industriales
con un valor monetario mucho mas elevado que el arrocillo, doblando su precio

como minimo.

Por otro lado, se ve que no se superd la concentracion obtenida por el
medio de olote picado, esto puede explicarse por la baja cantidad de cenizas que

contiene el sustrato como ya se discutio en un apartado anterior.

Si lo comparamos con otro desechos o subproductos industriales como lo
son el rastrojo de maiz, las cascaras de arroz, cacao Yy alpiste; se superé por mucho

sus resultados finales.

Asi mismo, los porcentajes de viabilidad son muy distintos, los valores
obtenidos por la optimizacién muestran resultados bastante inferiores a los vistos
por otros sustratos experimentales, esto puede deberse a muchos factores. Hay que
tomar en cuenta que el hongo Trichoderma spp. muestra comportamientos muy
diferentes de acuerdo al suelo desde el cual fue aislado o proviene y esto puede

afectar la velocidad de germinacion que mostré en los resultados finales.
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Tabla 35. Resultados de ensayos de concentracion y viabilidad de esporas de
Trichoderma spp. Producidas en distintos sustratos, en porcentajes. ?®

SUSTRATO CONCENTRACION % VIABILIDAD
(UFC/mL)
Olote de Maiz picado 4.43E8 99
Grano de Arroz 3.13E8 97.5
Grano de Alpiste 2.31E8 94.3
Céscara de Arroz 1.47E8 97
Rastrojo de Maiz 1.40E8 91.8
Cascara de Cafe 0.57E8 89.3
Cascara de Cacao 0.42E8 90.3
Grano quebrado de maiz 0.25E8 93

Sin embargo, comercial e industrialmente, no se toma en cuenta el
porcentaje de viabilidad. Ninguna empresa que vende biocontroladores reporta
este valor.

Segun el Manual de produccién de Hongos biocontroladores de SENASA,
una preparacion de Trichoderma spp. o de cualquiera de sus otras especies como
Trichoderma Harzianum o Trichoderma Atroviride para ser considerado apto para
uso agricola o como un tratamiento para enfermedades fitopatogénicas tiene que
tener un minimo de concentracion de 1.00x 10" UFC/mL.

Al fin del afio 2018 existen muchos productos en el mercado como se
pueden ver en la Tabla 36, todos tienen diferentes concentraciones siendo la
menor 1x 10?2 UFC/mL y la menor 3x 10" UFC/mL. Los resultados obtenidos son
competentes industrialmente y tienen una ventaja, que es el gran ahorro que se
tiene al usar un sustrato de tan bajo costo. 662

Es importante mencionar que para tratar un campo o cultivo se debe tener
la supervisién y prescripcién de un Ing. Agrénomo especializado en fitopatologia,
ya que cada tipo de enfermedad y sus etapas necesita una dosis y recurrencia de
aplicacion distinta para obtener resultados eficaces sin alterar la dindmica del

suelo a tratar.
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Tabla 36. Productos en el mercado a base de Trichoderma spp. 662

CONCENTRACION

PRODUCTO EMPRESA (UFC)
Triconova Novagri 4 X 10° / mL
Trichomax Solagro S.A.C 1X10° / mL

Excalibur Gold Disagro 1 X102 / mL

Biosa Tricho- Biosa 4 X 102 / mL
TrichoH Agrobiotecnia 3X 10" /mL
Triderma Ideas Biologicas 1X10° / mL
Tricobiol Agricola Tanausu 4 X 10" /mL

3.5. EVALUACION DE ACCION ANTAGONISTA DE ESPORAS DE
Trichoderma spp. OBTENIDAS CONTRA Fusarium spp. POR CULTIVO

DUAL.
3.5.1.OBTENCION Y REPRODUCCION DE Fusarium spp.

La cepa aislada se obtuvo por medio del laboratorio de diagnostico

fitopatoldgico de la empresa Biotecn6logos del Sur S.A.C. El microorganismo fue
aislado desde muestras de suelo de un campo infectado cuyo cultivo de cebolla
presentaba podredumbre basal.

Se repico por puncion en medio s6lido PDA, se mantuvo a 30°C. Se pudieron
observar colonias algodonosas con un ligero aspecto polvoriento. Con diferentes
tonalidades que variaban desde el color naranja hasta el rosado claro, como se puede

observar en la Figura 36

Figura 36. Fusarium spp. en medio PDA solido. Vistas del reverso y frente de la
placa Petri.
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3.5.2. PRUEBA DE ANTAGONISMO POR CULTIVO DUAL.
Se enfrentaron ambas cepas en tres repeticiones, sin contar la placa donde

se mantenia Fusarium spp. sin ningn otro microorganismo presente. Se monitoreo
su velocidad de crecimiento con un escalimetro cada 24 horas como se describié en
un apartado anterior. Las medidas obtenidas progresivamente durante el ensayo
estan detalladas en el Anexo 7. Se mantuvieron enfrentados tanto Trichoderma spp.
y Fusarium spp. durante 14 dias, que fue cuando la colonia en la placa control
correspondiente a Fusarium spp. ya no presenté modificaciones dimensionales,
terminando el periodo de evaluacién con 8.7 cm de crecimiento en la placa Petri.
Por otro lado, las tres repeticiones del antagonismo tuvieron medidas finales
de crecimiento bastante similares entre si, siendo estas 2.3 cm, 2.4 cmy 3.2 cm.
Tomando en cuenta que las medidas obtenidas en la placa control representan el
100% del crecimiento esperado, cada repeticion fue antagonizada en un
73.84104%, 71.3229% y 65.7931% respectivamente, teniendo un promedio de
70.319% de accién antagdnica. Los resultados finales son visibles en las Figura 37

a continuacion.

Figura 37. Resultados de antagonismo en cultivo dual Trichoderma spp. vs Fusarium spp.
Cultivo control (Fusarium spp.) (A), primera, segunda y tercera repeticion (B, C Y D).
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Figura 38. Crecimientos reportados por Trichoderma spp. y Fusarium spp. en las
repeticiones del ensayo de Antagonismo, comparado con el crecimiento control de
Fusarium spp.
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Los datos estadisticos descriptivos del crecimiento tanto de la placa control
como de las repeticiones realizadas al antagonismo en la Figura 38 se pueden ver
en la Tabla 37, los coeficientes de varianza entre las repeticiones del control tienen
un porcentaje de varianza insignificante siendo el mayo de 4.88%. Por otro lado,
los coeficientes de variacion de las placas de antagonismo son bastante altos siendo
el mayor de 34.44%, esto puede deberse a que lo que se esta evaluando son
interacciones entre microorganismos, donde no necesariamente debe haber una
precision exacta en la repetitibilidad porque los datos obtenidos dependen de
interacciones bioldgicas entre ellos.

Tabla 37. Andlisis Estadistico descriptivo para los datos obtenidos del antagonismo
entre Trichoderma spp. y Fusarium spp.

Dia Control Fusarium Antagonismo Fusarium

Promedio CV % Promedio CV %
DO 0 0% 0 34.44%
D1 1.45 4.88% 0.93 21.12%
D2 1.45 4.88% 1.37 21.65%
D3 1.75 4.04% 1.87 15.75%
D4 2.55 2.77% 2.2 17.44%
D5 4.85 1.46% 2.5 5.59%
D6 b2 2.72% 2.73 13.35%
D7 7.7 1.84% 2.7 18.05%
D8 7.85 0.90% 2.73 23.82%
D9 8.05 0.88% 2.67 14.75%
D10 8.05 0.88% 2.57 14.75%
D11 8.45 0.84% 2.57 16.77%
D12 8.6 0% 2.6 16.77%
D13 8.7 0% 2.6 18.73%
D14 8.7 0% 2.63 34.44%

* Fuente: Statgraphics Centurion XV.

El anélisis de medidas repetidas requiere cumplir con el supuesto de
esfericidad para poder seleccionar las pruebas estadisticas subsecuentes; por ello se
realizé la prueba de esfericidad W de Mauchly la cual reporté un valor P menor a
0.05 (p=0.000) el cual indica que no existe esfericidad asumida y que es necesario

aplicar correctores para poder identificar diferencias significativas en los efectos,
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los cuales resultantes de los datos de antagonismo estan presentes en el Anexo 8, El
analisis de varianza (Tabla 38) para la evaluacion del efecto del tiempo fue
realizada con el estadistico de Greenhouse-Geisser debido a que no se cumplio el
supuesto de esfericidad. Obteniéndose un valor P de 0.000, demostrando que el
crecimiento de las cepas en todas las unidades, incluyendo a la placa control, se ve
significativamente afectado por el tiempo.

De igual manera se realiz6 un analisis de varianza (Tabla 39) para la
evaluacion del efecto de crecimiento entre repeticiones, con el mismo estadistico
de Greenhouse-Geisser puesto que, ambos ANOVA provienen de la misma matriz
de datos. Se obtuvo un valor P de 0.000, mostrando que las interacciones de
antagonismo entre las placas son significativamente diferentes entre las placas.

Tabla 38. Analisis de varianza para la evaluacion de la capacidad antagOnica de
Trichoderma spp. ante Fusarium spp. a través del tiempo.

Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrado Medio  Valor F Valor p

Dias 263.474 1.190 221.439 187.471 0.000

Dias * 114.743 1.190 96.437 81.644 0.001
Tratamiento ' : ' ' '
Error(Dias) 4.216 3.569 1.181

* Fuente: Statgraphics Centurion XV.

Tabla 39. Analisis de varianza para la evaluacion de la capacidad antagonica de
Trichoderma spp. ante Fusarium spp. entre las repeticiones.

Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrfaldo Valor F  Valor p
Medio
Interseccion 1076.789 1 1076.789 5306.317  .000
Repeticiones 205.504 1 205.504 1012.705  .000
Error .609 3 203

* Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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Si bien se puede observar una variabilidad importante entre las repeticiones
del antagonismo, el dato realmente importante y relevante para poder discutir la
actividad antagonica de Trichoderma spp. es demostrar que el crecimiento
observado en las placas de antagonismo es estadisticamente diferente del visto en
la placa control.

En la Tabla 40 se puede observar, que el crecimiento de Fusarium spp. en
las placas de antagonismo no es diferente al evidenciado en la placa de control hasta
el dia 5, donde la placa control mostraba un radio de 4.85+/-0.64 cm., mientras que,
el crecimiento promedio influenciado por Trichoderma spp. se estancé en 2.5 +/-
1.08 cm. apenas 0.3 cm. mas grande que la medicion anterior. Mas adelante, esta
brecha continta creciendo hasta que, al final del periodo de observacién se puede
ver como el crecimiento de ambos se diferencia bastante siendo 8.7 cmy 2.63 cm.
respectivamente. Estadisticamente se comprueba que la presencia de Trichoderma

spp. si ejerce una diferencia importante en la proliferacion de Fusarium spp.

Tabla 40. Comparaciones multiples para la actividad antagénica de Trichoderma spp.
Ante Fusarium spp. en distinto tiempo mediante LSD Fisher.

Placa DO D1 D2 D3
Control 0.00+/-0.00? 1.45+/-0.64% 1.45+/-0.64% 1.75+/-0.64*
Antagonismo  0.00+/-0.00% 0.93+/-0.8° 1.37+/-0.72* 1.87+/-1.00°
Placa D4 D5 D6 D7
Control 2.55+/-0.64° 4.85+/-0.64° 5.2+/-1.27° 7.7+/-1.27%
Antagonismo  2.2+/-0.86° 2.5+/-1.08" 2.73+/-0.38" 2.7+/-0.9°
Placa D8 D9 D10 D11
Control 7.85+/-0.64° 8.05+/-0.64% 8.05+/-0.64% 8.45+/-0.64%
Antagonismo ~ 2.73+/-1.23" 2.67+/-1.58" 2.57+/-0.94° 2.57+/-0.94°
Placa D12 D13 D14
Control 8.6+/-0.00° 8.7+/-0.00° 8.7+/-0.00°
Antagonismo  2.6+/-1.08° 2.6+/-1.08° 2.63+/-1.23°

* Fuente: Statgraphics Centurion XV.
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La interaccién entre ambos microorganismos se puede ver en la Figura 37, se
puede apreciar que el hongo antagonista (Trichoderma spp.) logro frenar el avance
del hongo patdgeno (Fusarium spp.). En las tres repeticiones se puede ver que en la
zona de contacto hay un espacio vacio denotando un antagonismo mutuo por
contacto, ya que en los dias 9 y 10 se pudo notar un retraimiento ligero de ambos
hongos hacia donde habia sido inicialmente sembrado y en la medida respectiva de
la retraccién en la placa se estabilizaron hasta el fin del monitoreo.

Este tipo de inhibicion no es muy comdn en Trichoderma spp. puesto que, su
modo de accién es el micoparasitismo, lo cual implica entrar en contacto con el
patdégeno y esporular o producir conidias encima del micelio patégeno, cosa que no

se ve en las unidades experimentales monitoreadas.

Este dato podria tener una estrecha relacién con el bajo porcentaje de viabilidad
obtenido en los resultados de optimizacion, lo cual podria indicar que el hongo
antagonista tiene problemas para reconocer condiciones no hostiles y empezar su

germinacion.

Sin embargo, esto no descarta la accion biocontroladora del hongo estudiado, ya
que puede ejercer una accion antagonista en promedio de 70.319% como lo indican

los resultados estadisticos.

Los resultados satisfactorios son indicativos de que el hongo Trichoderma spp.
aislado y probado durante todas las fases de experimentacion tiene un uso preventivo.
Es decir, que puede combatir Fusarium spp. y otros patdgenos siempre y cuando este
ya desarrollado en el suelo antes de entrar en contacto con los microorganismos
indeseados y haya establecido una simbiosis con las raices de la planta presente, que
muy aparte de protegerla atacando mediante micoparasitismo, le brindard otras
ventajas como la mayor biodisponibilidad de nutrientes y mayor resistencia al
cambio de temperatura o pH en el suelo. Dichas acciones fortaleceran la planta para
gue no sea tan vulnerable al ataque de un fitopatdgeno e independientemente de eso

pueda brindar productos de mejor calidad y una velocidad mayor.

Comparando la accién antagénica del aislado local de Trichoderma spp. con

otros de distintos lugares es que podemos contrastar con investigaciones como la que
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realizo Fernandez et al, que probo la capacidad antagonica in vitro de Trichoderma
atroviride contra Fusarium oxysporum presente en Mango nativo de México, esta
investigacion probo que hubo una actividad antagonica de 62.9% sin

micoparasitismo.©®

Otras investigaciones relevantes son las realizadas por Casimiro et al y
Pemberthy et al, donde se trabajo con Trichoderma harzianum aislada de suelos
colombianos enfrentandola in vitro con la misma técnica (cultivo dual) contra
Fusarium spp. proveniente de plantas de Maracuya y Crisantemo ornamental,
exhibiendo una accién antagonista de 70.51% y 66.8% respectivamente sin presentar

micoparasitismo. 6465

Por ultimo, es importante mencionar que estas pruebas también se realizaron en
Canadd y Espafia por Bunbury-Blanchette et al y Saro et al respectivamente.
Revelando accion antagonica in vitro sin micoparasitismo de 72.8% y 69.5% contra

Fusarium oxysporum proveniente de cultivo de cebolla.®6?

La accion antagonista de la cepa aislada de suelo Arequipefio, mostrd ser
competente con un valor de 70.319%, entrando en la clasificacion cualitativa
propuesta por Bell et al de “2” que va desde 1 hasta 5, siendo “1” la calificacion del

microparasitismo. 7
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CAPITULO IV

4.1. CONCLUSIONES
e CONCLUSION GENERAL:

Se obtuvieron esporas de Trichoderma spp. con una concentracion de 3.7925

x 108 UFC /mL y un 86.74% de viabilidad respectivamente en la region
experimentada. A su vez, se probd su actividad antagdnica contra Fusarium

spp. teniendo en promedio,70.319% de inhibicidn.

e PRIMERA:
El sustrato experimental subproducto del arroz denominado arrocillo obtenido
de lotes de produccion de arroz cascara de la ciudad de Arequipa esta
compuesto por 11.51% de Humedad, 87.83% de S6lidos volatiles y 0.66% de

cenizas.

e SEGUNDA:
Se determind la cinética de crecimiento de la cepa de Trichoderma spp. aislada
por el proyecto “FORMULACION DE UN BIOCONTROLADOR DE Oidium
spp. EN BASE A FLORA NATIVA MICROBIANA DE Origanum vulgare
(OREGANO) DE TRES PISOS ECOLOGICOS COMBINADO CON
ESTIMULANTES DE CRECIMIENTO FOLIAR”. Se identifico que entro a
la fase exponencial entre el tercer y cuarto dia, entrando a la fase estacionaria

en el septimo dia hasta el final del monitoreo, que durd dieciocho dias.

e TERCERA:
Tras el desarrollo de la prueba preliminar de cultivo y cosecha de esporas de
Trichoderma spp. se determinaron valores de concentracion de 3.0785 x 10’
UFC/mL obtenidos a partir de un medio de arrocillo producido con proporcion
de 2509 de Arrocillo- 350 mL de Agua, determinando que tiene un 41.51% de
humedad y 58.49% de solidos totales.
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El tratamiento cuatro (1000g de Arrocillo - 1150 mL de Agua) se posiciond
como la alternativa correcta de escalamiento para la produccion del sustrato
obteniendo valores de 43.8066% de humedad y 56.1933% de solidos totales.

e CUARTA:

La optimizacion de concentracion y viabilidad mediante superficie de
respuesta concluy6 que las variables evaluadas tienen efectos significantes en
la concentracion y viabilidad de esporas de Trichoderma spp., siendo los
principales el volumen de in6culo, su interaccion con el volumen de melaza
empleado y la concentracion de melaza. Como resultado 6ptimo de la region
experimental evaluada se sabe que afiadiendo al sustrato 15 mL de melaza al
15% de concentracion, 2.5 mL de in6culo y aireacién con perforaciones finas
a 5 cm de altura por encima del sustrato y espaciadas por 3 cm entre ellas; se
puede obtener 3.7925 x 108 UFC /mL y un 86.74% respectivamente.

e QUINTA:
La prueba de Antagonismo se realiz6 por triplicado obteniendo medidas finales
de crecimiento de 2.3 cm, 2.4 cmy 3.2 cm. El valor obtenido en la placa control
de Fusarium spp. (8.7cm) representd el 100% del crecimiento esperado. Por lo
tanto, la accion antagonica fue de 70.319% en promedio, siendo clasificada

cualitativamente con “2” por la escala propuesta por Bell et al.
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4.2. RECOMENDACIONES

e Si bien se demostr6 que Trichoderma spp. tiene accion antagénica in vitro
frente a Fusarium spp., seria recomendable hacer pruebas en in vivo en viveros
0 en campo tomando especial atencién a los sintomas presentados al comienzo
del cuadro de fusariosis y a su regresion relacionada o no con la presencia de
Trichoderma spp.

e Evaluar el efecto antagdnico de Trichoderma spp. contra otros microrganismos
patdgenos, tanto in vitro como in vivo, como por ejemplo Rhizoctonia o
Sclerotium, los cuales también representan pérdidas en el sector agricola.

e Evaluar nuevos sustratos experimentales de menor costo y mejor rendimiento
que el arroz quebrado, tomando en cuenta los principales productos del Per( y

sus desechos, los cuales suelen tener poco valor comercial.
e Realizar un estudio de mercado, para evaluar las utilidades y pérdidas del

proceso escalado industrialmente. Para poder abastecer las necesidades locales

o regionales de biocontroladores.
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ANEXOS
A) MEDIO SABOURAUD
GLUCOSADO
Componente Gramos/ Litro
Peptona
Tripteina
Glucosa 40
Cloranfenicol 0.05
Agar 15.0
B) MEDIO PDA (Potato
Dextrose Agar)
Componente Gramos/ Litro
Peptona
Tripteina
Glucosa 40
Cloranfenicol 0.05
Agar 15.0

Anexo 1. Composicion de los Medios Sabouraud (A) y Papa Dextrosa
Agar (B) (68,69)
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Anexo 2. Fotografia de Camara de crecimiento de Trichoderma spp. , parte
superior: aislamiendo en oscuridad, parte inferior: iluminacion constante.

Longitud de onda de maxima

. Color Absorbido Color Observado
absorbancia (nm)

380 —420 Violeta Amarillo verdoso
420 — 440 Azul Violaceo Amarillo
440 - 470 Azul Naranja

470 -500 Verde azulado Rojo

500 - 520 Verde Pdrpura

520 — 550 Verde amarillento Violeta

550 — 580 Amarillo Azul violaceo
580 - 620 Naranja Azul

620 — 680 Rojo Verde azulado
680 — 780 Plrpura Verde

Anexo 3. Longitudes de onda (nm) en el espectro visible, colores absorbidos
y observados.
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TIPO 11l DE MEDIA
ORIGEN SUMA DE GL CUADRA F SIG.
CUADRADOS TICA

Esfericidad asumida 74.638 19 3.928 4789.368 .000
Greenhouse-Geisser 74.638 1.000 74.638 4789.368 .009

TIEMPO uynh-Feldt 74,638
Limite inferior 74.638 1.000 74.638 4789.368 .009
Esfericidad asumida .016 19 .001

Error  Greenhouse-Geisser .016 1.000 .016

(tiempo) Huynh-Feldt .016
Limite inferior .016 1.000 .016

Anexo 4. Tabla de correctores resultante del analisis de varianza (ANOVA)
sobre la cinética de crecimiento de Trichoderma spp. con respecto al tiempo.

A) Tratamiento Estandar: 250 g de Arrocillo — 350 mL de Agua.

Peso arrocillo (gramos)

0 (min) 15 (min) 30 (min) 45 (min) 60 (min) 75 (min)
1 0.64 0.6329 0.6189  0.6123 0.6053
0.612 0.5966 0.5822  0.5736 0.5723
0.6 0.5934 0.5785 0.5573 0.5571
0.72 0.58 0.5742 0.566 0.5657
0.85 0.65 0.6421 0.6338 0.6247
0.74 0.58 0.5786 0.56 0.5599
0.98 0.6525 0.6249 0.6124 0.6093

Repeticion

~N oo oA oW N

B) Tratamiento 1: 500 g de Arrocillo — 700 mL de Agua.

Peso arrocillo (gramos)

Repeticidn
0 (min) 15 (min) 30 (min) 45 (min) 60 (min) 75 (min)
1 1 0.6236 0.48 0.4422 0.4422 0.4264
2 1 0.6791 05029  0.4402 0.4402 0.4156
3 1 0.5746  0.4471  0.4232 0.4232 0.4172
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C) Tratamiento 2: 500 g de Arrocillo — 650 mL de Agua.

Peso arrocillo (gramos)

75 (min)

Repeticion ) ] ) ) )
0 (min) 15 (min) 30 (min) 45 (min) 60 (min)
1 1 0.704 0.5231  0.4624  0.4432
2 1 0.7255  0.5625  0.4702 0.443
3 1 0.6787  0.5051  0.4505 0.442

0.4433
0.4351
0.4315

D) Tratamiento 3: 1000 g de Arrocillo — 1200 mL de Agua.

Peso arrocillo (gramos)

75 (min)

Repeticion ) ] ) : .
0 (min) 15 (min) 30 (min) 45 (min) 60 (min)
1 1 0.6641 05395  0.4864  0.4783
2 1 0.6096  0.4883  0.4504  0.4406
3 1 0.6007  0.4817  0.4357  0.4259

0.462
0.4376
0.4146

E) Tratamiento 4: 1200 g de Arrocillo — 1150 mL de Agua.

Peso arrocillo (gramos)

75 (min)

Repeticion ) ] 3 ) )
0 (min) 15 (min) 30 (min) 45 (min) 60 (min)
1 1 0.6507 05032  0.4654  0.4271
2 1 0.64 0.4914  0.4541  0.4363
3 1 0.6813  0.5489  0.4972 0.4906

0.4259
0.4296
0.4824

Anexo 5. Registro del peso de arrocillo durante el ensayo de determinacion de

humedad y solidos totales.
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A) Primera repeticion del disefio factorial.

ESPORAS VIABLES

Repeticion N° 1 Repeticion N° 2 Repeticion N° 3

Bolsa Total Viables % V. Total Viables % V. Total Viables % V.

1 87 42 48.28 78 35 4487 86 43 50.00
81 39 48.15 65 32 49.23 87 48 55.17
68 27 39.71 67 26 38.81 89 56  62.92
70 19 2714 61 19 31.15 41 15 36.59
98 47 47.96 105 65 61.90 87 66  75.86
69 58 84.06 82 67 81.71 123 87  70.73
113 93 82.30 102 88 86.27 87 69  79.31
160 136  85.00 88 80 9091 88 70  79.55
66 59 89.39 68 45 66.18 87 56  64.37
10 65 45 69.23 54 43 79.63 96 76 79.17
11 87 36 41.38 56 22 39.29 67 21 3134
12 34 18 52.94 54 17 3148 38 26 68.42
13 41 16 39.02 45 23 51.11 43 19 44.19
14 28 7 20 10 28.57 38 9 23.68
15 32 17 53.13 43 15 3488 67 43 64.18
16 65 51 78.46 78 56 7179 34 28 82.35
17 78 61 78.21 62 54 87.10 67 56 83.58

© 00 ~N o o B~ o w N

18 57 50 87.72 69 59 85.51 108 86 79.63
19 52 41 78.85 56 39 69.64 76 53 69.74
20 76 56 73.68 38 26 68.42 54 43 79.63
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B) Segunda Repeticion del disefio factorial.

ESPORAS VIABLES

Repeticion N° 1 Repeticion N° 2 Repeticion N° 3
Bolsa Total Viables % V. Total Viables % V. Total Viables % V.
1 91 41 45.05 65 28 43.08 73 47 64.38
2 76 42 55.26 46 23 50.00 66 32 48.48
3 78 35 44.87 44 16 36.36 67 45 67.16
4 45 12 26.67 53 19 35.85 43 11 25.58
5 101 61 60.40 98 54 55.10 64 39 60.94
6 134 98 73.13 67 52 77.61 105 82 78.10
7 67 51 76.12 78 57 73.08 96 78 81.25
8 79 57 72.15 132 87 6591 75 72 96.00
9 46 31 6739 75 52 69.33 79 56 70.89
10 75 54 72.00 65 43 66.15 87 67 77.01
1 54 25 46.30 87 12 13.79 65 28 43.08
12 65 38 58.46 58 28 48.28 28 10 35.71
13 43 16 3721 65 23 35.38 48 25 52.08
14 52 10 19.23 43 9 2093 21 6 28.57
15 28 9 3214 38 17 44,74 65 34 52.31
16 76 51 67.11 75 55 73.33 67 49 73.13
17 83 69 83.13 79 64 81.01 58 47 81.03
18 48 38 79.17 59 48 81.36 112 97 86.61
19 43 29 67.44 45 32 7111 78 52 66.67
20 78 53 67.95 48 35 7292 61 46 75.41

Anexo 6. Registro de esporas viables de Trichoderma spp. en cada repeticion
del ensayo de viabilidad.
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Crecimiento (cm.)
Dia Control Repeticion N°1 Repeticion N°2 Repeticion N°3

FCu(s)QgS:n Fusarium Trichoderma Fusarium Trichoderma Fusarium Trichoderma
0 0 0 0 0 0 0 0
1 15 1.3 15 0.8 2 0.7 1
2 15 1.7 2.3 1.2 2.5 1.2 1.9
3 1.8 2.3 2.8 1.8 3.8 15 2.2
4 2.5 2.4 5.8 2.4 45 1.8 4.3
5 4.8 2.8 5.9 2.7 6.7 2 6.2
6 5.1 2.6 6.2 2.9 7 2.7 6.9
7 7.6 2.4 6.4 2.6 7 3.1 7
8 7.8 2.4 6.8 vay: 7.5 13 7
9 8 2.3 6.8 2.3 7.5 3.4 7.3
10 8 2.3 7 2.4 7.8 3 7.4
11 8.5 2.3 7 2.4 8 3 7.5
12 8.6 2.3 7 2.4 8 3.1 7.7
13 8.7 2.3 7.1 2.4 8 3.1 1.7
14 8.7 2.3 " 2.4 8 3.2 1.7

Anexo 7 Registro de crecimiento (cm.) de Trichoderma spp. y Fusarium spp.
durante ensayo de Antagonismo.

TIPO Il DE MEDIA
ORIGEN SUMA DE GL CUADRA F SIG.
CUADRADOS TICA

Esfericidad asumida 263,474 14 18,820 187,471 ,000
Greenhouse-Geisser 263,474 1,190 221,439 187,471 ,000
TIEMPO Huynh-Feldt 263,474 2,182 120,770 187,471 ,000
Limite inferior 263,474 1,000 263,474 187,471 ,001
Esfericidad asumida 114,743 14 8,196 81,644 ,000
Error  Greenhouse-Geisser 114,743 1,190 96,437 81,644 ,001
(tiempo) Huynh-Feldt 114,743 2,182 52,595 81,644 ,000

Limite inferior 114,743 1,000 114,743 81,644 ,003

Anexo 8. Tabla de correctores resultante del analisis de varianza (ANOVA)
sobre el crecimiento de Fusarium spp. en ensayo de antagonismo.
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