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RESUMEN 

 

La caña de azúcar es uno de los cultivos más representativos del estado de Morelos 

abarcando una superficie de 22 128 has con un rendimiento promedio de 111 ton/ha. La 

producción es afectada por varios factores, uno de mayor importancia son los hongos del 

genero Fusarium spp. que infectan las raíces lo cual ocasiona la marchitez de las plantas. 

Habitualmente para el control de esta enfermedad se recomienda la aplicación de diferentes 

fungicidas cuya efectividad es limitada y ocasionan daños al ambiente, por lo que es 

necesario buscar alternativas viables para el manejo de esta enfermedad. Como resultado de 

investigaciones anteriores en el Centro de Investigaciones Biológicas de la UAEM se ha 

integrado un cepario que cuenta con aislamientos de Trichoderma spp., obtenidos de campos 

de cultivo de caña de azúcar de varios municipios del estado de Morelos. Mediante pruebas 

in vitro se ha demostrado que la cepa de T. asperellum es altamente antagonista a Fusarium spp. 

Este trabajo tuvo como objetivo general evaluar la producción de conidios de T. asperellum 

en dos sustratos naturales y proponer una formulación para su aplicación en campo. Se 

evaluarón los sustratos de granos de arroz y sorgo con diferente contenido de humedad con 

tiempos variados de esterilización, bajo un diseño completamente al azar con 16 

tratamientos, un testigo y cuatro repeticiones para cada sustrato. Las variables respuesta 

fueron: la producción de conidios y la cantidad de biomasa (mezcla de residuos del sustrato 

y conidios). Asimismo, se determinó la cantidad óptima de inoculo de T. asperellum para la 

producción masiva de conidios en sustrato de arroz. La mayor producción de conidios (9.34 

X 108 conidios/g) se presentó en el sustrato de arroz con un contenido de humedad de 

28.58% esterilizado durante 15 minutos y la mayor cantidad de biomasa se obtuvo con el 

sustrato con un contenido de humedad del 29.44% y fue esterilizado durante 15 minutos 

(P≤0.05, Tukey). En el sustrato de sorgo se registró la mayor producción de conidios/g 

(1.49 X 108) cuando presentó una humedad de 20.87% y fue esterilizado por 15 minutos 

(P<0.05); sin embargo, el análisis de varianza para la cantidad de biomasa no mostró 

diferencias significativas entre los tratamientos, presentando menos de 0.56 g. Para la 

producción masiva de conidios de T. asperellum sobre sustrato de arroz la cantidad óptima 
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de inóculo fue de 3 mL. Se evaluaron tres formulaciones compuestas con talco, yeso y 

biomasa de T. asperellum, bajo un diseño completamente al azar con cuatro tratamientos 

incluido un testigo y cuatro repeticiones. La viabilidad de las formulaciones se determinó 

mediante la evaluación de la germinación de los conidios en cada una de las formulaciones 

y en el testigo, al establecer las formulaciones y a intervalos de 30 días por 3 meses 

almacenados en oscuridad y a temperatura ambiente; también, se determinó la cantidad de 

UFC/g de cada formulado. En las formulaciones no se observó una disminución progresiva 

de la viabilidad de los conidios y la cantidad de UFC en los tres meses de almacén. En la 

evaluación inicial de las formulaciones 1, 2, 3 y el testigo presentarón 92.83, 90.57, 89.20 y 

88.94% de viabilidad, respectivamente. Esta viabilidad se redujo gradualmente después de 

3 meses de almacén a 92.31, 88.22, 89.09 y 87.50% respectivamente. La cantidad de UFC/g 

de los formulados y el testigo se redujo en un 0.53, 2.63, 0.13 y 1.6% durante los tres meses 

de almacén.    
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ABSTRACT 

 

Sugarcane is one of the most representative crops in the state of Morelos covering an area 

of 22 128 ha with an average yield of 111 ton/ha. The production is affected by several 

factors, one of major importance are the fungi of the genus Fusarium spp. that infect the 

roots causing a wilting of the plants. Usually for the control of this disease is recommended 

the application of different fungicides whose effectiveness is limited and cause damage to 

the environment, so it is necessary to look for viable alternatives for the management of 

this disease. As a result of previous investigations in the Center of Biological Research of 

the UAEM has been integrated a strains collection that counts with isolates of Trichoderma 

spp., obtained from fields of sugarcane of several municipalities of the state Morelos. In vitro 

tests have shown that the T. asperellum strain is highly antagonistic to Fusarium spp. The 

general objetive of this work was evaluate the production of conidia of T. asperellum in two 

natural substrates and to propose a formulation for its application in field. Substrates of 

grains of rice and sorghum with different moisture content and with varying sterilization 

times were evaluated, under a completely random design with 16 treatments, one control 

and four repetitions for each substrate. The response variables were: the production of 

conidia and the amount of biomass (mixture of substrate residues and conidia). The optimal 

amount of T. asperellum inoculum was also determined for the massive production of conidia 

in rice substrate. The highest production of conidia (9.34 X 108 conidia/g) was present in 

rice substrate with a moisture content of 28.58% sterilized for 15 minutes and the highest 

amount of biomass was obtained with the substrate with a moisture content of 29.44% and 

sterilized for 15 minutes (P≤0.05, Tukey). In the sorghum substrate the highest conidia 

production (1.49 X 108 conidia/g) was registered when it present a humidity of 20.87% and 

was sterilized during 15 minutes (P<0.05); however, the analisis of variance for the amount 

of biomass showed no significant difference between treatments, presenting less than 0.56 

g. For the massive production of T. asperellum conidia on rice substrate the optimal amount 

of inoculum was 3 mL. Three formulations composed of talc, gypsum and T. asperellum 

biomass were evaluated under a completely randomized desing with four treatments 

including a control and four repetitions.  
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The viability of the formulations was determined by evaluating the germination of the 

conidia in each of the formulations and in the control, when establishing the formulatins 

and at intervals of 30 days for 3 months stored in the dark and at room temperatura; the 

amount of CFU/g of formulated was also determined. In the formulations there was no a 

progressive decrease in the viability of the conidia and the amount of CFU in the three 

months of storage. In the initial evaluation of formulations 1, 2, 3 and the control presented 

92.83, 90.57, 89.20 and 88.94% viability, respectively. This viability was gradually reduced 

after 3 months of storage at 92.31, 88.22, 89.09 and 87.50% respectively. The amount of 

CFU/g of the formulated and the control was reduced by a 0.53, 2.63, 0.13 and 1.6% during 

the three months of storage.   
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN  

 

El cultivo de caña de azúcar (Saccharum officinarum) es uno de los cultivos industriales de 

mayor importancia a nivel mundial (Hernández, 2014). En México es una importante fuente 

de divisas y empleo para una gran parte del sector de la población rural (DOF, 2015). En el 

estado de Morelos su importancia se debe a la cantidad de superficie que se destina a la 

producción de este cultivo y los rendimientos más altos registrados a nivel nacional (SIAP, 

2017).  

Un factor que ha limitado el desarrollo y los rendimientos de este cultivo son las plagas 

y enfermedades (Suárez et al., 2018; Zhang y Govindaraju, 2018). Las enfermedades 

producidas por microorganismos fitopatógenos constituyen la mayor causa de pérdida en la 

producción agrícola (Rey et al., 2000), los hongos pueden causar hasta el 50% de pérdidas 

de la producción nacional (Ibarra et al., 2006). La marchitez es una de las enfermedades 

fungosas más importantes del cultivo de caña de azúcar, ocasiona una sintomatología de 

clorosis y flacidez de las plantas, así como reducción de su crecimiento y los efectos de esta 

enfermedad inciden directamente en el rendimiento del cultivo (Viswanathan y Rao, 2011). 

Martínez-Jaimes (2014), reporta que la necrosis de la raíz de caña de azúcar en el estado de 

Morelos es causada por Fusarium andiyazi, F. nygamai, F. solani y F. sacchari, induciendo la 

marchitez de las plantas de caña de azúcar.  

El control de esta enfermedad se realiza mediante la aplicación de compuestos químicos 

(Vishwakarma et al., 2013), los cuales tienen efectividad limitada y causan daños severos al 

ambiente (Hermosa et al., 2012). Debido a la problemática que presenta el control químico, 

el control biológico constituye una estrategia viable para el manejo de las enfermedades de 

las plantas de importancia agrícola (Heredia y Delgadillo, 2000). Diversos agentes de control 

biológico han sido estudiados, destacando el género Trichoderma; su importancia se reconoce 

por los mecanismos de acción que presenta (Guédez et al., 2012).  

La necesidad de reducir el uso de fungicidas en el control fitosanitario hace necesario 

desarrollar tecnologías que permitan de forma económica y efectiva obtener productos a 

partir de microorganismos, con viabilidad de conidios para ser aplicados en campo (Michel-

Aceves et al., 2008). Trichoderma también es ampliamente utilizado debido a su ubicuidad, a 



 

6 
 

su facilidad para ser aislado y producido, a su crecimiento rápido en un gran número de 

sustratos y a que no afecta a las plantas (Chávez, 2006).  Para que este hongo pueda ser 

utilizado en campo es necesario que se produzcan grandes cantidades de conidios (Martínez, 

2010). La producción de conidios de Trichoderma se realiza utilizando técnicas de 

fermentación sólida, líquida o difásica. En la fermentación sólida se utilizan diferentes 

sustratos como: arroz, avena, soya, trigo, cebada, entre otros. Estos procesos representan 

una alternativa para la producción de conidios a nivel industrial o artesanal, obteniendo 

resultados de calidad (Chávez-García et al., 2008).  

Para que los conidios de Trichoderma spp. obtenidos mediante un proceso de producción 

intensivo puedan ser aplicados en campo para el control de hongos fitopatógenos es 

necesario realizar formulaciones adecuadas para reducir la pérdida de viabilidad de los 

conidios, mejorando las propiedades de almacenamiento, manipulación, aplicación, 

efectividad y seguridad (Martínez, 2010). 
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CAPÍTULO 2. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

2.1. IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE CAÑA DE AZÚCAR 

 

La caña de azúcar (Saccharum officinarum) pertenece a la familia Poaceae y tiene la característica 

única de acumular altos niveles de azúcar en su tallo. Por lo cual, desempeña un papel 

fundamental en la agricultura mundial como cultivo productor de azúcar. Se cultiva 

principalmente en regiones tropicales y subtropicales de más de 90 países que prucen más 

de ciento setenta y dos millones de toneladas de azúcar (Asano et al., 2004; DOF, 2015) 

destacando como principales países productores Brasil, India y Tailandia (CONADESUCA, 

2016).  

México se encuentra entre los diez principales países productores de caña de azúcar (Ruiz 

et al., 2015). Además de satisfacer la demanda nacional y la agroindustria, también ha 

ampliado su volumen de exportaciones, ubicando a México como el sexto país exportador 

de azúcar a nivel mundial en el ciclo 2013/14 (Sentíes-Herrera et al., 2014; CONADESUCA, 

2016).  

En México la producción de caña de azúcar y sus derivados es una de las principales 

agroindustrias. Se siembra en regiones distribuidas en la costa del Pacifico, Área Central, 

Golfo de México y Área Caribeña de la Península de Yucatán, con una extensión de 822,897 

hectáreas, que abastecen 57 ingenios, de los cuales se obtienen 56,007,311 ton. Los 

principales estados productores de caña de azúcar por superficie sembrada son Veracruz, 

San Luis Potosí, Jalisco, Oaxaca y Tamaulipas, juntos contribuyen con el 70.28% de la 

producción nacional (SIAP, 2017). 

La industria azucarera es una actividad de alto impacto, generando más de 440 mil 

empleos directos que benefician indirectamente a más de 2.2 millones de personas; sus 

actividades productivas se desarrollan en 15 entidades federativas y 227 municipios en 

donde habitan 12 millones de personas (DOF, 2015).  

En el estado de Morelos uno de los cultivos más representativos es la caña de azúcar. Se 

cultiva en 20 municipios, que conjuntamente presentan una superficie sembrada de 22,128 
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ha y un rendimiento promedio de 111.47 ton/ha, el cual, es uno de los mayores registrado 

a nivel nacional. Los municipios con mayor superficie sembrada son Tlaltizapán, Ayala, 

Tlaquiltenango, Yautepec, Cuautla y Jojutla, juntos contribuyen con el 47.56% de la 

producción estatal (SIAP, 2017). 

Un factor que ha limitado el desarrollo y los rendimientos de este cultivo es la incidencia 

de plagas y enfermedades. Existen al menos 100 especies de insectos que ocasionan daños 

al cultivo de caña, los efectos en la caña dependen de los órganos y tejidos que son afectados; 

se les puede encontrar causando daños en raíces, tallos y hojas durante un periodo especifico 

de desarrollo de la planta, o bien, durante todo el ciclo del cultivo de la caña de azúcar 

(Salgado et al., 2012).  

Los insectos plaga que se presentan comúnmente en el cultivo de caña de azúcar en el 

estado de Morelos son barrenadores: Diatraea magnifactella y Eoreuma loftini, picudo del tronco 

Cholus morio Cham; pulgón amarillo Melanaphis sacchari; mosca pinta o salivazo Aeneolamia 

contigua; chinche de encaje Leptodictya tabida; escama acanalada Praelongorthezia acapulcoa 

(Campos et al., 2012; Fonseca et al., 2013; Muñiz-Vélez et al., 2015). También, el cultivo 

presenta severos daños por la rata de campo Sigmodon hispidus (Villar-González, 2000). 

La producción de caña de azúcar en todo el mundo ha sido afectada por diversas 

enfermedades, constituyendo una amenaza para los lugares donde se siembra (Comstock, 

2013). A pesar de los esfuerzos para obtener variedades resistentes a enfermedades, la 

incidencia de enfermedades en este cultivo continúa y el rendimiento disminuye cada año; 

los países productores reportan pérdidas entre el 10% y el 15% de la producción de azúcar 

(Viswanathan y Rao, 2011). En India Rott et al. (2000), Rao et al. (2002) y Sentíes-Herrera et 

al. (2014) reportan que existen aproximadamente 55 enfermedades de caña de azúcar 

causadas por hongos, bacterias, virus, fitoplasmas y nematodos. 

Se conoce que las enfermedades causadas por hongos fitopatógenos constituyen la mayor 

causa de pérdida en la agricultura, alteran las funciones fisiológicas de las plantas, afectando 

a su funcionamiento normal, reduciendo generalmente los rendimientos y en casos extremos 

provocándoles la muerte (Rey et al., 2000; Infante et al., 2009). En México se ha reportado 
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que las enfermedades fungosas asociadas al cultivo de caña de azúcar son el carbón causado 

por Sporisorium scitamineum, la roya (Puccinia melanocephala y Puccinia Kuehnii), Pokkah boeng   

(F. moniliforme, F. Proliferatum y F. verticilloides) y la marchitez asociada a especies de Fusarium 

(Salgado et al., 2012; Martínez-Fernández et al., 2014; Rosas-Guevara et al., 2014; Martínez-

Fernández et al., 2015). Sentíes-Herrera et al. (2017) reportan que las enfermedades que 

tienen mayor efecto en el cultivo de caña de azúcar en México fueron causadas por hongos 

de los géneros Fusarium (1194 ha) y Puccinia (414 ha). En el estado de Morelos las 

enfermedades ocasionadas por hongos fitopatógenos que afectan al cultivo de caña de 

azúcar son el carbón causado por Sporisorium scitamineun, la roya causada por Puccinia 

melanocephala y la marchitez ocasionada por especies del género Fusarium. La incidencia de 

esta enfermedad ha incrementado en los últimos años, por lo que es preocupante para los 

productores cañeros (Campos y Lugo, 2012; Martínez-Fernández et al., 2014; Martínez-

Fernández et al., 2015). 

 

2.2. MARCHITEZ DE LA CAÑA DE AZÚCAR 

 

La marchitez es una importante enfermedad de tallo y raíz que afecta el rendimiento de caña 

de azúcar en muchos países donde se cultiva, cuya sintomatología es una clorosis de las 

bases en hojas jóvenes, seguida por la flacidez y muerte de las plantas (Martínez-Jaimes, 

2014); causando pérdidas en la producción debido a la reducción de 15-30% en la extracción 

del jugo (Viswanathan y Rao, 2011).  

El agente causal de esta enfermedad es un tema de debate, ya que se ha documentado la 

incidencia de diferentes hongos fitopatógenos asociados a síntomas de marchitez en el 

cultivo de caña de azúcar. Diferentes autores tales como Mohanraj et al. (2002), Satyavir y 

Kushal, (2002), Rosas et al. (2013), Silva et al. (2013) mencionan la presencia de diferentes 

especies de Fusarium aislados de tejidos de raíces, hojas y tallos. Viswanathan et al. (2011), 

compararon especies de Fusarium obtenidas de tallos de caña con marchitez, encontraron 

que F. sacchari fue el que produjo los síntomas de marchitez, y que las cepas como F. 

verticilliodes, F. proliferatum y F. napiforme fueron no patogénicas o menos virulentas. Waraitch, 
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1981; McFarlane y Rutherford, 2010; Viswanathan et al., 2011 y Mohammadi et al., 2012, 

reportan que la enfermedad de la marchitez y la malformación de hojas se han asociado con 

diferentes especies de Fusarium como: F. moniliforme, F. sacchari, F. verticillioides, F. proliferatum, 

F. napiforme, F. andiyazi, y F. moniliforme var. subglutinans. Rebollar et al. (2012) mencionan a F. 

sacchari, F. subglutinans, F. verticillioides, F. andiyazi, F. kyuyensi y F. brachigybbosum. Martínez-

Jaimes (2014), en el estado de Morelos reportó cuatro especies de Fusarium causantes de la 

marchitez de la caña de azúcar Fusarium andiyazi, F. nygamai, F. sacchari y F. solani.  

 

2.3. TAXONOMÍA DEL GÉNERO Fusarium 

 

El género Fusarium es considerado como el grupo más importante de hongos patógenos de 

plantas de importancia económica que afectan la agricultura y horticultura globalmente 

(Summerell et al., 2010; Zhang y Jeyakumar, 2018). Aproximadamente el 80% de las plantas 

cultivadas están asociadas con al menos una enfermedad causada por alguna especie de 

Fusarium (Leslie y Summerell, 2006).  

El planteamiento sobre la taxonomía del género Fusarium inicio con Wollenweber y 

Reinking (1935, citado por Leslie y Summerell, 2006). Considerando 135 especies, 

proponiendo un sistema subgenérico basado en 16 secciones. Este sistema constituyo la 

base para nuevos esquemas taxonómicos del género Fusarium, como el propuesto por 

Snyder y Hansen (Romero, 1993). 

Entre las obras sobresalientes y más reconocidas sobre la taxonomía de Fusarium se 

encuentran las de Booth (1971), Gerlach y Nirenberg (1982) y Nelson et al. (1983). En estos 

sistemas se puso más atención a una evaluación cuidadosa de aspectos morfológicos, tales 

como las células conidiógenas, macroconidios, microconidios y las clamidosporas 

(Summerell et al., 2010). 
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2.4. PRINCIPIOS DE CONTROL DE LAS ENFERMEDADES DE PLANTAS 

 

2.4.1. MEDIDAS PREVENTIVAS 

Para reducir pérdidas en la producción se deben tomar en cuenta ciertas medidas, tales 

como: seleccionar el suelo óptimo para el desarrollo del cultivo, uso de variedades resistentes 

a plagas y enfermedades, material vegetal certificado, ajustar tasas de siembra, profundidad 

de la semilla y control de malezas, realizar rotación y asociación de cultivos, preferentemente 

al utilizar plantas con propiedades antagónicas, desinfectar maquinaria y herramienta de 

trabajo e incorporar materia orgánica. La incorporación de materia orgánica al suelo 

favorece la actividad antagónica de la biota habitante del suelo; aplicación de organismos 

antagonistas y uso de productos químicos que protejan los cultivos de manera preventiva 

(Zavaleta-Mejía, 2000; Wagner, 2006; Kerruish, 2014). Una problemática actual en México 

es la existencia de variedades resistentes a Fusarium spp. (Rosas-Guevara et al., 2014). 

2.4.2. MEDIDAS DE CONTROL 

Para obtener rendimientos óptimos en la producción agrícola se deben de efectuar labores 

de cultivo oportunamente: así como, establecer medidas de sanidad vegetal para el control 

de los patógenos. Algunas de estas medidas son las siguientes: prácticas de labranza, 

aplicación de fertilizante, prácticas de saneamiento que incluye todas las actividades 

destinadas a eliminar o reducir la cantidad de inoculo en la planta o parcela, eliminación de 

órganos enfermos y destrucción de residuos, así como, la aplicación de agentes de control 

biológico e incorporación de productos químicos para el control de enfermedades 

(Sandoval, 2004; Kerruish, 2014).  
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2.5. MANEJO DE Fusarium spp. EN CAÑA DE AZÚCAR 

 

Campos et al., (2012) mencionan que el control de estos patógenos causantes de la 

enfermedad de la marchitez se puede realizar mediante tres formas: 

1. Control cultural 

Establecer el cultivo en suelos bien drenados, cuando el cultivo se establezca en suelos 

pesados, se tendrán que utilizar las curvas de nivel para conducir el agua adecuadamente. 

Los riegos deben ser espaciados y los cultivos se deben mantener libres de malezas 

realizando labores culturales en tiempo y forma.  

 
2. Control químico  

La forma tradicional para el control de las enfermedades en los cultivos ha sido la aplicación 

de productos químicos, los cuales se aplican a la semilla, follaje y al suelo, pero debido a su 

composición resultan tóxicos e inespecíficos, ya que además de eliminar a los patógenos, 

dañan la flora y la fauna del suelo (Vinale et al., 2008; Malusá y Vassilev, 2014). Además, de 

no ser completamente exitoso en la prevención de enfermedades en plantas causadas por 

Fusarium y ejercer resistencia por parte de los fitopatógenos del suelo a fungicidas, sin olvidar 

el detrimento que causa en la salud humana (Michel-Aceves et al., 2008; Askun, 2018). Ibarra 

et al., (2006) reportan que el uso de plaguicidas también puede generar la presencia de nuevas 

especies de microorganismos fitopatógenos con un grado de afectación más virulento. El 

uso de estos productos químicos ha permitido obtener incrementos en la producción; sin 

embargo, sus efectos adversos están impactando de manera significativa la sostenibilidad de 

la agricultura (Zavaleta-Mejía, 2000). Por esta razón, es necesaria la búsqueda de alternativas 

orientadas al manejo de agentes antagonistas que sean eficientes y compatibles con el 

ambiente (Cupull et al., 2003). 

Sin embargo, en plantas de caña de azúcar con síntomas de marchitez o pokkah boeng 

se ha indicado que es necesario hacer una aplicación de tiofanato metílico en dosis de 1 a 2 

kg/ha (Campos et al., 2012). Este fungicida es el más utilizado en el estado de Morelos, sin 
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embargo, López-Alcántara et al. (2016) evaluaron mediante pruebas in vitro la efectividad de 

tres fungicidas sobre F. sacchari; informando que los fungicidas carbendazim y benomyl son 

altamente efectivos en todas las dosis, en contraste con el fungicida tiofanato metílico quien 

presentó efectividad a partir de la dosis de 10 ppm. Vishwakarma et al. (2013) reportan que 

se deben realizar aplicaciones de carbendazim (1 g/L), oxicloruro de cobre (0.2%) y 

mancozeb al 0.3%, realizando usualmente dos aplicaciones a intervalos de 15 días, lo que 

reduce la enfermedad y pérdidas en el rendimiento. 

La efectividad de los productos químicos depende de diversos factores, tales como: la 

variedad del cultivo, tipo de boquilla de la aspersora, volumen de pulverización y velocidad 

de aplicación; también influyen las condiciones ambientales (Lehoczki-Krsjak et al., 2010).  

 
3. Control biológico  

La aplicación de Trichoderma spp. para el manejo de enfermedades de raíz causadas por 

Fusarium spp. ha sido reportado en diferentes trabajos. Perdomo et al. (2007) evaluarón la 

aplicación de T. harzianum para el control de Pythium sp., Rhizoctonia solani y Fusarium spp. 

causantes de la enfermedad “sancocho” en semilleros de tomate. Sus resultados indican que 

T. harzianum reduce la enfermedad causada por los patógenos en el cultivo de tomate.  

García et al. (2006b) evaluarón un biofungicida a base de T. harzianum contra los 

patógenos Sclerotium cepivorum, R. solani, Fusarium spp. y Phytophthora spp. en plantas de ajo, 

plátano, café, tabaco, leguminosas y solanáceas. Los resultados obtenidos muestran que en 

todos los cultivos se redujo la incidencia de las enfermedades ocasionadas por los diferentes 

patógenos.  

Gamboa-Villa, (2017) evaluó la aplicación de T. asperellum y T. koningiopsis sobre plantas 

de caña de azúcar inoculadas con F. andiyazi, patógeno causante de la marchitez. Sus 

resultados indican que ambas especies de Trichoderma son altamente antagónicas hacia 

Fusarium sp.   
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Campos et al. (2012) indican que para el manejo preventivo de la enfermedad de la 

marchitez o pokkah boeng en el cultivo de caña de azúcar se deben realizar aplicaciones con 

el hongo Trichoderma spp. 

2.6. CONTROL BIOLÓGICO DE ENFERMEDADES 

 

Cook y Baker (1983) definen el control biológico de patógenos vegetales como la reducción 

de la densidad de inoculo de un patógeno o su capacidad para producir la enfermedad, 

mediante la acción de uno o más organismos, sin la intervención del hombre. Por otra parte, 

Campbell (1989) lo define ampliamente como: cualquier método de control de 

enfermedades de las plantas, utilizando organismos para reducir estas enfermedades.  

El control biológico mediante organismos antagónicos representa una valiosa 

herramienta biológica para la protección de los cultivos contra hongos fitopatógenos (Ait-

Lahsen et al., 2001). 

Dentro de los agentes de control biológico se pueden encontrar hongos, bacterias y virus 

(Robles, 2012). Babalola (2010) reporta que se pueden encontrar hongos como Trichoderma 

spp., y rizobacterias promotoras de crecimiento de las plantas de los géneros Azotobacter, 

Burkholderia, Bacillus, Serratia, Pseudomonas, y Rhodoccocus. Michel-Aceves et al. (2008) 

mencionan que los hongos más utilizados y conocidos en control biológico pertenecen a los 

Hyphomycetes, entre ellos, los géneros Trichoderma, Penicillium y Gliocladium. 

El género Trichoderma se considera que es uno de los antagonistas más importantes para 

el control biológico por poseer diferentes mecanismos de acción contra los patógenos de 

las plantas (Méndez-Vilas, 2010; Valencia et al., 2011). También son importantes debido a 

su ubicuidad, a su facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su crecimiento rápido en un gran 

número de sustratos y a la capacidad de sobrevivir en condiciones desfavorables (Rey et al., 

2000; Benítez et al., 2004). 
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2.7. Trichoderma spp.  

 

Trichoderma spp. es un hongo que se encuentra en muchos ecosistemas (Hermosa et al., 2012); 

un organismo de vida libre y se puede encontrar principalmente en suelos y ecosistemas de 

raíz, donde se observan interacciones complejas entre la planta huésped, los patógenos y 

factores ambientales (Harman, 2006; Woo et al., 2006).  

El género Trichoderma está catalogado entre los agentes de control biológico más eficientes 

debido al amplio espectro antagonista que presenta (Michel-Aceves et al., 2008); pueden 

ejercer antagonismo y controlar un amplio rango de patógenos de las plantas 

económicamente importantes incluyendo hongos, virus y bacterias (Benítez et al., 2004; 

Harman et al., 2004). Especies de Trichoderma son utilizadas en la agricultura para el manejo 

de enfermedades causadas por patógenos fúngicos del suelo tales como: Phytophthora, 

Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium, Fusarium (Bernal et al., 2000; Ferre y Santamarina, 2010) y 

Verticillium spp. (González et al., 2005).  

La clasificación taxonómica de Trichoderma propuesta por Chaverri et al. (2011) es la 

siguiente: Reino: Fungi 

 División: Ascomycota 

 Subdivisión: Pezizomycotina 

 Clase: Sordariomycetes 

 Subclase: Hypocreomycetidae 

 Orden: Hypocreales 

 Familia: Hypocreaceae 

 Género: Trichoderma  

Las colonias de Trichoderma generalmente crecen rápidamente, los tonos son típicamente 

verdes, gris o marrón, las hifas son septadas,  generalmente hialinas, de pared lisa, los 

conidióforos en la mayoría de las especies con un eje principal muy ramificado, las fiálides 
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típicamente verticiladas, alternas u opuestas, conidios unicelulares, típicamente de color 

verdes o hialinos, de paredes lisas, ovoides o elipsoidales, clamidosporas abundantes, 

particularmente en medio de cultivo sumergido, de forma elipsoidal, hialina o color amarillo 

o verde, de pared lisa. Algunas especies de Trichoderma tienen fase sexual la cual es conocida 

como Hypocrea (Kubicek y Harman, 1998; Howell, 2003; García-Núñez et al., 2017; Hyder et 

al., 2017). 

Colonias de T. asperellum después de siete días de incubación en medio de cultivo PDA 

presentan diámetro de 8-9 cm; con la formación de 2-3 anillos concéntricos y producción 

densa de conidios. En su morfología microscópica presenta conidióforos ramificados de 

forma regular, con ramas primarias uniformemente espaciadas y apareadas, terminando en 

dos o más fiálides. Las fiálides se forman en las puntas de las ramas, siendo rectas, 

ampuliformes, ligeramente anchas en el centro (ancho de la fiálide de 2.33-3.27 μ) y largo 

(7.33-11.4 μm). Los conidios son globosos a subglobosos ligeramente ovalados, ancho de 

1.84-3.26 μm) largo (2.44-3.65 μm) y con pigmentación verde-amarilla (Gamboa-Villa, 

2017).   

 

2.8. REQUERIMIENTOS PARA EL CRECIMIENTO DE Trichoderma SPP. 

 

Trichoderma spp. requiere ciertos nutrientes y condiciones ambientales para su apropiado 

crecimiento y reproducción. Principalmente necesitan una fuente de carbono (almidón, 

pectina, celulosa), una fuente de nitrógeno (urea, nitritos, amoniaco y sulfato de amonio), y 

otros microelementos como hierro, zinc, cobre, molibdeno y manganeso en muy bajas 

concentraciones (Osorio-Concepción et al., 2013; Noboa y Quelal, 2015). 

Trichoderma se desarrolla en un rango de temperatura de 15-35 °C, siendo la temperatura 

óptima 25 °C; períodos alternados de luz y oscuridad (fotoperiodo); pH entre 2 y 9 siendo 

el óptimo entre 4 y 7 y una humedad entre el 70 y 80% (Noboa y Quelal, 2015).  

Los hongos descomponen el almidón secretando enzimas hidrolíticas (glucoamilasas, α-

amilazas, β-amilazas, pulunasas e isoamilazas) altamente concentradas en las puntas de la 
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hifa para penetrar en el sustrato y acceder a los nutrientes, promoviendo la actividad 

metabólica y el rápido crecimiento micelial (Jaronski y Jackson, 2012).  

 

2.9. MECANISMOS DE ACCIÓN DE Trichoderma SPP. 

 

Uno de los aspectos más importantes de la ciencia de control biológico es el estudio de los 

mecanismos empleados por agentes de control biológico para efectuar el control de la 

enfermedad (Howell, 2003).   

Los mecanismos de acción mediante los cuales los aislamientos de Trichoderma enfrentan 

al patógeno se describen a continuación:  

 

2.9.1. COMPETENCIA 

 

Se define como el comportamiento desigual de dos o más organismos ante un mismo 

requerimiento, siempre y cuando la utilización del mismo por uno de ellos reduzca la 

cantidad necesaria para los demás (Martínez et al., 2013).  

La escasez de nutrientes de fácil acceso para los microorganismos, especialmente los que 

viven en el suelo y la superficie de las plantas podría dar lugar a una competencia por 

nutrientes, por ejemplo, Trichoderma podría competir por iones de hierro, nutriente que es 

esencial para los patógenos de las plantas (Verma et al., 2007). 

Cepas de Trichoderma crecen rápidamente en el suelo, debido a que son resistentes a 

muchos compuestos tóxicos como herbicidas, fungicidas, plaguicidas, entre otros. La 

competencia por rizosfera es la causa más común de muerte para los microorganismos 

fitopatógenos, compitiendo por nutrientes (principalmente por carbono, nitrato y hierro) y 

espacio (Howell, 2003; Martínez et al., 2013). 

Trichoderma tiene la capacidad de movilizar y absorber los nutrientes del suelo, en 

comparación de otros antagonistas. El uso eficiente de los nutrientes disponibles se basa en 
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la capacidad de Trichoderma para obtener ATP a partir del metabolismo de diferentes 

azúcares (Mukherjee et al., 2012). 

2.9.2. ANTIBIOSIS 

 

Michel-Aceves (2001) y Robles (2012) definen el efecto de antibiosis como un proceso de 

interacción entre organismos en el cual uno o más metabolitos son excretados (enzimas 

hidrolíticas, metabolitos secundarios volátiles y pequeñas moléculas tóxicas) por un 

organismo y tienen efecto dañino sobre uno o más organismos, normalmente actúan en 

bajas concentraciones. Además, los antibióticos y otros productos tóxicos que son volátiles 

(como el cianuro de hidrogeno), son capaces de afectar el crecimiento de las células de los 

microorganismos fitopatógenos. 

Benítez et al. (2004) reportan que Trichoderma spp. produce gran cantidad de compuestos 

difusibles de bajo peso molecular, también conocidos como “antibióticos”, que mediante 

las interacciones impiden el crecimiento micelial del patógeno, entre los metabolitos tóxicos 

volátiles y no volátiles se han reportado ácido harziánico, alameticina, tricolin, peptaiboles, 

antibioticos, 6-pentil-α-pirona, massoilactona, viridina, gliovirina, glisoperonas, ácido 

heptéldico, entre otros.  

Shi et al. (2012) reportaron que T. pseudokoningii produce tres principales peptaiboles, 

tricokonin VI (TK VI), tricokonin VII y tricokonin VIII, siendo TK VI el peptaibol que 

obtuvo mayor actividad antifúngica contra F. oxysporum, Ascochyta citrulina, Botrytis cinerea y 

Phytophthora parasitica, por lo tanto, a este peptaibol se le atribuye tener gran actividad 

antifúngica contra patógenos de plantas. También reportaron que        TK VI ejerce actividad 

antifúngica contra los hongos patógenos de plantas a través de una vía apoptótica.  

Ferre y Santamarina (2010) evaluaron la eficacia de T. harzianum en la supresión de              

F. culmorum, reportando que las hifas de F. culmorum mostraron una severa deformación 

debido posiblemente a la secreción de metabolitos de T. harzianum que inhibieron el 

crecimiento micelial de patógeno.  
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2.9.3. MICOPARASITISMO 

 

Es un proceso muy complejo que involucra eventos secuenciales incluyendo el 

reconocimiento, el ataque y la posterior penetración y muerte del huésped (Benítez et al., 

2004). Especies de Trichoderma pueden ejercer control biológico parasitando una amplia 

gama de hongos y la detención de crecimiento de otros; debido en gran parte a la expresión 

secuencial de enzimas que degradan la pared celular, en su mayor parte quitinasas, glucanasas 

y proteasas (Harman et al., 2004).  

El micoparasitismo implica cambios morfológicos tales como, el enrollamiento y la 

formación de estructuras similares al apresorio, que tienen la función de penetrar en el 

huésped. Involucra cuatro pasos secuenciales: quimiotropismo, reconocimiento, adhesión y 

enrollamiento y penetración de la pared celular y degradación del contenido de la célula 

huésped. El quimiotropismo de un hongo antagonista es el crecimiento dirigido hacia el 

huésped, después, procede el reconocimiento mediado por la unión de carbohidrato de 

lectina entre el huésped y Trichoderma spp., posterior al reconocimiento las hifas de 

Trichoderma se unen y se enrollan alrededor de la hifa del huésped y las estructuras semejantes 

a apresorios penetran en el huésped produciendo enzimas que degradan la pared celular y 

peptaiboles, lo que facilita la entrada de la hifa de Trichoderma al hongo huésped y la 

asimilación del contenido de la pared celular (Howell, 2003; Steyaert et al., 2003; Benítez et 

al., 2004). 

Kubicek et al. (2011) reporta que el micoparasitismo comprende una combinación de 

eventos que incluyen la lisis de las paredes celulares del patógeno hospedero, abundantes 

enzimas se encargan de degradar la armadura de carbohidratos de las hifas del hospedero 

en su mayoría enzimas quitinolíticas, glucósido hidrolasa y β-1,3-glucanasas producidas por 

Trichoderma spp. El grupo de las enzimas glucósido hidrolasas comprende a la familia GH18 

la cual, contiene enzimas que degradan la quitina, siendo esta un componente sustancial de 

las paredes celulares de los hongos, por lo tanto, las quitinasas son fundamentales en el 

ataque micoparasitario.   
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2.9.4. PROMOCIÓN DEL CRECIMIENTO  

 

Especies de Trichoderma han sido ampliamente evaluadas por la capacidad de sintetizar 

diversos metabolitos secundarios, los cuales pueden tener muchos efectos biológicos en las 

plantas (Reino et al., 2008). Algunos de estos metabolitos pueden estimular el crecimiento 

de gran diversidad de plantas, incluyendo, cultivos de frutales, ornamentales y forestales; el 

nivel de promoción del crecimiento puede aumentar hasta 200% en la biomasa total en 

comparación con las plantas que no son inoculadas con Trichoderma spp. (Stewart y Hill, 

2014). Harman et al. (2004) reportan que Trichoderma spp. puede colonizar raíces y aumentar 

el número de raíces siempre y cuando haya abundantes raíces sanas en el ecosistema, 

también, aumenta el crecimiento de las raíces y por ende aumenta el crecimiento de la planta 

y mejora la absorción de nutrientes.  

Nieto-Jacobo et al. (2017) reportan que la promoción del crecimiento de las plantas no es 

una característica universal de todas las cepas de Trichoderma, debido a la diversidad de 

relaciones simbióticas entre plantas y microorganismos, y a que la interacción entre las 

plantas y Trichoderma involucra el reconocimiento de moléculas producidas por hongos 

como auxinas y compuestos orgánicos volátiles (VOCs). Sin embargo, esta relación depende 

del entorno; en este estudio los metabolitos secundarios involucrados en la promoción del 

crecimiento de las plantas fueron los compuestos orgánicos volátiles sintetizados por 

Trichoderma, sin embargo, no todos los VOCs pueden promover el crecimiento de las plantas, 

debido a la variabilidad en cuanto a la cepa que los produce, a los compuestos implicados y 

diversos mecanismos de inducción.   

Candelero et al. (2015) estimaron el efecto promotor de crecimiento evaluando 14 cepas 

nativas de Trichoderma spp. en plántulas de Capsicum chinense, mostrando que 5 de las cepas 

evaluadas ejercieron un efecto promotor del crecimiento obteniendo plantas de mayor vigor, 

mayor tamaño y mayor biomasa seca total en comparación con el testigo (plantas sin 

inocular).  
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Mastouri et al. (2010) atribuyen que el aumento del vigor en plántulas de tomate fue por 

la aplicación de T. harzianum, ya que posee mecanismos que mitigan tensiones abióticas y 

fisiológicas en las semillas y plántulas. 

 

2.10. PRODUCCIÓN DE HONGOS ANTAGONISTAS  

 

La producción de hongos se fundamenta en la propagación masiva del hongo, 

principalmente mediante esporas conocidas como conidios. Los métodos de producción 

desarrollados incluyen la multiplicación artesanal, la producción semi-indistrial y la 

producción industrial, para la cual se requiere de reactivos y equipos especializados 

(Monzón, 2004). 

Trichoderma produce tres tipos de propágulos: hifas, clamidosporas y esporas (conidios); 

para la producción masiva de este hongo las esporas son más viables, caracterizadas por 

tener una gruesa pared exterior, constituida por tres capas: endospora, epispora y perispora, 

que protegen el protoplasto. Esta pared celular gruesa permite a los conidios sobrevivir a 

condiciones adversas, manteniéndolos en dormancia hasta que haya condiciones óptimas 

para su germinación (Allori et al., 2017; Vassilev y Mendes, 2018).   

2.10.1. FERMENTACIÓN 

 

Fermentación es el término utilizado para describir cualquier proceso para la obtención de 

un producto por medio del cultivo de un microorganismo; el producto puede ser la célula 

en sí, referida como producción de biomasa.  

La producción de biomasa constituye con frecuencia el objetivo de las fermentaciones; 

si se desea obtener biomasa es necesario considerar diversos factores para obtener una 

oxidación completa del sustrato, con el fin de que toda la energía del sustrato sea liberada y 

utilizada para la absorción y asimilación (Colina et al., 2009).  
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2.10.1.1. FERMENTACIÓN LÍQUIDA 

 

Es una técnica de crecimiento de microorganismos en un medio líquido, donde todos los 

nutrientes se encuentran disueltos en el medio de cultivo y el proceso se lleva a cabo bajo 

condiciones fisicoquímicas controladas (García et al., 2006a). El medio de cultivo líquido 

básico para la producción de hongos entomopatógenos contiene glucosa o sacarosa (fuente 

de carbohidratos), extracto de levadura (fuente de nitrógeno), licor de maceración de maíz 

(utilizado para la producción de blatoesporas) y gentamicina, estreptomicina o claranfenicol 

(antibióticos utilizados para inhibir el crecimiento de bacterias) (Jaronski y Jackson, 2012).  

 

2.10.1.2. FERMENTACIÓN SÓLIDA 

 

La fermentación sólida es un proceso que involucra medio sólido en ausencia parcial o total 

de agua libre; sin embargo, el sustrato debe tener la humedad suficiente para permitir el 

crecimiento del microorganismo y que lleve a cabo sus procesos metabólicos (Pandey, 

2003); además, sirve como fuente de nutrientes y como soporte para que los 

microorganismos crezcan sobre él (Robinson et al., 2002).  El sistema de producción en 

estado sólido en la producción de hongos entomopatógenos (Hypocreales) es el más 

utilizado, debido a su eficacia, además de no requerir equipo especializado (Jaronski y 

Jackson, 2012).   

En la fermentación sólida se pueden manipular parámetros fisicoquímicos y bioquímicos 

como: el tamaño de partícula, humedad inicial, pH, pretratamiento del sustrato, humedad 

relativa, temperatura de incubación, agitación, aireación, entre otros (Roussos y Perraud-

Gaime, 1996; Pandey, 2003). Vassilev y Mendes (2018), informan que el sistema de 

fermentación en estado sólido es un método efectivo para la producción de biomasa de 

hongos antagonistas, los conidios sobreviven durante largos periodos de tiempo, son fáciles 

de almacenar y demuestran una gran actividad en el suelo, además de que los sustratos son 

económicos y el equipo es simple. 
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Para un crecimiento óptimo en la producción de conidios de hongos filamentosos se 

requiere de una adecuada nutrición (fuentes de carbono, fósforo y nitrógeno) (Jaronski y 

Jackson, 2012), por lo que a elección de un sustrato adecuado es un factor clave en procesos 

de fermentación sólida. Han sido reportados sustratos empleados para la producción masiva 

de conidios de Trichoderma spp. como: grano de arroz, grano de trigo, grano de sorgo, grano 

de maíz, grano de alpiste, bagazo de caña, melaza, café, pulpa de remolacha, harina de trigo, 

cascarilla de arroz, cascara de maní, cáscara de tomate, cáscara de ajo, cáscara de cacao, 

cáscara de ajonjolí, cáscara de cacahuate, olote de maíz, rastrojo de soya, rastrojo de maíz, 

vaina de frijol y cáscara de café (Krishna, 2005; Michel-Aceves et al., 2008; Arévalo et al., 

2017). 

La humedad juega un papel importante en la fermentación sólida, una baja humedad 

tiende a reducir la difusión de nutrientes, crecimiento del microorganismo, estabilidad 

enzimática y degradación del sustrato, por lo que es importante mantener un nivel óptimo 

humedad (Ferrer et al., 2014). Vassilev y Mendes (2018) mencionan que los pasos principales 

para el proceso de producción de Trichoderma spp. en fermentación sólida son: el aislamiento 

de la cepa, identificación, selección de sustratos, optimización de los sustratos, separación 

de las esporas, proceso de formulación y evaluación en campo (Figura 1). 
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Figura 1. Proceso de producción de Trichoderma spp. mediante sistema de fermentación en 
estado sólido.  
 

2.10.1.3. FERMENTACIÓN DIFÁSICA  

 

La fermentación difásica se lleva a cabo secuencialmente en dos fases: una líquida y otra 

sólida. Generalmente, en la fermentación difásica el hongo inicialmente crece en un medio 

liquido hasta el final de la fase de crecimiento exponencial, y posteriormente se transfiere 

esta biomasa a un sustrato sólido (Elósegui, 2006).   

 

2.11. FORMULACIONES DE HONGOS ANTAGONISTAS 

 

En una formulación de hongos antagonistas como ingrediente activo se pueden emplear 

conidios y clamidosporas. Sin embargo, para la elaboración de formulaciones a base de 

hongos antagónicos frecuentemente se utilizan los conidios, debido a que son resistentes a 

ESCALA INDUSTRIAL Y COMERCIALIZACIÓN

EVALUACIÓN DE CAMPO

PROCESO DE FORMULACIÓN–OPTIMIZACIÓN DE LA VIDA ÚTIL

MICELIO/SEPARACIÓN DE ESPORAS

ESTADO SÓLIDO 
FERMENTACIÓN - OPTIMIZACIÓN DE PARÁMETROS DEL PROCESO

SELECCIÓN DEL SUSTRATOS                                                                                                      
(RESIDUOS AGRO-INDUSTRIALES)

MEJORAMIENTO DE LA CEPA

AISLAMIENTO DE LA CEPA, SELECCIÓN, IDENTIFICACIÓN
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condiciones ambientales no favorables para su germinación (García et al., 2006a; Allori et al., 

2017).    

Una formulación se define como el proceso mediante el cual el ingrediente activo, se 

mezcla con materiales portadores inertes; tales como, adherentes, solventes, emulsificantes 

o gelificantes, entre otros. Estos materiales estabilizan la longevidad del propágulo infectivo 

durante el almacenamiento; protegen el propágulo del medio ambiente, aumentando su vida 

útil y ayudan a su desarrollo una vez que se aplica en el suelo. También, deben cumplir con 

ciertos requisitos, tales como, no afectar la actividad del hongo antagonista, no deben de 

tener actividad biológica sobre animales, plantas o insectos benéficos, ser inocuos para el 

medio ambiente, presentar características físico-químicas adecuadas para mezclase con los 

conidios (Urtubia y France, 2007).  

El objetivo de realizar una formulación es preparar una combinación de ingredientes de 

tal forma que el propágulo infeccioso o principio activo se mantenga estable y viable durante 

el mayor tiempo posible en almacenamiento (Martínez, 2010; Ravensberg, 2011). 

Existen diferentes tipos de formulaciones y varían en función al ingrediente activo, la 

producción masiva, el método de aplicación; así como el agente patógeno a controlar. En el 

Cuadro 1 se muestran las consideraciones para la elaboración de formulaciones de acuerdo 

con el tipo de patógeno. 
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Cuadro 1. Consideraciones de formulaciones de acuerdo con el tipo de 
patógeno (Ravensberg, 2011) 

      

  Bacterias Hongos Virus Nemátodos 

1. Estabilidad     

     
 Mantener virulencia ++ ++++ ++ ++++ 

 Normalización de la potencia o contenido +++ ++ ++++ + 

 Mantener estabilidad física  + ++ ++ +++ 

 Mantener estabilidad química – – – – – + +++ 

 Minimizar número y crecimiento de 
contaminantes  

++ – – – ++ – – 

 Envoltura  ++ +++ ++ ++++ 

     

2. Eficacia y factibilidad de uso     

     
 Características de aspersión +++ ++++ +++ – – – 

 Método y equipo de aplicación ++ ++++ ++ ++ 

 Eficiente focalización   +++ ++++ +++ – 

 Conveniencia de uso   + +++ + ++ 

 Mejora de la actividad de propágulos ++ ++++ +++ – – 

      

3. Persistencia      

      

 Protección +++ ++++ ++++ – – 

 Estimulación del crecimiento de los propágulos – – – +++ – – – – – – 

      

4. Registro y seguridad      

      

 Minimizar la exposición ++++ ++++ + – – – 

 

Reducir al máximo los contaminantes 
microbianos 

+++ +++ +++ – – – 

      

      
De + a +++++: Aumento de cantidad de atención necesaria durante la formulación.  
–: No relevante.  

       
 

Bravo et al. (2011) mencionan que para una formulación óptima es necesario obtener la 

estabilidad física y biológica durante el almacenamiento, evitar la evaporación, incrementar 

la cobertura y adherencia en el follaje, mejorar la dispersión, aumentar la resistencia a las 

condiciones ambientales (lluvia, temperatura, radiación, etc.) y facilitar la aplicación. 

Monzón (2004), reporta que para realizar formulaciones la viabilidad de los conidios del 
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hongo no debe ser menor a 95%; y el contenido de humedad debe estar entre 4 y 6% 

(Uturbia y France, 2007). Deben ser considerados también factores muy importantes en el 

proceso de producción masiva como: medio de cultivo, temperatura, tiempo a la cosecha y 

régimen de secado, ya que afectan la cantidad y viabilidad de los conidios en almacenamiento 

(Ravensberg, 2011).  

 

2.12. TIPOS DE FORMULACIONES  

 

Existen diferentes formulaciones, dependiendo del ingrediente activo, procesos de 

producción, el objetivo y el método de aplicación; cada formulación es específica para un 

determinado patógeno y está determinada por las características de este patógeno; el modo 

de acción del propágulo infeccioso es de vital importancia, ya que determina los requisitos 

para la elaboración de la formulación. También influye para la elección de la formulación, 

los tipos de propágulos y el modo de aplicación, si será aplicación foliar o del suelo; ya que 

las formulaciones foliares exigen mayores consideraciones que las formulaciones de 

aplicación en el suelo, siendo éstas más simples (Ravensberg, 2011). 

Las formulaciones básicas pueden ser líquidas y sólidas (Faria y Wraight, 2007) y están 

compuestas por tres tipos de componentes: el principio activo (microorganismo), el soporte 

o vehículo (sólido o líquido) y coadyuvantes (inertes que tienen función protectora, 

dispersante, y adherente, entre otras. Verma et al. (2007), documentaron que 60% de los 

biofungicidas que están en el mercado son elaborados a partir de Trichoderma spp. y el 40% 

restante corresponde a otros biofungicidas que tienen como principio activo bacterias, 

nematodos y virus (Figura 2).  
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Figura 2. Estadísticas del mercado de biofungicidas de Trichoderma spp. y otros 
biofungicidas, que tienen como principio activo bacterias, nematodos y virus. El mercado 
se basa en datos dispersos de biofungicidas. 

 

Bettiol et al. (2014), reportan que en México actualmente están a la venta alrededor de 31 

productos comerciales de control biológico de fitopatógenos, elaborados por empresas 

mexicanas, de los cuales se desconoce la procedencia de los organismos con los cuales son 

formulados. Principalmente se comercializa T. harzianum (Bioben, Bioderma, Biothork, 

TRICHO SIN, Natucontrol, Bioinsectum y Miya Fungi TH) y Bacillus subtilis (Prosoil, 

Bioboster, Agrobacilo y Bacifol) utilizados para el control biológico en hortalizas. Hyder et 

al. (2017) indican que en Ámerica Central y del Sur se han registrado 22 bioproductos que 

tienen como principio activo Trichoderma spp., y se comercializan 32 biofungicidas (Cuadro 

2). La mayoría de los bioformulados de Trichoderma spp. utilizan las especies de T. viride,        

T. virens y principalmente T. harzianum (Benítez et al., 2004). Verma et al. (2007) y Bettiol et 

al. (2014) reportan que esta última especie es la más utilizada como agente de control 

biológico en formulados comerciales (Cuadro 3). 
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Cuadro 2. Distribución de bioproductos basados en Trichoderma spp. disponibles en 
el mercado mundial 

Región 
# de 

productos 
informados 

# de 
productos 
registrados 

Descripción Formulaciones 

Hongos 
Estimulador 

de 
crecimiento 

Polvo Granular Líquida Pellets 

África 9 9 7 1 4 - - - 

Asia 100 8 79 2 51 0 12 0 

Europa 57 21 24 2 27 13 5 1 

Ámerica   
del 

Norte 

 
29 

 
19 

 
16 

 
4 

 
19 

 
15 

 
5 

 
1 

Oceanía 22 10 8 1 13 3 - 1 

Ámerica 
Central 

y del 
Sur 

 
40 

 
22 

 
32 

 
- 

 
24 

 
3 

 
6 

 
1 

TOTAL 257 89 166 10 138 34 28 4 
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Cuadro 3.  Lista de agentes de control biológico basados en especies de Trichoderma (Verma et al., 2007).  
          

Organismo 
benéfico 

Nombre comercial Plagas controladas  
Tipo de acción 

según el fabricante 
País de 
registro 

T. harzianum 

RootShieldTM, 
BioTrek 22GTM, 
SupresivitTM, T-
22GTM, T-22HBTM 

Patógenos de suelo: Pythium, Rhizoctonia, Verticillium, 
Sclerotium y otros. 

Micoparasitismo y 
competidor 

U.S. y 
Europa 

T. harzianum TrichodexTM Botrytis cinerea y otros Micoparasitismo Israel 

T. harzianum y T. 
polysporum 

BinabTM Patógenos relacionados con árboles Micoparasitismo U.K., Suecia 

T. harzianum y T. 
viride 

TrichopelTM, 
TrichojetTM, 
TrichodowelsTM, 
TrichosealTM 

Armillaria, Botryosphaeria y otras enfermedades fúngicas 
Antagonismo por 

enzimas y 
antibióticos 

Nueva 
Zelanda 

Trichoderma spp. 
PromotTM, 
Trichoderma 2000, 
Biofungus 

Promotor de crecimiento, Rhizoctonia solani, Sclerotium 
rolfsii, Pythium spp., Fusarium spp. en cultivo de vivero y 
campo 

- 
U.S. y 
Bélgica 

T. viride Trieco 

Para el manejo de Rhizoctonia spp., Pythium spp., Fusarium 
spp., Podredumbre de la raíz, podredumbre de las 
plántulas, pudrición de cuello, podredumbre roja, caída 
de hojas, marchitez por Fusarium en una amplia variedad 
de cultivos. 

- India 

T. harzianum Trichoderma 2000 Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Pythium - Israel 

T. harzianum TUSAL® - - España 
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2.12.1. FORMULACIONES LÍQUIDAS 

 

En formulaciones líquidas se utilizan solventes líquidos y un emulsificante; el líquido 

utilizado tiene la función de mantener suspendidos los conidios en el medio para logar una 

mezcla homogénea, también este líquido debe evitar la absorción de agua por los conidios 

y mantener su viabilidad (Monzón, 2001). Generalmente estas formulaciones son 

concentraciones en aceite, las cuales surgen de la mezcla de aceite, conidios, inertes, agua y 

un emulsificador (Martínez, 2010).  

Las formulaciones de hongos entomopatógenos realizadas con aceites son mayormente 

utilizadas debido a que minimizan la evaporación, facilitan la adhesión, dispersión de los 

conidios en el área blanco, protegen al conidio de condiciones adversas y se utilizan en ultra 

bajo volumen (Morales, 1993; Hernández, 1996; Cazorla y Morales, 2016). Sin embargo, en 

la producción orgánica los aceites minerales o derivados del petróleo no son aceptados 

debido al tipo de aceite que contienen (Monzón, 2001).   

 

2.12.2. FORMULACIONES SÓLIDAS   

 

El proceso de producción masiva es un factor muy importante para la formulación, ya que 

se presentan variaciones en cuanto a la calidad de los conidios; los conidios que se obtienen 

a partir de sustratos sólidos son más exitosos, debido a que toleran mayor el estrés abiótico 

(Elósegui et al., 2009). Santos et al., (2012) mencionan que también, la vida útil de los 

productos formulados puede depender de las características de la cepa, el tipo de 

formulación y la temperatura de almacenamiento.  

Las formulaciones sólidas incluyen polvo humectable, granulados, gránulo dispersable en 

agua y polvo de contacto (Faria y Wraight, 2007). Una característica de esta formulación es 

utilizar un soporte sólido para diluir el principio activo; se emplean sales solubles en agua 

como cloruros, carbonatos, sulfatos, fosfatos y se utilizan tierras inertes como talco, arcillas, 

caolín, bentonita, silicato, zeolita, entre otros (Martínez, 2010). En formulaciones de hongos 

entomopatógenos también se utilizan emulsificantes, tensoactivos y otros adyuvantes, que 
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son importantes para la protección de la unidad infectiva tales como polímeros (aumentan 

tamaño de gota y evitan evaporación), protectores de radiación, adherentes, dispersantes, 

estabilizantes y protectores (Tanzini et al., 2001; Urtubia y France, 2007; Grijalbab et al., 

2009).  

Las formas de presentación de los productos registrados a nivel mundial de Trichoderma 

spp. comúnmente son polvos humectables, granulados dispersables, concentrados 

emulsionables y pellets, los cuales tienen una vida útil de 6 meses almacenados a 

temperaturas inferiores a los 18 °C (Santos et al., 2012).  

Kumar et al. (2013), evaluaron la vida útil de cuatro formulaciones de una cepa de T. 

harzianum utilizando diferentes concentraciones de biomasa líquida y sólida, así como talco 

y carbón vegetal como vehículos (material inerte), adicionadas con carboximetilcelulosa, 

obteniendo una reducción de la viabilidad de 66.78, 69.98, 69.52 y 70.81% en un periodo de 

120 días.  

Mukherjee et al. (2014), desarrollaron un formulado con la cepa de T. harzianum CICR-

G, empleando como vehículo talco adicionado con carboximetilcelulosa; con el producto 

se realizó un tratamiento de semillas de algodón y fueron sembradas en suelo inoculado con 

Sclerotium delphinii, teniendo como resultado que el tratamiento con suelo infestado presentó 

en promedio 2.7 plantas sanas y el tratamiento con el formulado 6.6 plantas sanas.  

Sriram et al. (2010), evaluaron el efecto de quitina coloidal en la vida útil de un formulado 

utilizando como vehículo talco en relación 1:2 (v/w), agregaron diferentes concentraciones 

de quitina al medio de cultivo para la producción y durante la formulación con talco; 

evaluaron la viabilidad de los conidios inicial y mensualmente hasta que obtuvieran una 

concentración de 2 X 106. La formulación donde se agregó la quitina al medio liquido 

presentó una vida útil a los 7 meses agregando 0.10 y 0.20% de quitina pura de 2 x 106 

UFC/g. La formulación donde se agregó la quitina al momento de formular con talco la 

vida útil a los 7 meses fue de 1 x 10 5 UFC/g, en las diferentes concentraciones de quitina y 

en el testigo. 
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2.13. ESTABILIDAD DE LOS FORMULADOS  

 

La función principal de una formulación es mantener los propágulos en un estado de baja 

actividad metabólica, viables y virulentos durante el mayor tiempo posible de 

almacenamiento en el empaque del producto final (vida útil), la cual, depende de la 

temperatura de almacenamiento, de los portadores utilizados en la formulación, el proceso 

de producción, así como, el método utilizado y las características de la cepa (Ravensberg, 

2011; Mohd et al., 2013). 

Santos et al. (2012) mencionan que productos registrados a nivel mundial que tienen 

como ingrediente activo Trichoderma spp. cuyas formas de presentación son polvos mojables, 

granulados dispersables, concentrados emulsionables y pellets, tienen vidas útiles cercanas 

a los 6 meses cuando son almacenados al vacío y a temperaturas inferiores a 18 °C.   

 

2.14. APLICACIÓN DE FORMULADOS  

 

La aplicación de la formulación es la manera de introducir el agente de control biológico en 

el ecosistema de la planta, para permitir su supervivencia o multiplicación cerca o dentro de 

los sitos de entrada de patógenos específicos de la planta huésped (Bonaterra et al., 2012). 

Para una aplicación eficiente del formulado es importante conocer la biología del agente de 

control biológico, así como, las condiciones ambientales a las cuales son susceptibles; 

también se debe considerar, su modo de acción, la biología del patógeno objetivo, dosis, 

equipo y la de frecuencia de aplicación. En aplicaciones al suelo una distribución uniforme 

es de mayor importancia que obtener una eficiente pulverización (Ravensberg, 2011).   

Francés et al. (2006), reportaron que la eficacia del agente de control biológico en el 

control de patógenos depende principalmente de la dosis, ya que la dosis debe ser relativa 

de acuerdo con el patógeno, también, la dosis puede influir de diferentes maneras de acuerdo 

con el agente de control biológico y las condiciones ambientales.  
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En formulaciones a base de hongos, Bonaterra et al. (2012) recomiendan una dosis de 107 

UFC/mL -1; sin embargo, para la aplicación del formulado comercial PHC ® T-22® que 

tiene como ingrediente activo T. harzianum cepa T-22 la dosis es variada de acuerdo con el 

cultivo (90 - 908 g/ha). 
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CAPÍTULO 3. JUSTIFICACIÓN 

 
La cepa de T. asperellum aislada de la rizosfera del cultivo de caña de azúcar en el estado de 

Morelos, ha sido seleccionada en laboratorio por pruebas in vitro presentando altos niveles 

de antagonismo hacia especies de Fusarium. Sin embargo, es necesario evaluar la producción 

de conidios en sustratos naturales y obtener un formulado de fácil aplicación en campo, 

eficiente y de vida útil en almacén mayor a tres meses.  

CAPÍTULO 4. OBJETIVOS 

 

4.1. OBJETIVO GENERAL  

 
Evaluar dos sustratos naturales para la producción de conidios de T. asperellum y proponer 

tres formulaciones a base de biomasa de T. asperellum. 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

1. Determinar las condiciones óptimas para la producción de conidios de T. asperellum en 

sustratos de arroz y sorgo. 

2. Desarrollar y evaluar tres formulaciones conteniendo conidios de T. asperellum. 

 

4.3. HIPÓTESIS 

 
1. La producción de conidios de T. asperellum es variable de acuerdo al sustrato natural 

donde se desarrolle, siendo mayor en sustrato de arroz.  

2. Al menos una formulación de T. asperellum mantendrá de un 90 a 95% de viabilidad 

de los conidios para recomendar su evaluación en campo. 
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CAPÍTULO 5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Esta investigación se realizó en el Centro de Investigaciones Biológicas de la Universidad 

Autónoma del estado de Morelos. 

 

5.1. ACTIVACIÓN DE LA CEPA DE T. asperellum 

 

Se activó la cepa 2 correspondiente a T. asperellum. del cepario de Hongos Fitopatógenos del 

Centro de Investigaciones Biológicas de la Universidad Autónoma del estado de Morelos, 

la cual por pruebas in vitro se ha demostrado que es altamente antagonista a Fusarium spp. 

De un vial con sílica gel conteniendo la cepa de T. asperellum, se tomaron cristales con 

esporas con ayuda de una pinza estéril y se colocaron en cajas Petri con medio de cultivo 

Agar Extracto de Malta (EMA) Difco y Agar Dextrosa Papa (PDA) Bioxon. Las cajas Petri 

se sellaron y etiquetaron con los datos correspondientes, incubándose a 24 °C durante un 

periodo de 12 días. 

  

5.2. SELECCIÓN DE SUSTRATOS PARA LA PRODUCCIÓN DE CONIDIOS DE                 

T. asperellum  

 

5.2.1. MANEJO DE SUSTRATOS PARA DETERMINAR LA HUMEDAD ÓPTIMA PARA 

LA PRODUCCIÓN DE CONIDIOS DE T. asperellum 

 

De manera inicial se evaluó el porcentaje de humedad del sustrato de arroz y sorgo para 

determinar la humedad óptima para el crecimiento de T. asperellum sobre sustratos naturales. 

Para esto se estableció un diseño completamente al azar con 16 tratamientos y cuatro 

repeticiones de cada sustrato incluido un testigo (Cuadro 4), la unidad experimental fue una 

bolsa de polipapel que contenía 100 g de sustrato.  
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Cuadro 4. Tratamientos para determinar la humedad 
óptima de los sustratos para la producción de T. asperellum 

            

  
Tratamiento 

Hidratación 
(min) 

Drenado 
(min) 

Esterilización 
(min)   

 1 15 10 15  

 2 30 20 15  

 3 45 30 15  

 4 60 40 15  

 5 15 10 20  

 6 30 20 20  

 7 45 30 20  

 8 60 40 20  

 9 15 10 25  

 10 30 20 25  

 11 45 30 25  

 12 60 40 25  

 13 15 10 30  

 14 30 20 30  

 15 45 30 30  
  16 60 40 30   

 

 

5.2.2. PRODUCCIÓN DE CONIDIOS DE T. asperellum EN GRANOS DE ARROZ Y 

SORGO CON DIFERENTE CONTENIDO DE HUMEDAD 

 

Los sustratos fueron lavados tres veces con agua de la llave, se dejó hidratar durante 15, 30, 

45 y 60 minutos, después del periodo de hidratación se eliminó el exceso de agua durante 

10, 20, 30 y 40 minutos, las bolsas se cerraron eliminando el aire y realizando un nudo en la 

parte superior y se esterilizaron en una autoclave AESA CV300 durante 15, 20, 25 y 30 

minutos a una presión de 1.5 kg/cm2 (121 °C). Una vez concluida la esterilización las bolsas 

se dejaron enfriar durante 24 h, se tomó una muestra de 100 g de sustrato de cada 

tratamiento para determinar el porcentaje de humedad por el método de pérdida de peso 

por secado de cada sustrato, se determinó el peso de cada muestra, posteriormente el 

sustrato de cada muestra se vertió en un recipiente y se colocaron en un horno a 110 °C 
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durante 24 horas (Figura 3), después de este tiempo las muestras fueron pesadas. La 

humedad del sustrato de cada tratamiento se determinó mediante la fórmula de Zhang et al. 

(2012): 

 

 

Donde: 

MC: Contenido de humedad % 

WW: Peso húmedo de la muestra  

DW: Peso seco de la muestra  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Sustrato de arroz en estufa a 110 °C 

WW 

 WW - DW 
MC = X 100 
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5.2.3. INOCULACIÓN DE LOS TRATAMIENTOS CON T. asperellum 

 

Cada tratamiento de sustrato con diferente contenido de humedad se inoculó con una 

suspensión de conidios de T. asperellum. La suspensión de conidios se preparó adicionando 

20 mL de agua destilada estéril con Tween 20 (0.1%) a una caja Petri con T. asperellum con 

10 días de crecimiento. Con una aguja de disección previamente flameada y fría se 

desprendieron los conidios de Trichoderma de la colonia. Con ayuda de un hematocitómetro 

esta suspensión se ajustó a una concentración de 1 X 107 conidios/mL. A esta suspensión 

conidial se adicionó 125 ppm de cloranfenicol. Con una pipeta esterilizada se tomaron 2 mL 

de la suspensión de conidios de T. asperellum y se depositaron en una bolsa que contenía 100 

g de sustrato esterilizado, las bolsas sellaron realizando un nudo en la parte superior, se 

etiquetaron con los datos correspondientes y se incubaron (Figura 4) durante 15 días a 

temperatura ambiente 24 ± 2 °C; el contenido de las bolsas se homogenizo manualmente 

cada tercer día para favorecer el desarrollo del micelio y esporulación.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Producción de conidios en sustrato de arroz. a) Colonias de                    
T. asperellum. b) Suspensiones conidiales. c) Sustrato de arroz inoculado con          
T. asperellum e incubado a 24 ± 2°C. 

a) b) 

c) 
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Después del tiempo de incubación se determinó la producción de conidios de                      

T. asperellum en cada uno de los tratamientos.  

Para el conteo de conidios se pesó 1 g de sustrato esporulado (Figura 5a) del tratamiento 

correspondiente en una balanza analítica granataria, y se agregó a un matraz que contenía 

100 mL de agua destilada con Tween 20 (0.1%) (Figura 5b), el matraz se etiquetó y se agitó 

con un vórtex para homogenizar la suspensión. El conteo de conidios se realizó utilizando 

una cámara de Neubauer; con una pipeta Gilson se tomó una alícuota de la suspensión, y se 

colocó en la cámara de conteo, después de 5 minutos, se realizó el conteo de los conidios 

en un microscopio Leica DM500; se realizaron 4 conteos por repetición, para obtener un 

rendimiento promedio de cada tratamiento. 

Se determinó la producción de conidios por gramo a través de la fórmula de Cañedo y 

Ames, (2004): 

  

 

 

Donde: 

Factor de cámara= 250,000 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Sustrato de arroz inoculado con T. asperellum incubado durante 15 días.  
a) Grano de arroz esporulado de T. asperellum. b) Suspensión conidial de T. 
asperellum. 

a) b) 

No. Conidios por mL 
número de cuadros 

total de conidios contados (factor de cámara) 
= 
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Posteriormente, se procedió a reducir la humedad del sustrato esporulado de cada 

tratamiento, para lo cual, las bolsas se abrieron y colocaron en una incubadora durante 3 

días; posteriormente, el contenido de cada repetición (bolsa) se vertió en un recipiente 

(Figura 6a), se colocó una cubierta de papel y se dejaron en incubación durante 10 días a 

temperatura ambiente, el sustrato de cada repetición se homogenizo manualmente cada 

tercer día.  

Después de reducir la humedad del sustrato se procedió a obtener los conidios de                    

T. asperellum, este proceso consistió en separar los conidios del sustrato y se recolectaron en 

forma de biomasa que consiste en residuos de polvo del sustrato y conidios; esto se realizó 

depositando cada repetición (sustrato colonizado por T. asperellum) en un tamiz de 120 

micras y mediante agitación y frotación, se separaron los conidios del sustrato (Figura 6b). 

El material retenido por el tamiz se desechó y la biomasa se depositó en bolsas de aluminio 

y se colocaron en refrigeración para mantener su viabilidad por más tiempo (Monzón, 2001). 

En una balanza analítica Precisa XT 220A se pesó la cantidad de polvo del sustrato con 

conidios de los diferentes tratamientos evaluados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) b) 

Figura 6. Extracción de biomasa de T. asperellum. a) Deshidratación del sustrato 
esporulado. b) Tamizado de los granos de arroz con T. asperellum 
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5.3. CANTIDAD ÓPTIMA DE INÓCULO DE T. asperellum PARA LA PRODUCCIÓN 

MASIVA DE CONIDIOS EN SUSTRATO DE ARROZ  

 

Tomando como criterio el resultado del experimento anterior se consideró al sustrato de 

arroz para realizar la producción masiva de conidios de T. asperelum. La producción masiva 

se realizó en bolsas que contenían 300 g de sustrato de arroz, por lo que fue necesario 

determinar la cantidad óptima de inoculo de T. asperellum. Se realizó un diseño 

completamente al azar con tres tratamientos (cantidad de inoculo 3, 5 y 8 mL) y tres 

repeticiones. La unidad experimental fue una bolsa de polipapel que contenía 300 g de 

sustrato de arroz.  

El grano de arroz fue lavado tres veces con agua de la llave, se hidrató por 30 minutos, 

concluido el tiempo de hidratación se eliminó el exceso de agua durante 20 minutos, 

después, se pesaron 300 g de sustrato de arroz y se coloraron en bolsas de polipapel para 

posteriormente ser esterilizadas durante 15 minutos. Las bolsas con sustrato esterilizado se 

dejaron enfriar en una campana de flujo laminar durante 24 horas.  

Las repeticiones de cada tratamiento fueron inoculadas con 3, 5 y 8 mL de inoculo de T. 

asperellum con concentración de 1 X 107 conidios/mL, respectivamente; las bolsas se sellaron 

e incubaron bajo las condiciones descritas anteriormente. Concluido el tiempo de 

incubación, se determinó la producción de conidios de los tratamientos de acuerdo con la 

metodología antes descrita. 

 

5.4. PRODUCCIÓN DE CONIDIOS DE T. asperellum EN SUSTRATO DE ARROZ 

 

Para realizar la producción de T. asperellum se consideraron los resultados de los bioensayos 

anteriores. 

El sustrato de arroz fue lavado 3 veces con agua de la llave, se hidrató durante 20 min, 

después se eliminó el exceso de agua durante 30 min; posteriormente 300 g de sustrato se 

depositaron en bolsas de polipapel, se sacó el aire de las bolsas y se realizó un nudo en la 

parte superior, las bolsas fueron esterilizadas en autoclave durante 15 min a una presión de 



 

43 
 

1.5 kg/cm2 (121° C), concluido el tiempo de esterilización, las bolsas se colocaron sobre la 

campana de flujo laminar y se dejaron enfriar durante 24 h. 30 bolsas con 300 g de sustrato 

fueron inoculadas con 3 mL de una suspensión de T. asperellum a una concentración de 1 X 

107 conidios/mL. La preparación del inoculo se hizo siguiendo la metodología 

anteriormente descrita. Las bolsas inoculadas se cerraron realizando un nudo en la parte 

superior, se etiquetaron con los datos correspondientes y se incubaron durante 15 días a 

temperatura ambiente 24° C ± 2, el contenido de las bolsas se homogenizó manualmente 

cada tercer día para favorecer el desarrollo del micelio y esporulación.  

Posteriormente, se procedió a reducir la humedad del sustrato esporulado, para lo cual, 

las bolsas se quedaron abiertas en la incubadora durante 3 días; después, el contenido de las 

bolsas se vertió en un recipiente, se colocó una cubierta de papel, se dejaron en incubación 

durante 10 días a temperatura ambiente y se homogenizó el sustrato esporulado 

manualmente cada tercer día.  

Después de reducir la humedad del sustrato esporulado se procedió a obtener los 

conidios de T. asperellum, este proceso consistió en separar los conidios del sustrato y se 

recolectaron en forma de biomasa que consiste en una mezcla de residuos del sustrato de 

arroz y conidios; esto se realizó depositando el sustrato colonizado por T. asperellum en un 

tamiz de 120 micras y mediante agitación y frotación, se separaron los conidios del sustrato. 

El material retenido por el tamiz se desechó y los residuos del sustrato y conidios se depositó 

en bolsas de aluminio y se colocaron en refrigeración para mantener su viabilidad por más 

tiempo (Monzón, 2001). Posteriormente, se determinó el porcentaje de humedad de la 

biomasa de T. asperellum, para lo cual, se registró el peso de un recipiente de aluminio vacío, 

después se pesó 1 gramo de biomasa y se depositó sobre el recipiente de aluminio y se 

registró su peso (peso del recipiente de aluminio y más la muestra humeda), el recipiente 

con la biomasa se colocó en un horno a 100 °C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo 

de incubación se procedió a registrar el peso del recipiente de aluminio más la muestra seca 

y se determinó el porcentaje de humedad mediante la fórmula de Mar y Lumyong, (2012). 
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Donde 

W= Peso del recipiente de aluminio con biomasa húmeda 

D= Peso del recipiente de aluminio con biomasa seca 

B= Peso del recipiente de aluminio 

 

5.5. CALIDAD DE LA BIOMASA DE T. asperellum  

 

Después de obtener la biomasa, se procedió a evaluar su calidad, lo cual se refiere a la 

cantidad de conidios/g, la viabilidad de los conidios y la pureza.   

La evaluación se realizó de la manera siguiente 

1. Cantidad de conidios por gramo de biomasa. 

Para el conteo de conidios de cada tratamiento se pesó 1 g de biomasa en una balanza 

analítica Precisa XT 220A, y se depositó en tubo de ensayo que contenía 9 mL de agua 

destilada adicionada con Tween 20 (0.1%) previamente esterilizados, el matraz se etiquetó 

y se agitó en un vórtex para homogenizar la suspensión (Toledo-Hernández et al., 2017). De 

esta solución se tomó 1 mL con una pipeta estéril y se vertió en un tubo de ensayo que 

contenía 9 mL de agua destilada estéril con Tween 20 al 0.1%, el tubo de ensayo se etiqueto 

y se agito en un vortex. El conteo de conidios se realizó utilizando una cámara de Neubauer 

(Santos et al., 2013); con una pipeta Gilson se tomó una alícuota de la dilución 10-1, y se 

colocó en la cámara de conteo, después de 5 minutos, se realizó el conteo de los conidios 

en un microscopio Leica DM500; se realizaron 10 conteos, para obtener un rendimiento 

promedio. 

 

   (W-B) – (D-B) / (W-B) * 100 % de humedad = 
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Se determinó la producción de conidios por gramo de biomasa a través de la fórmula de 

Cañedo y Ames, (2004): 

 

 

 

Donde: 

Factor de cámara= 250,000 

2. Viabilidad  

La viabilidad se determinó mediante el porcentaje de germinación, para lo cual se realizó 

una suspensión utilizando 1 g de biomasa, se agregó a un tubo de ensayo con 9 mL de agua 

destilada estéril adicionada con Tween 20 (0.1%), la suspensión se agitó en un vortex, para 

posteriormente realizar diluciones seriadas; con una pipeta estéril se tomó 1 mL de la 

suspensión conidial y se depositó a un tubo de ensayo que contenía 9 mL de agua destilada 

estéril con Tween 20 al 0.1%, el tubo de ensayo se etiquetó con los datos correspondientes 

(10-1) y se agitó en un vortex, se realizaron más diluciones seriadas hasta obtener la dilución 

con una concentración de 1 X 105 conidios/mL. 

Se utilizaron 3 cajas Petri con medio de cultivo PDA, las cuales fueron marcadas con 5 

puntos en la parte externa inferior, después, con una micropipeta se tomaron 50 μl de la 

dilución con concentración de 1 X 105 conidios/mL y fueron depositados en cada punto de 

las cajas Petri (250 μl por caja); las cajas se etiquetaron e incubaron a 25 ± 2 °C durante 16 

horas. Transcurrido el tiempo de incubación se procedió a cortar cuadros de agar de 1 cm 

en los puntos donde fueron depositadas las alícuotas de suspensión de conidios; el cuadrado 

de agar se colocó sobre un portaobjetos y se cubrió con un cubreobjetos. Las evaluaciones 

se realizaron utilizando el microscopio óptico Leica DM500 con el objetivo 40X. Se 

realizaron 3 muestras, cada una con 5 submuestras y se realizó un conteo de más de 100 

conidios por muestra. Las variables que se evaluaron son: número de conidios germinados, 

número de cuadros 
No. Conidios por mL 

total de conidios contados (factor de cámara) 
= 
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número de conidios no germinados y total de conidios. Un conidio se considera germinado 

cuando la longitud del tubo germinativo es doble del diámetro de los conidios (Cardona et 

al., 2014). 

El porcentaje de viabilidad se determinó mediante la fórmula de Agus et al. (2015): 

 

 

Donde: 

a = número de conidios germinados 

b = número de conidios no germinados 

3. Pureza 

Se preparó una suspensión con 1 g de biomasa y 9 mL de agua destilada estéril con Tween 

20 (0.1%), se agitó por 5 min en un vortex; de esta suspensión se hicieron diluciones, 

tomando 1 mL de suspensión original colocándose en un tubo de ensayo con 9 mL de agua 

destilada estéril con Tween 20 (0.1%), el tubo de ensayo se etiquetó con los datos 

correspondientes (10-1) y se realizará el mismo procedimiento hasta conseguir una 

suspensión con una concentración de 1 X 104 conidios/mL; de esta suspensión con una 

pipeta estéril se toman 0.3 mL y se dispersaron sobre cajas Petri con medio de cultivo PDA 

con y sin cloranfenicol (0.016%). La solución de cloranfenicol se preparó agregando 0.25 g 

de cloranfenicol en 100 mL de agua destilada estéril, de esta solución se tomó con una pipeta 

estéril 1 mL y se agregó a un matraz con 150 mL de medio de cultivo PDA. Se prepararon 

seis cajas Petri, se incubaron a temperatura ambiente (24 ± 2° C) y se revisaron a los 2 y 7 

días. Se contabilizó las unidades formadoras de colonia (UFC) de las muestras y se 

determinó el porcentaje de pureza mediante la fórmula de Cardona et al. (2014). 

 

 

 a / (a + b) * 100 % de viabilidad = 
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5.6. FORMULACIONES DE T. asperellum 

 

Bajo condiciones asépticas fuerón integradas tres formulaciones con biomasa de T. asperellum 
y otros excipientes (Figura 7), las cuales se describen a continuación.   

 

Formulación 1 

Polvo 

Se realizó una mezcla con 0.8% de biomasa de T. asperellum, 98% de silicato de magnesio 

de calidad farmacéutica utilizado como diluente y 0.005% de colorante rojo (Santos et al., 

2012). 

Formulación 2 

Polvo 

La mezcla consistió en biomasa de T. asperellum (residuos del sustrato con conidios), yeso 

industrial en proporción 1:2 y 500 mg de carboximetilcelulosa (CMC) por 100 g de material 

portador (Karunanithi et al., 2001). 

Formulación 3 

Polvo  

Se realizó una mezcla de 20 g de biomasa de T. asperellum con 100 g de talco y se agregaron 

500 mg de carboximetilcelulosa/100 g de vehículo (Kumar et al., 2013).  

 

Las formulaciones se almacenaron en bolsas de polipapel a temperatura ambiente 24 ± 2 

°C y en oscuridad.  

UFC totales 
% de pureza = 

 UFC de colonias de interés 
X 100 
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5.6.1. EVALUACIÓN DE LAS FORMULACIONES DE T. asperellum 

 

Para el estudio de la vida útil de las formulaciones se evaluó la viabilidad expresada como la 

capacidad de germinación de los conidios formulados. El porcentaje de viabilidad de 

conidios de T. asperellum en las formulaciones se realizó siguiendo la metodología 

anteriormente descrita (Figura 8), inoculando 1 caja Petri por cada repetición. La viabilidad 

de los conidios en las diferentes formulaciones se evaluó antes de su almacenamiento, y cada 

30 días por un periodo de tres meses de almacenamiento a temperatura ambiente. Con los 

conteos de conidios realizados durante el proceso para determinar la viabilidad y el 

porcentaje de viabilidad estimamos la cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) 

mediante la siguiente formula de Goettel y Inglis (1997).  

 

 

 

UFC = Conidios totales (porcentaje de viabilidad) 

Figura 7. Integración de las formulaciones de T. asperellum. a) Excipientes y biomasa 
del formulado tres. b) Composición de formulados en condiciones asépticas.   

a) b) 
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Se realizó un experimento con tres tratamientos y un testigo (conidios sin formular) cada 

uno con 4 repeticiones bajo un diseño completamente al azar; la unidad experimental fue 

una bolsa con formulado de T. asperellum. La variable respuesta fue la viabilidad de conidios 

de T. asperellum que se evaluaron al inicio y cada 30 días por un periodo de 3 meses de su 

almacenamiento. Los datos se analizaron mediante el paquete estadístico SAS y fueron 

sometidos a un análisis de varianza y a una prueba de separación de medias de Tukey              

(P ≤0.05) para obtener la eficacia de los tratamientos.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) b) 

Figura 8. Evaluación de la germinación de conidios de T. asperellum. a) Cortes de medio de 
cultivo EMA con conidios de T. asperellum. b) Conidios de T. asperellum germinados y no 
germinados. 
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CAPÍTULO 6. RESULTADOS  

 

La cepa de T. asperellum seleccionada para este estudio se desarrolló de manera óptima en el 

medio de cultivo EMA y PDA.  

 

6.1. PRODUCCIÓN DE CONIDIOS DE T. asperellum EN SUSTRATO DE ARROZ CON 

DIFERENTE CONTENIDO DE HUMEDAD Y TIEMPO DE ESTERILIZACIÓN 

 

La producción de conidios de T. asperellum fue variable de acuerdo al contenido de 

humedad del sustrato de arroz. La mayor producción de conidios por gramo de sustrato se 

dio en los tratamientos 1, 2, 3 y 4 con porcentajes de humedad de 30.43, 28.58, 29.27 y 29.44 

con un tiempo de esterilización de 15 minutos. En contraste, la producción de conidios por 

gramo de sustrato fue menor en los tratamientos 5-16 sometidos a 20, 25 y 30 minutos de 

esterilización con porcentajes de humedad que oscilan entre 26.03 a 30.4 (Cuadro 5). 
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Cuadro 5. Producción de conidios de T. asperellum en sustrato de arroz con diferente 
contenido de humedad 

  Tratamiento 
Tiempo de 

esterilización 

Humedad del 
sustrato de arroz 

(%) 

Cantidad de 
conidios/g  

Cantidad de 
biomasa (g) 

  

 1 15 30.43 884500000 ab * 8.8 ab  

 2 15 28.58 934375000 a 8.34 abc  

 3 15 29.27 927500000 a 6.76 abcd  

 4 15 29.44 744062500 abc 9.95 a  

 5 20 28.5 660312500 abc 4.8 cdef  

 6 20 28.28 585937500 c 5.67 bcde  

 7 20 28.2 614375000 bc 3.47 def  

 8 20 28.71 607187500 bc 3.07 def  

 9 25 30.4 636250000 bc 2.71 ef  

 10 25 29.07 585937500 c 3.08 def  

 11 25 29 679062500 abc 3.29 def  

 12 25 28.84 638750000 bc 4.03 def  

 13 30 26.03 550937500 c 1.2 f  

 14 30 27.66 663125000 abc 3.12 def  

 15 30 27.95 664375000 abc 2.59 ef  

  16 30 26.84 548437500 c 2 ef   

* Valores con la misma letra son estadísticamente iguales con base a la prueba de Tukey (0.05). 

 

El análisis de varianza para la producción de conidios por gramo de sustrato mostró 

diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (arroz con diferente contenido de 

humedad esterilizado a diferentes tiempos) (P<0.05).  

De acuerdo a la prueba Tukey los tratamientos evaluados para la producción de conidios 

se pueden dividir en cinco grupos. El primer grupo corresponde al sustrato de arroz con 

una de humedad que oscilan entre 26.03 a 29.07% y tiempo de esterilización de 20, 25 y 30 

minutos con producción de 5.48 X 108 a 5.85 X 108 conidios/g. El segundo grupo con una 

humedad entre 28.2 a 30.4% y tiempo de esterilización de 20 y 25 minutos con producción 

de 6.07 X 108 a 6.38 X 108 conidios/g. El tercer grupo corresponde a sustrato con humedad 

entre 27.66 a 29.44% y con tiempo de esterilización de 15, 20, 25 y 30 minutos con 

producción de 6.60 X 108 a 7.44 X 108 conidios/g. El cuarto grupo con porcentaje de 
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humedad del sustrato de 30.43 esterilizado 15 minutos con producción de 8.84 X 108 

conidios/g. El quinto grupo con humedad de 28.58 y 29.27% esterilizados 15 minutos con 

producción de 9.27 X 108 y 9.34 X 108 conidios/g, siendo esta la humedad y el tiempo de 

esterilización del sustrato óptima para la producción de conidios de T. asperellum como se 

muestra en la Figura 9. 
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Figura 9. Comparación de medias de los tratamientos (porcentaje de humedad y tiempo de 
esterilización) y la producción de conidios/g de sustrato de arroz de acuerdo con la prueba 
Tukey (P≤0.05). 

 

De los tratamientos 1, 2, 3 y 4 se obtuvo la mayor cantidad de biomasa, la cual fue 

obtenida del sustrato de arroz esporulado; por otra parte, en los tratamientos 9, 13, 15 y 16 

se obtuvo la menor cantidad de biomasa fúngica.  
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El análisis de varianza de los tratamientos evaluados (arroz con diferente contenido de 

humedad esterilizados a diferentes tiempos) mostró diferencias significativas en la 

producción de biomasa fúngica (P<0.05) (Cuadro 5). 

De acuerdo a la prueba Tukey los tratamientos pueden dividirse en 9 grupos. El primer 

grupo corresponde al sustrato de arroz con contenido de humedad de 26.03% esterilizado 

30 minutos del cual se obtuvo 1.2 g de biomasa. Los tratamientos del segundo grupo 

presentarón entre 2 a 2.71 g de biomasa, cuando la humedad del arroz oscila entre 26.84 a 

30.4% y tiempo de esterilización de 25 y 30 minutos. El tercer grupo corresponde a los 

tratamientos cuyo sustrato contenía humedad entre 27.66 a 29.07% y esterilizados por 20, 

25 y 30 minutos de los cuales se obtuvo 3.07 a 4.03 g de biomasa. El cuarto grupo con 

28.5% de humedad esterilizado 20 minutos presentó 4.8 g. El quinto grupo con 28.28% de 

humedad esterilizado 20 minutos con cantidad de 5.67 g de biomasa. En el sexto grupo se 

obtuvieron 6.76 g de biomasa con humedad del sustrato de 29.27% y esterilizado 15 

minutos. El séptimo grupo con 8.34 g de biomasa cuando el sustrato presentó 28.58% de 

humedad esterilizado15 minutos. Se obtuvo 8.8 g de biomasa en el octavo grupo cuando el 

sustrato presentó 30.43% de humedad esterilizado 15 minutos. El noveno grupo incluyo al 

tratamiento que presentó humedad de arroz de 29.44% y esterilizado 15 minutos, del cual 

obtuvimos 9.95 g de biomasa, siendo este grupo el que mostró la mayor cantidad de biomasa 

de T. asperellum (Figura 10).  
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Figura 10. Comparación de medias de cantidad de biomasa de T. asperellum producida 
sobre sustrato de arroz con diferente contenido de humedad y tiempo de esterilización de 
acuerdo con la prueba Tukey (P≤0.005). 

 

6.2. PRODUCCIÓN DE CONIDIOS DE T. asperellum EN SUSTRATO DE SORGO CON 

DIFERENTE CONTENIDO DE HUMEDAD Y TIEMPO DE ESTERILIZACIÓN 

 

La producción de conidios de T. asperellum fue variable de acuerdo al contenido de humedad 

del sustrato de sorgo. La mayor producción de conidios por gramo de sustrato se dio en los 

tratamientos 3, 7 y 4 con porcentajes de humedad de 20.87, 23.29 y 20.97 con tiempos de 

esterilización de 15 y 20 minutos (Cuadro 6). En contraste, la producción de conidios por 

gramo de sustrato fue menor en los tratamientos 9, 11 y 10 sometidos a 25 minutos de 

esterilización con porcentajes de humedad que oscilan entre 19.02 a 20.51.  
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Cuadro 6. Producción de conidios de T. asperellum en sustrato de sorgo con diferente 
contenido de humedad 

  Tratamiento 
Tiempo de 

esterilización 

Humedad del 
sustrato de 
sorgo (%) 

Cantidad de 
conidios/g  

Cantidad de 
biomasa (g) 

  

 1 15 18.2 80937500 ab * 0.07 a  

 2 15 22.53 86562500 ab 0.07 a  

 3 15 20.87 149062500 a 0.56 a  

 4 15 20.97 122812500 ab 0.11 a  

 5 20 19.7 33750000 ab 0.02 a  

 6 20 20.49 33750000 ab 0.03 a  

 7 20 23.29 134062500 ab 0.19 a  

 8 20 21.27 80312500 ab 0.06 a  

 9 25 19.02 4375000 c 0.005 a  

 10 25 19.2 14062500 c 0.01 a  

 11 25 20.51 6875000 c 0.009 a  

 12 25 20.07 67500000 ab 0.11 a  

 13 30 19.46 19687500 ab 0.02 a  

 14 30 18.36 36875000 ab 0.03 a  

 15 30 20.55 58437500 ab 0.06 a  

  16 30 19.82 54062500 ab 0.04 a   

* Valores con la misma letra son estadísticamente iguales con base a la prueba de Tukey (0.05). 

 

El análisis de varianza para la producción de conidios por gramo de sustrato de sorgo 

mostró diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (sorgo con diferente 

contenido de humedad esterilizados a diferentes tiempos) (P<0.05).  

De acuerdo a la prueba Tukey los tratamientos evaluados para la producción de conidios 

se pueden dividir en tres grupos. El primer grupo corresponde al sustrato de sorgo con una 

humedad que oscila entre 19.02 a 20.51% y tiempo de esterilización de 25 minutos con 

producción de 4.37 X 106 a 1.40 X 107 conidios/g. El segundo grupo con porcentaje de 

humedad entre 18.2 a 23.29 y tiempo de esterilización de 15, 20, 25 y 30 minutos con 

producción de 1.96 X 107 a 1.34 X 108 conidios/g. El tercer grupo con humedad de 20.87%, 

esterilizado 15 minutos con producción de 1.49 X 108 conidios/g, siendo esta la humedad 
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y el tiempo de esterilización donde se obtuvo la mayor producción de conidios de                    

T. asperellum (Figura 11).    
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Figura 11. Comparación de medias de los tratamientos (porcentaje de humedad y tiempo 
de esterilización) y la producción de conidios/g de sustrato de sorgo de acuerdo con la 
prueba Tukey (P≤0.05). 

 

De acuerdo a la biomasa obtenida, en el tratamiento 3 se obtuvo la mayor cantidad de 

bimasa (0.56 g), la cual fue obtenida de sustrato de sorgo esporulado; por otra parte, en los 

demás tratamientos se obtuvo menor cantidad de biomasa (Cuadro 6). Por lo que, el análisis 

de varianza de los tratamientos evaluados (sorgo con diferente contenido de humedad 

esterilizados a diferentes tiempos) mostró que no hay diferencias significativas en la 

producción de biomasa fúngica (Figura 12).   
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Figura 12. Comparación de medias de cantidad de biomasa de T. asperellum producida sobre 
sustrato de sorgo con diferente contenido de humedad y tiempo de esterilización de acuerdo 

con la prueba Tukey (P≤0.05). 

 

6.3. PRODUCCIÓN DE CONIDIOS DE T. asperellum EN SUSTRATO DE ARROZ CON 

DIFERENTE CANTIDAD DE INÓCULO 

 

T. asperellum inoculado en sustrato de arroz esporuló a los 3 días incubado bajo condiciones 

de laboratorio 24 ± 2 °C. Los tratamientos que fueron inoculados con 3 y 5 mL de 

suspensión conidial presentarón la mayor producción de conidios/g de sustrato, en 

contraste, la producción de conidios por gramo de sustrato de arroz fue menor cuando se 

inocularon 8 mL (tratamiento 3) de suspensión conidial.  
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El análisis de varianza para la producción de conidios en sustrato de arroz no mostró 

diferencias significativas entre los tratamientos evaluados (sustrato de arroz inoculado con 

diferente cantidad de inóculo de T. asperellum con concentración de 1 X 107 conidios/mL).  

De acuerdo a la prueba Tukey los tratamientos evaluados para la producción de conidios 

se agrupan en un solo grupo. El tratamiento 1 inoculado con 3 mL de suspensión conidial 

de T. asperellum presentó la mayor producción de conidios/g de sustrato (108, 750, 000 

conidios/g) seguido por el tratamiento 2 inoculado con 5 mL con 104, 166, 667 conidios/g 

y el tratamiento 3 inoculado con 8 mL en el cual se obtuvieron 63, 750, 000 conidios/g, 

siendo este último tratamiento el que presentó la menor producción de conidios (Figura 13).   
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Figura 13. Comparación de medias de los tratamientos (cantidad de inóculo de T. asperellum 
y producción de conidios/g de sustrato de arroz).  
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6.4. PRODUCCIÓN Y CALIDAD DE CONIDIOS DE T. asperellum 

 

La producción masiva de conidios de T. asperellum se realizó considerando los resultados de 

los bioensayos anteriores.  

La producción de conidios de T. asperellum se realizó en sustrato de arroz inoculado con 

3 mL de suspensión conidial incubado bajo condiciones de laboratorio (24 ± 2 °C).                 

T. asperellum esporuló rápidamente a partir de los cuatro días y desarrolló una rápida 

colonización del sustrato presentando los granos una coloración verde oscura. 

La biomasa de T. asperellum obtenida del tamizado de arroz esporulado tiene un tamaño 

de partícula no mayor a 0.125 mm, con humedad del 11.56%, la cantidad de conidios por 

gramo de biomasa fue de 2.74 X 1010, la viabilidad de los conidios a las 16 horas fue de 

86.36% y presentó un porcentaje de pureza de 98.41 (Figura 14).  

 

 

 

 

 

  

Figura 14. Evaluación de germinación y pureza de conidios de T. asperellum producidos 

en fermentación sólida en sustrato de arroz. a) Conidio germinado de T. asperellum 

incubado durante 16 horas en medio de cultivo EMA. b) Colonias de T. asperellum 

incubadas 48 horas en medio de cultivo EMA con y sin cloranfenicol. 
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6.5. COMPOSICIÓN DE FORMULACIONES DE T. asperellum Y EVALUACIÓN  

 

La biomasa de T. asperellum producida bajo un sistema de fermentación sólida sobre sustrato 

de arroz durante 15 días fue integrada en condiciones asépticas con diferentes protectores 

y adyuvantes (Figura 15) para establecer las tres formulaciones evaluadas (Cuadro 7).   

Cuadro 7. Composición de las formulaciones a base de conidios de T. asperellum  

     

Biomasa, portadores 
y adyuvantes 

Formulaciones 

Formulación 1 
(Santos et al., 2012) 

Formulación 2 
(Kumar et al., 2013) 

Formulación 3 
(Karunanithi et al., 2001) 

Testigo 

Biomasa fúngica 0.8 g 20 g 20 g 20 g 

Silicato de magnesio 98 g 100 g   

Colorante rojo 0.005 g    

Yeso   40 g  

Carboximetilcelulosa   500 mg 200 mg  

 

 

 

 

Figura 15. Formulaciones y testigo (conidios sin formular) de T. asperellum 
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La viabilidad de los conidios de T. asperellum en las formulaciones y el testigo 

empaquetadas en bolsas de polipapel y almacenadas a temperatura ambiente y en oscuridad 

fueron evaluadas inicialmente al establecer las formulaciones y a intervalos de 30 días por 

tres meses.  

La viabilidad de los conidios de T. asperellum fue variable de acuerdo con la formulación 

y el tiempo de almacenamiento. En los tratamientos y el testigo no se evidenció una 

disminución progresiva de la viabilidad de los conidios durante los 90 días de 

almacenamiento. En el formulado 1 la evaluación inicial de UFC de T. asperellum fue de 1.131 

X 108/g y la viabilidad fue superior al 90% durante los 90 días de estudio. 

El formulado 2 presentó en la evaluación cero o inicial 2.284 X 109 UFC/g y 90.57% de 

viabilidad. En la evaluación 3 realizada después de 90 días de almacenamiento se registró 

una disminución de la viabilidad y de las UFC de 88.22% y 2.224 X 109/g, respectivamente.  

La viabilidad del formulado 3 fue de 89.2% con 5.231 X 109 UFC/g, sin embargo, los 

resultados de la evaluación del formulado después de tres meses de almacenamiento fue de 

5.224 X 109 UFC/g y 89.09% de viabilidad. 

El tratamiento testigo, conidios sin formular, presentarón los porcentajes de viabilidad 

menores y la cantidad de UFC fue mayor. En la evaluación inicial se registró una viabilidad 

de 88.94% y 2.437 X 1010 UFC/g. En la evaluación 3 realizada después de tres meses de 

almacenamiento el porcentaje de viabilidad disminuyo ligeramente a 87.5 y presentó 2.398 

X 1010 UFC/g (Cuadro 8).  

Cuadro 8. Unidades formadoras de colonias y porcentaje de viabilidad de T. asperellum en 

tres formulados almacenados tres meses 

UFC de T. asperellum/g de formulado  % de viabilidad de los 3 formulados 

 Tiempo de almacenamiento (días)   Tiempo de almacenamiento (días) 

Formulados   0 30 60 90  0 30 60 90 

1 X 108 1.131 a 1.099 a 1.139 a 1.125 a  92.83 a 90.2 a 93.49 a 92.31 a 

2 X 109 2.284 ab 2.25 a 2.254 bc 2.224 b  90.57 ab 89.22 a 89.4 bc 88.22 b 

3 X109 5.231 b 5.215 a 5.28 ab 5.224 ab  89.2 b 88.94 a 90.04 ab 89.09 ab 

Testigo X 1010 2.437 b 2.406 a 2.357 c 2.398 b  88.94 b 87.82 a 86.03 c 87.5 b 
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El análisis de varianza de los tratamientos evaluados inicialmente (formulaciones de          

T. asperellum) mostró diferencias significativas en el porcentaje de viabilidad de los conidios 

en los tres formulados y el testigo (P<0.05).  

De acuerdo a la prueba Tukey los tratamientos evaluados para la viabilidad inicial de los 

conidios de T. asperellum en los formulados se pueden dividir en tres grupos (Figura 16a). El 

primer grupo corresponde al formulado uno, registrando la mayor viabilidad de los conidios 

con 92.83%; la viabilidad de los conidios del formulado dos con 90.57% pertenecen al 

segundo grupo. Por el contrario, en el tercer grupo la viabilidad de los conidios del 

formulado tres y del testigo fue menor (89.2 y 88.94%), siendo estadísticamente iguales entre 

ellos. 

El análisis de varianza para la viabilidad de los conidios de T. asperellum en los formulados 

almacenados durante 30 días no mostró diferencias significativas entre los tratamientos. El 

porcentaje de viabilidad de los conidios del formulado uno fue de 90.2, seguido por el 

formulado dos con 89.22%, el formulado tres con 88.94% y por último el testigo con el 

menor porcentaje de viabilidad (87.82) (Figura 16b). 

En cuanto a los porcentajes de viabilidad de los conidios de T. asperellum en los 

formulados almacenados durante 60 días el análisis de varianza mostró diferencias 

significativas entre los tratamientos (P<0.05). Al realizar la comparación de medias de 

porcentaje de viabilidad, como se puede apreciar en la Figura 16c, los tratamientos se dividen 

en cuatro grupos. La viabilidad del formulado uno es mayor que los demás tratamientos con 

93.49%. El segundo grupo corresponde al formulado tres con 90.04% de viabilidad de los 

conidios de T. asperellum. El formulado dos con 89.4% de viabilidad corresponde al tercer 

grupo siendo diferente respecto al tratamiento cuatro (testigo) con 86.03% de viabilidad. 

Los porcentajes de viabilidad de los conidios de T. asperellum en los formulados 

almacenados 90 días muestran diferencias significativas entre los tratamientos evaluados 

(P<0.05). La comparación de medias de porcentajes de viabilidad muestra que los 

tratamientos se dividen en tres grupos (Figura 16d). El porcentaje de viabilidad de los 

conidios en el formulado uno es mayor que los demás tratamientos con 92.31 siendo 
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estadísticamente diferentes a los demás; el grupo dos con 89.09% de viabilidad corresponde 

al formulado tres. Los conidios del formulado dos y el testigo presentan los porcentajes de 

viabilidad menores con 88.22 y 87.5.   

                                                                                               

 

 

Figura 16. Porcentaje de germinación de los conidios de T. asperellum en tres formulados. 

*letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba Tukey (P≤0.05). a) 

Porcentajes iniciales de germinación de conidios en formulados. b) Porcentajes de 

germinación después de 30 días de almacenamiento de los formulados. c) Porcentajes de 

germinación después de 60 días de almacenamiento de los formulados. d) Porcentajes de 

germinación después de 90 días de almacenamiento de los formulados.  
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CAPÍTULO 7. DISCUSIÓN  

 

Los hongos del género Trichoderma desempeñan un papel muy importante como agentes de 

control biológico de enfermedades en las plantas. Las especies T. harzianum, T. virens, T. 

viride, T. pseudokoningii, T. koningiopsis, T. atroviride, T. asperellum, entre otras, han sido evaluadas 

para inhibir el crecimiento de grupos importantes de hongos patógenos de plantas de 

importancia agrícola (Shi et al., 2012; Gamboa-Villa, 2017; Mahmoud y Abdalla, 2018; 

Nawrocka et al., 2018; Rodrigues et al., 2018). 

La especie T. asperellum ha demostrado ser altamente eficiente para el control de 

patógenos de raíz, se ha reportado como antagonista notable hacia las especies fitopatógenas 

F. oxysporum, F. verticilloides, F. proliferatum, F. sacchari y F. andiyazi (Milanesi et al., 2013; 

Hernández, 2014; Gamboa-Villa, 2017; Luna, 2017; Patel y Saraf, 2017) estas dos últimas 

especies son causantes de la necrosis de la raíz de la caña de azúcar en el estado de Morelos 

(Martínez- Jaimes et al., 2014). 

Para utilizar las cepas de Trichoderma spp. en el control de hongos patógenos es necesario 

realizar la producción masiva para disponer de cantidades necesarias. La fermentación en 

estado sólido es el sistema más utilizado para realizar la producción masiva de conidios de 

Trichoderma spp. considerando que la escala de producción sea moderada, además 

destacando como ventajas los costos relativamente bajos y la manipulación de factores clave, 

tales como el tamaño de partícula del sustrato y el contenido de humedad (Pandey, 2003; 

Chávez-García et al., 2008; Vassilev y Mendes, 2018). Debido a la importancia que tiene el 

factor humedad en la producción de conidios en fermentación en estado sólido se han 

realizado investigaciones reportando diferentes metodologías en el manejo de los sustratos 

para determinar la humedad óptima para la producción de conidios de Trichoderma spp. 

Cavalcante et al. (2008) roportaron la producción de conidios de especies de Trichoderma en 

tres sustratos sólidos; el sustrato de arroz fue preparado sumergiendo 40 g en 80 mL de 

agua por un tiempo de 40 minutos y se esterilizó durante 15 minutos. Romero-Arenas et al. 

(2013) utilizarón granos de arroz previamente cocidos y los esterilizarón por 30 minutos 

para la producción de cuatro cepas nativas de Trichoderma spp. Por otro lado, en la 
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producción de hongos entomopatógenos Murillo-Alonso (2015), reporta la producción de 

Isaria fumosorosea en sustrato de granos de arroz; realiza tres lavados del sustrato con agua, lo 

hidrata, drena y esteriliza durante 60, 20 y 20 minutos, respectivamente. 

La cepa de T. asperellum creció y esporuló en los dos sustratos evaluados, observando 

diferencias significativas en la producción de conidios y la cantidad de biomasa obtenida en 

cada uno de ellos. En el presente trabajo la humedad óptima del sustrato de arroz para la 

producción de conidios de T. asperellum se obtuvo en el tratamiento 2, el cual fue hidratado, 

drenado y esterilizado durante 30, 20 y 15 minutos, respectivamente. Con este tratamiento 

el porcentaje de humedad del sustrato fue 28.58 y se presentó producción de 9.34 X 108 

conidios/g. Esta producción es mayor a la reportada por Cavalcante et al. (2008), quienes 

en sustrato de arroz con una humedad de 34.33 ± 0.91% obtuvieron una producción de 5.8 

X 108 conidios/g de T. harzianum. De igual manera, Romero-Arenas et al. (2013) obtuvieron 

una producción de 74.37 X 104 conidios/mL de Trichoderma spp., A diferencia de lo anterior 

se tienen reportes de una mayor producción de Trichoderma spp., uno de estos reportes es el 

de Irimia-Hernández et al. (2016) quienes señalan una producción de 4.46 X 109 UFC/g de 

T. harzianum con contenido de humedad de 35%. Es evidente que la producción óptima de 

Trichoderma spp. se obtiene cuando el sustrato de arroz tiene una humedad máxima del 35%. 

Sin embargo, en otros sustratos el contenido de humedad debe ser más alto. Por ejemplo, 

Sachdev et al. (2018) reportan que en bagazo de caña con humedad del 68.87% se obtiene 

la mayor producción de conidios 20.05 X 107 conidios/g de T. lixii. Como se a notado el 

contenido de humedad no debe ser mayor al 50% para la producción de hongos 

filamentosos con fines de control, tal es el caso del hongo entomopatógeno I. fumosorosea 

obtuvo una producción máxima de 5.06 X 109 conidios/g en sustrato de arroz con una 

humedad de 39.14±1.8% (Murillo-Alonso, 2015).  

Los resultados obtenidos en esta investigación durante la fermentación sólida 

confirmaron lo señalado por Castillo (2005), Zhang y Yang (2015), Sachdev et al. (2018), 

Vassilev y Mendes (2018), indicando que los factores que influyen en la producción de 

hongos son la temperatura, pH, sustrato, tamaño de partícula, cantidad de inóculo, aireación 

y el contenido de humedad. De manera más particular Cavalcante et al. (2008), Pang et al. 
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(2006), Ferrer et al. (2014) y Ghazanfar et al. (2018) han indicado que el contenido de 

humedad del sustrato bajo un sistema de producción en estado sólido afecta las propiedades 

físicas del sustrato, ya que la humedad causa el ablandamiento del sustrato que a su vez 

facilita la absorción de nutrientes y el crecimiento del hongo. También, en esto coincidieron 

Hajieghrari et al. (2008) mencionando que para un crecimiento exitoso de agentes de control 

biológico durante la producción es necesario conocer un valor especifico y óptimo de 

parámetros fisiológicos y ambientales.   

En otros trabajos similares se ha destacado la importancia del arroz en la producción de 

Trichoderma spp. Allori et al. (2017), obtuvieron producción de 12.17, 9.17, 13.33 y 10.17 

(conidios/g X 108) de cuatro cepas antagónicas de Trichoderma (TPT03, TPT02, MRT40 y 

MRT35) sobre sustrato de arroz. De igual manera, Tewari y Bhanu (2004) reportaron 

producción de T. harzianum en sustrato de arroz de 10.80 X 108 UFC/g. Asimismo, Rini y 

Sulochana (2007) señalan producción de T. harzianum (TR20) y T. viride (TR22) en sustrato 

de arroz de 31.0 y 20.6 X 108 UFC/g respectivamente para cada especie. Rajput et al. (2014), 

demostraron que la producción de T. harzianum sobre granos de arroz fue de 27.27 X 108 

UFC/g. También, Rajput y Shahzad (2015) obtuvieron producción de T. polysporum sobre 

sustrato de arroz de 29.30 X 108 UFC/g. Por otro lado, en la producción de hongos 

entomopatógenos Gandarilla-Pacheco et al. (2018), reportan la producción de cinco aislados 

de I. fumosorosea; la producción se realizó sobre sustrato de arroz y obtuvieron producción 

que oscila entre 6.69 X 108 a 1.58 X 109 conidios/g.  

Aunque el sorgo ha sido considerado un sustrato adecuado para la producción de 

Trichoderma spp. (Rajput et al., 2014 y Singh et al., 2014). En este trabajo la producción de 

conidios en este grano fue menor que en sustrato de arroz., la humedad óptima del sustrato 

de sorgo para la producción de conidios de T. asperellum se obtuvo con el tratamiento 3, el 

cual fue hidratado, drenado y esterilizado durante 45, 30 y 15 minutos, respectivamente. 

Con este tratamiento el porcentaje de humedad del sustrato fue de 20.87 y presentó 

producción de 1.49 X 108 conidos/g. Esta producción es mayor a la reportada por Singh et 

al. (2007), quienes en sustrato de sorgo obtuvierón producción de 2.1 X 107 UFC/g de T. 

harzianum. Sin ambargo, también se han reportado trabajos de una mayor producción de 
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Trichoderma spp. en sustrato de sorgo., uno de estos trabajos es el de Michel-Aceves et al. 

(2008) quienes señalarón una producción de 1.72 X 107 conidios/mL de T. harzaianum. 

Asimismo, Singh et al. (2014) reportan una producción de 64 X 107 UFC/g de T. harzianum. 

De igual manera, Rini y Sulochana (2007) obtuvieron una producción de T. harzianum 

(TR20) y T. viride (TR22) de 156.3 y 138.6 X 108 UFC/g, respectivamente para cada especie. 

También, Rajput y Shahzad (2015) reportan producción de T. polysporum en sustrato de sorgo 

de 53.2 X 108 UFC/g.  

La cantidad de biomasa en este trabajo fue variable para cada sustrato, presentando mayor 

cantidad el sustrato de arroz (9.95 g/100 g de sustrato esporulado), estos resultados se 

asemejan a lo indicado por Monzon (2004) quien señala que la biomasa de hongos 

entomopatógenos puede variar entre 20 a 80 g o más gramos de biomasa por cada kilogramo 

de sustrato esporulado. Por otra parte, debemos mencionar que en este trabajo el sustrato 

de sorgo se produjo una cantidad de biomasa mucho menor que fue de 0.56 g/100 g de 

sustrato esporulado.  

En este trabajo se observó que el tiempo de esterilización del sustrato influyó en la 

producción de conidios y en la cantidad de biomasa de T. asperellum, resultando el mejor 

periodo de 15 minutos de esterilización. Etos resultados se asemejan a lo reportado por 

Cavalcante et al. (2008) quienes indican que la accesibilidad y disponibilidad de nutrientes en 

el sustrato sólido puede verse afectada por la humedad y la esterilización, así mismo 

mencionan que durante la hidratación del sustrato algunos nutrientes podrían haberse 

solubilizado y perdido en el agua. 

La producción de conidios y la cantidad de biomasa en el presente trabajo fue mayor en 

el sustrato de arroz. Estos resultados obtenidos podrían explicarse debido a que Trichoderma 

spp. tiene la capacidad de usar gran variedad de fuentes de carbono y nitrógeno para su 

crecimiento y esporulación y el grano de arroz posee aproximadamente 62% de almidón lo 

que lo convierte en una fuente rica de carbono para su crecimiento (Rai y Tewari, 2016; 

Allori et al., 2017). Esto también lo confirmarón Benites y Marroquín (2013), indicando que 

el desarrollo de T. harzianum es mejor en sustratos ricos en almidón y con porcentajes medios 
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de fibra. Además, el arroz por sus características nutricionales y por su disponibilidad es 

ampliamente utilizado en América del Norte y Europa para la producción de hongos 

entomopatógenos y Trichoderma (Hypocreales) a partir de procesos de fermentación 

artesanal e industrial (Agamez et al., 2008; Jaronski y Jackson, 2012).  

Se conocen algunas referencias recientes indicando que las especies de Trichoderma 

consideradas para ser utilizadas como agentes de control biológico deben ser evaluadas en 

formulaciones para su aplicación en campo (Santos et al., 2012 y Vassilev y Mendes, 2018). 

En las formulaciones que tienen como principio activo agentes de control biológico 

(microorganismos) es necesario satisfacer los requisitos de eficacia y estabilidad bajo 

condiciones de almacenamiento (Butt et al., 2001; Wraight et al., 2001). Khan et al. (2011) 

reportan que una formulación con agentes de control biológico puede proporcionar un 

control eficaz siempre y cuando la dosis sea lo suficiente para soportar la supervivencia.  

De acuerdo a datos disperos de biofungicidas en el mercado 40% tienen como principio 

activo bacterias y el 60% restante son formulados a partir de Trichoderma spp. (Verma et al., 

2007). Una de las principales limitaciones para la aceptación y aplicación del control 

biológico con agentes microbianos es el desarrollo de formulaciones eficientes, con un costo 

accesible para el usuario final y de larga vida útil de almacén, preferentemente sin necesidad 

de refrigeración o de algún tratamiento especial (Jenkins y Grzywacz, 2000; Fravel, 2005; 

Jackson et al., 2010). Por tal motivo han sido evaluadas formulaciones líquidas, 

encapsulados, pellets, geles, polvos y granulados que tienen como ingrediente activo 

Trichoderma spp. utilizando con frecuencia soportes en polvo o gránulos finos, siendo estos 

económicamente más rentables y viables (Verma et al., 2007; Ramanujam et al., 2010; Khan 

et al., 2011).   

Diversos factores relacionados con la producción tales como las condiciones 

nutricionales y ambientales, junto con el método de procesamiento, recolección de conidios, 

secado, así como el contenido de humedad, formulación y envasado desempeñan un papel 

importante en el almacenamiento exitoso a largo plazo (Jenkins y Grzywacz, 2000; Jackson 

et al., 2010; Vassilev y Mendes, 2018).  
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De estos factores por su importancia destaca el contenido de la humedad de la biomasa 

de conidios (Jackson et al., 2010). Monzón (2004) reportó que el contenido de humedad de 

la biomasa de conidios para control biológico debe ser del 4 al 6%; sin embargo, estos datos 

son inferiores al contenido de humedad de biomasa de T. asperellum utilizada en las tres 

formulaciones realizadas en esta investigación que fue de 11.5%. Resultados similares de 

humedad utilizarón Prasad et al. (2002) al evaluar formulaciones a base de polvo de caolín y 

talco con humedad del 11% las cuales, presentarón viabilidad de conidios y clamidosporas 

mayor a tres meses. Sriram et al. (2010) reportan formulaciones de T. harzianum con 

contenido de humedad del 10%, la cuales presentarón una vida útil mayor a cuatro meses. 

En el desarrollo de biofungicidas con agentes de control biológico su calidad se basa en 

gran medida de las determinaciones de viabilidad (Wurms y Chee (2018). En la presente 

investigación la viabilidad inicial de los conidios de Trichoderma en las tres formulaciones y 

de los conidios sin formular (evaluadas a las 16 horas) fue de 92.68, 90.2, 89.2 y 88.95% 

respectivamente; resultados similares reportarón Espinoza y Vallejos (2016) indicando 

porcentajes de viavilidad iniciales en formulados con Beauveria bassiana y aceite de maní, 

grano de arroz y aceite de soya de 87.5, 92.1 y 92.8 respectivamente, sin embargo con arcilla 

blanca, arcilla verde, harina de trigo y sulfato de calcio los porcentajes de viabilidad iniciales 

fuerón mayores a 95.1. Por otro lado, Murillo-Alonso et al. (2015) en formulaciones de I. 

fumosorosea con aceite de maíz, aceite de canola, aceite de oliva, aceite de cacahuate, aceite de 

soya y aceite mineral obtuvierón germinaciones iniciales que oscila entre 83 a 94% indicando 

que los conidios inmersos en agua (testigo) presentan 98% de viabilidad después de 24 horas 

de incubación. Los resultados obtenidos en esta investigación son inferiores a los reportados 

por Santos et al. (2012), quienes indicarón porcentajes de viabilidad iniciales mayores a 

92.8% en formulados con T. koningiopsis y T. asperellum después de la incubación durante 24 

horas. Posiblemente nuestros resultados fueron menores debido a que las lecturas de 

germinación de conidios siempre se realizarón a las 16 horas debido a que bajo nuestras 

condiciones a las 24 horas el crecimiento de hifas es muy desarrollado y no permitió el 

conteo.    
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En el presente estudio las tres formulaciones con T. asperellum almacenadas a temperatura 

ambiente (25±2 °C) y en oscuridad evaluadas a los tres meses no presentarón una 

disminución notable en su viabilidad menteniendo valores superiores al 85%, que se 

encuentran dentro de los rangos establecidos por Vélez et al. (1997) y Jenkins y Grzywacz 

(2000), quienes han señalado que una formulación comercial con agentes de control 

biológico debe tener una viabilidad mayor al 85%. Las formulaciones uno, dos y tres 

realizadas en esta investigación almacenadas durante tres meses, presentarón porcentajes de 

viabilidad de 92.31, 88.22 y 91.59 respectivamente; sin embargo, los conidios no formulados 

(testigo) presentarón los porcentajes de viabilidad más bajos (87.4 después de tres meses de 

almacen). Esto concuerda con lo señalado por Monzón (2001) y Santos et al. (2012) quienes 

señalaron que los conidios en formulación permanecen viables por más tiempo, debido a 

que los excipientes ejercen un efecto protector sobre el principio activo, mejorando su 

estabilidad durante el tiempo de almacenamiento y protegiendo el producto de condiciones 

adversas. Resultados similares de porcentaje de viabilidad en los formulados a los obtenidos 

en esta investigación fueron reportados por Santos et al. (2012), al evaluar formulados de 

granulos dispersable con con T. koningiopsis y T. asperellum almacenados a 28 ± 2 °C por tres 

meses presentarón viabilidad de 86.8 y 85.1% respectivamente y los formulados de polvo 

con T. koningiopsis y T. asperellum almacenados por tres meses presentarón 82 y 85.9% de 

viabilidad. En el presente trabajo la cantidad de UFC/g de los tres formulados y el testigo 

almacenados por tres meses se redujo en un 0.53, 2.63, 0.13 y 1.6% respectivamente. Estos 

resultados son superiores a los reportado por Kumar et al. (2013), cuando evaluaron la vida 

útil de formulaciones con diferentes concentraciones de biomasa de T. viride (biomasa 

obtenida bajo un sistema de fermentación sólido sobre granos de sorgo) utilizando como 

portador silicato de magnesio (talco) y carbón vegetal, ambas adicionadas con 

carboximetilcelulosa; registraron que las UFC de las formulaciones que tienen como 

portador talco y carbón vegetal almacenadas durante tres meses se redujo en promedio 46.65 

y 47.61% respectivamente. Por otra parte, en formulaciones realizadas con biomasa de T. 

asperellum, talco y carboximetilcelulosa almacenadas a una temperatura de 28-30 °C 

registraron UFC/mL en la semana uno de 3.3 X 107 y fueron estables hasta la sexta semana 
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(1.5 X 107 UFC/mL), después de 16 semanas de almacén observaron una pérdida gradual 

del 99.63% (1.23 X 105 UFC/mL) (Wijesinghe et al., 2011). Gupta y Dohroo (2014) 

reportarón la vida útil de formulados a base de T. harzianum y T. hamatum con aserrín de 

salvado de trigo y talco (1:2) almacenados a temperatura ambiente (25 + 1 °C) durante 80 

días, sus resultados indican que las formulaciones presentarón al inicio 2.2 X 108 y 2.1 X 108 

UFC/g respectivamente, sin embargo, después de 80 días de almacen la viabilidad se redujo 

96.23 y 96.67% (8.3 X 106 y 7 X 106 UFC/g) respectivamente para cada especie. En otra 

formulacion a base de T. harzianum con lignito más ceniza y lignito presentarón UFC iniciales 

de 155 X 103 y 159 X 103 respectivamente, después de tres meses de almacen la viabilidad 

se redujo 23.90 y 14.84% (132 X 103 y 121 X 103 UFC/g) respectivamente para cada 

formulado (Jayaraj et al., 2006). Karunanithi et al. (2001) evaluaron formulaciones con T. 

viride utilizando como portador ceniza, turba, caolín, lignito, yeso y talco, reportando que los 

dos últimos formulados presentarón mayor estabilidad, cuando fueron almacenados durante 

90 días, presentando reducción de UFC/g de 54.95 y 49.59% respectivamente. Por otra 

parte, los resultados en esta investigación son menores a los reportados por Sriram et al. 

(2010) informando que una formulación con biomasa de T. harzianum y talco en relación 1:2 

presentó 2.23 X 107 UFC/g inicialmente y también después de 3 meses de almacen.   

En la esta investigación el formulado uno integrado con 0.8 g de biomasa de T. asperellum, 

98 g de silicato de magnesio y 0.005 g de colorante rojo presentó los mayores porcentajes 

de viabilidad durante los tres meses de almacén (viabilidad superior al 90%). Seguido por 

los formulado tres y dos integrados con 20 g de biomasa y otros excipientes (89.09 y 88.22% 

de viabilidad después de tres meses de almacén). Por el contrario, los conidios sin formular 

(testigo) presentarón los procentajes más bajos de viabilidad. Estos resultados indican que 

los formulados de T. asperellum no requieren de grandes cantidades de biomasa para 

mantener su viabilidad, asi mismo, la etiqueta técnica el producto comercial PHC® T-22® 

indica un contenido de 1.15% de T. harzianum y el 98.85% restante corresponde a diluyentes, 

dispersantes, humectantes y protectores.     
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CAPÍTULO 8. CONCLUSIONES 

 

• La mayor producción de conidios de T. asperellum se alcanzó con el sustrato de granos 

de arroz con humedad que osciló entre 28.58 a 29.27% y tiempo de esterilización de 

15 minutos. 

 

•  La mayor cantidad de biomasa de T. asperellum fue obtenida en sustrato de granos 

de arroz con humedad que osciló entre 28.58 a 30.43% con un tiempo de 

esterilización de 15 minutos.   

 

• El tiempo de esterilización de los sustratos de granos de arroz y sorgo influyó en la 

producción de conidios de T. asperellum, presentando mayor producción cuando los 

sustratos fueron esterilizados durante 15 minutos.  

 

• La cantidad óptima de inóculo para la producción masiva de conidios de T. asperellum 

sobre sustrato de granos de arroz fue de 3 mL con concentración de 1 X 107 

conidios/mL. 

 

• Las tres formulaciones y el testigo (conidios sin formular) almacenados durante tres 

meses presentarón una viabilidad superior al 85%. El formulado uno integrado con 

0.8 g de biomasa de T. asperellum, 98 g de silicato de magnesio y 0.005 g de colorante 

rojo presentó los mejores resultados de viabilidad después de tres meses de 

almacenamiento (92.31%).  
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