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Resumen: El uso de hongos antagonistas como alternativa a los agroquimicos en el control de plagas
€s una estrategia clave para una agricultura sostenible. En este estudio, se evalu6 la viabilidad y
concentracion de conidios de Trichoderma sp. cepa FRAIII en formulaciones de polvo mojable con
diferentes materiales inertes. Se utilizaron Costa Lite, harina de trigo y silicato de calcio, empleando
arroz como control. La viabilidad y concentracion de conidios fueron superiores en las formulaciones
con Costa Lite, seguidas por harina y silicato de calcio. En contraste, en el arroz la viabilidad
disminuy6 en un 20.87 % entre cada evaluacion. Los resultados sugieren que Costa Lite es un material
adecuado para mantener la estabilidad de Trichoderma sp., lo que podria mejorar la eficiencia de los
bioplaguicidas en sistemas agricolas.
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Abstract: The use of antagonistic fungi as an alternative to agrochemicals for pest control is a key
strategy for sustainable agriculture. In this study, the wviability and conidial concentration
of Trichoderma sp. strain FRAIIl were evaluated in wettable powder formulations using different
inert materials. Diatomaceous earth, wheat flour, and calcium silicate were used, with rice serving as
the control. Viability and conidial concentration were highest in the formulations with diatomaceous
earth, followed by wheat flour and calcium silicate. In contrast, viability in the rice-based formulation
decreased by 20.87% between each evaluation. The results suggest that diatomaceous earth is a
suitable carrier material for maintaining the stability of Trichoderma sp., potentially enhancing the
effectiveness of biopesticides in agricultural systems.

Keywords: Conidial viability; biopesticide formulations; antagonistic fungi; biological inputs

Introduccion

El uso excesivo de agroquimicos ha generado impactos negativos en los agroecosistemas, afectando
la microbiota del suelo y la sostenibilidad de la produccién agricola. Estudio efectuado por Pathak et
al., (2022), destaca que la utilizacion de pesticidas organofosforado, carbamatos, piretroides y
organoclorados son empleado en mayor frecuencia en los procesos productivos, teniendo
consecuencias negativas en el ambiente y la salud humana; esto mismo es resaltado por Yao et al.,
(2023), quienes mencionan que el usos de pesticida incrementa la resistencia de los patégenos, reduce
la vida del suelo, contamina el ambiente, teniendo un impacto directo en la seguridad alimentaria y
nutricional (Arora y Sahni, 2016).

Los sistemas de produccidn agropecuario se sustentan en el uso de estas sustancias quimicas, para
asegurar su productividad, reduciendo la biodiversidad, la mineralizacion del carbono y nitrdgeno
(Arora y Sahni, 2016). Esto conlleva a cambiar el paradigma productivo en el manejo de plagas y
enfermedades, empleando microorganismos como son los hongos antagonistas aprovechando su
capacidad para promover el crecimiento vegetal y controlar fitopatdgenos (Zhou et al., 2024; Zin y
Badaluddin, 2020).

Ante esta problematica, existe una creciente demanda por desarrollar alternativas de manejo mas
sostenibles y respetuosas con el ambiente. En este contexto, los hongos del género Trichoderma han
surgido como una opcion promisoria para la sustitucion de los insumos convencionales en los
sistemas agricolas (Monteiro et al., 2015; Vinale et al., 2008). El género Trichoderma, se caracteriza
por ser organismo endofitico, capaz de colonizar el interior de las plantas sin causar dafio (Harman et
al.,2004; France y Urtubia, 2007). Ademas, presentan la capacidad de solubilizar fosfatos y promover
el crecimiento radicular y foliar de las plantas (Amaro-Leal et a/., 2016; Masunaka et al., 2011). Estas
cualidades les confieren un gran potencial como agentes de control bioldgico y promotores del
crecimiento vegetal, lo que los convierte en una alternativa sostenible a los agroquimicos
convencionales (Bae ef al., 2016; Howell, 2003; Shoresh et al., 2010).
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La formulacion de bioplaguicidas a base de microorganismos permite mejorar la resiliencia y
sostenibilidad de los sistemas de produccion de alimentos (Bettiol et al., 2014; Woo et al., 2014). Sin
embargo, uno de los principales retos en el desarrollo de estos bioinsumos es garantizar la estabilidad
y viabilidad de los conidios (estructuras de reproduccion asexual) durante el almacenamiento.
Diversos estudios han demostrado que la seleccion adecuada de materiales inertes puede proteger a
los conidios y mantener su actividad biologica a lo largo del tiempo (France y Urtubia, 2007; Naeimi
et al., 2020; Viera et al., 2018). Esto es fundamental para asegurar la eficacia y la vida util de los
productos formulados, lo cual representa un desafio clave en el desarrollo de bioplaguicidas.

En este contexto, el objetivo de este estudio fue evaluar el desarrollo de formulaciones a base de
polvos mojables empleando Trichoderma, cepa FRAIIIL, utilizando diversos materiales inertes, sobre
la viabilidad y concentracion de los conidios durante el almacenamiento. Los resultados de esta
investigacion contribuiran al desarrollo de Bioinsumos mas estables y efectivos, que puedan ser
utilizados como una alternativa sostenible al uso de agroquimicos convencionales en los sistemas
agricolas.

Materiales y Métodos

La investigacion se realizo en el laboratorio de bioplaguicidas de la Universidad Nacional Agraria,
ubicado en el km 12 % de la Carretera Norte, Managua, Nicaragua en las coordenadas 12°08°52”
latitud Norte y 86°09°41” longitud Oeste.

Se efectud un estudio experimental, prospectiva, longitudinal, se establecio un disefio completo al
azar con arreglo factorial. Se evalu6 los materiales inertes sobre la viabilidad y concentracion de los
conidios a través del tiempo. se considerd dos factores, el factor A: materiales inertes Costa Lite,
harina de trigo, silicato de calcio y sustrato organico de arroz. Factor B: fechas de evaluacion 30, 60,
90, 120, 150 y 180 dias, con seis réplicas por tratamiento y para un total de 24 tratamientos.

Material biologico. El hongo utilizado fue Trichoderma spp cepa FRAIII proveniente del municipio
de Ticuantepe- comunidad Francia III, con coordenadas 12° 01’ latitud norte y 86° 12° longitud oeste
a 600 metros sobre el nivel del mar. Preservada en silica gel a una temperatura de 4 °C, en el cepario
del laboratorio de bioplaguicidas, de la Universidad Nacional Agraria.

Reproduccion del Inoculo. La cepa de Trichoderma spp cepa FRAIII, fue sembrado en platos Petri
conteniendo el medio nutritivo PDA (papa dextrosa agar), luego de ser inoculados se dejaron a una
temperatura de 24 °C a 28 °C por siete dias. Una vez obtenido el cultivo puro se procedio a preparar
una matriz liquida del hongo en un medio nutritivo a base de leche de soya en polvo, sacarosa y una
fuente nutritiva a base de Nitrogeno. Estas matrices se sometieron a la autoclave a 121 °C y 1.5 bar
de presion durante 15 minutos, se dejaron enfriar y se inocularon con conidios de Trichoderma, cepa
FRAIII. Las matrices inoculadas se colocaron en agitacion constante dentro de un agitador orbital
horizontal a 120 revoluciones por minuto (rpm) durante 72 horas para la obtencion de blastosporas.

@ ‘ Licencia Creative Commons Atribucion-No Comercial-SinDerivar 4.
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Los conidios obtenidos se inocularon en un sustrato solido a base de granos enteros de arroz
precocido, en bolsas de polietileno de 400 gramos. Este sustrato se incub6 con luz blanca durante un
periodo de 72 horas. Posteriormente, se vertieron en bandejas plasticas y se sellaron con plastico
(polietileno), negro durante 72 horas para que funcionaran como camara de humedad, de esta manera
se favorece la multiplicacion de las esporas. Finalmente, se descubrieron y se dejaron secar durante
un periodo de 144 horas. Los conidios se recolectaron mediante frotacion usando un tamiz de 0.42
micras para su posterior formulacion (Monzoén, 2001).

Concentracion de conidios por gramo formulado

Se coloco un gramo del hongo formulado en un tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada estéril,
preparando la primera dilucion. Posteriormente, se procedié a preparar las siguientes diluciones en
serie: 102, 1073, 10*. Se depositaron 10 pl de la dilucion 10 en la camara de Neubauer, utilizando
una micropipeta, y se dejo en reposo durante unos minutos. Para el conteo de los conidios, se
utilizaron los cuadros secundarios con cinco réplicas por tratamiento. Para la evaluacion de la
concentracion (nimero de esporas por gramo de sustrato), se utilizd la ecuacion 1 descrita por
Monzén (2001):

Concentracion (ml) = Numero de conidios * Factor de camara * Factor de dilucién (1)

Para el ajuste de la solucion a la concentracion deseada se empleo la formula empleada por Lecuona
(1996).

CF *VF
Vi=—/— (2)
Cli
Donde:
Vi= Volumen inicial
CF= Concentracion final
VEF= Volumen final
CI= Concentracion inicial

Preparacion de formulaciones

Se determind la cantidad de gramos de hongo cosechado (gramos de polvo) necesarios para alcanzar
la dosis de campo, la que es equivalente a 1x10'? conidios por hectéarea, dicha cantidad es la que se
utilizo para la formulacion, empleando la ecuacion 3:

Rendimiento neto = Conidios observados * Porcentaje de viabilidad (3)

Para obtener la dosis a utilizar a una concentracion de 1x10'? se partio de la concentracion neta,
mediante la ecuacion 4:
Concentracién = 1 g de hongo cosechado * 1X101?  (4)
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La proporcioén de ingrediente activo fue de 8 gramos de conidios de Trichoderma por producto
formulado, lo que representaba el 3.2 % del peso de la formulacion.

Las formulaciones se prepararon en un recipiente plastico con una capacidad de 1,000 gramos, pesado
en una balanza digital. Una vez pesados los ingredientes, los conidios del hongo junto con el material
inerte fueron depositados en un recipiente plastico, donde se mezclaron hasta homogenizarse.
Posteriormente, fueron vertidas en bolsas de papel con forro de aluminio, con dimensiones de 10 x
17 cm, selladas herméticamente a 112 °C. La concentracion de las formulaciones Costa Lite, harina
de trigo, silicato de calcio y hongo en sustrato a base de granos enteros de arroz fue de 1x10'? conidios
en 250 gramos, con una viabilidad del 100 % para todos los materiales inertes.

Para este ensayo se emplearon un total de 24 bolsas de papel recubierta en su interior de aluminio
como envase del producto, la cuales contenian 250 g de producto formulado, selladas
herméticamente, almacenandose a temperatura ambiente de 28 °C. Se definieron seis repeticiones por
tratamiento, en donde se efectuaron la lectura de viabilidad y concentracion por seis meses de
evaluacion que duro el estudio.

Viabilidad de conidios

Se determiné mediante la evaluacion de la germinacion de los conidios por el método de diluciones
seriadas que consistio en depositar un gramo del hongo cosechado en un tubo de ensayo con 9 ml de
agua destilada estéril, en diluciones en serie 10,102,10°,10**. Posteriormente, se tomo una alicuota
de 5 ul de la suspension de Trichoderma spp cepa FRAIII y se deposito en cajas de Petri de 90 mm,
que contenian el medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) esterilizado. Realizando la primera
lectura a las 16 horas. El porcentaje de germinacion se calculd empleando la ecuacion 5 (French &
Hebert, 1982).

No.de conidios germinadas

Conidios germinadas % = X100 ®)

No.de conidios totales

Variables evaluadas

Se evaluaron dos variables de interés, la viabilidad de conidios y la concentracion de conidios/g de
Trichoderma spp cepa FRAIIL.
Analisis de datos

Se comprobo estadisticamente el ajuste de las variables a los supuestos de normalidad, con el
estadistico de Shapiro-Wilk y la prueba Levene, respectivamente para aplicar estadistica paramétrica.

se realizo un analisis de varianza (ANDEVA) con un nivel de significancia de p < 0.05, y separacion
de medias mediante la prueba de Tukey (p= 0.05). Asi mismo, se aplico regresiones lineales,

@ ‘ Licencia Creative Commons Atribucion-No Comercial-SinDerivar 4.
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considerando los materiales inertes y fechas de evaluacion como variables independientes y la
viabilidad del hongo como variable dependiente con un nivel de significancia de (P<0.0001).

Resultados y discusion

Concentracion de conidios de Trichoderma spp cepa FRAIII

El andlisis de varianza mostré diferencias significativas en la concentracion de los conidios con el
material inerte Costa Lite donde los porcentajes de concentracion oscilaron entre 4.47E+09 y
1.87E+09 por gramo durante los seis meses. esto indicd que a medida que transcurre el tiempo la
viabilidad y concentracion de los conidios disminuye (figura 1). Estudio efectuado por Losic et al.
(2018), evidencian que las tierras de diatomeas consisten en fitoplancton fosilizado lo que favorece
la unioén de los conidios y aumenta su virulencia y viabilidad en el tiempo. Asi mismo, Herrera ef al.
(2020) publicaron que las formulaciones a base de productos vegetales reducen su viabilidad a lo
largo del tiempo.

Figura 1.
Concentracion de conidios de Trichoderma spp cepa FRAIII en diferentes fechas y materiales inertes
evaluados.

6.00E+09 - B Costa Lite
| B Harina
5.00E+09 22 ? a mSilicato

B Arroz

4.00E+09

3.00E+09

2.00E+09

Concentracion (conidias por g-1)

1.00E+09

0.00E+00
30 60 90 120 150 180

Concetracion de conidios en diferentes fechas de evaluacion (dias)

Prueba de viabilidad de conidios de Trichoderma spp cepa FRAIII

La viabilidad de los conidios de Trichoderma spp cepa FRAIII fue superior, en todas las fechas de
muestreos cuando se empled Costa Lite, siendo el tratamiento a base de Costa Lite quien sobresalio
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en todas las fechas de evaluacidn, lo que demuestra que este material inerte es adecuado para
mantener viables los conidios del hongo, sin embargo, los sustratos a base de arroz, Harina y Silicato
de Calcio la viabilidad se reduce significativamente después de los 60 dias de almacenamiento del
hongo (figura 2).

Figura 2.

Prueba de germinacion de conidios de Trichoderma spp cepa FRAIII en diferentes fechas y diferentes
materiales inertes durante seis meses de evaluacion.

120 T+ ---o--- Costa Lite
————— m-— Arroz
1 - —A- - Harina
— 100 — M — - Silicato de calcio
X
\C/ 80 T §a a
L x0T O
S 60 1 +
= --a_
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150 180

Viabilidad de las conidias (Dias)

Los conidios de Trichoderma spp cepa FRAIII presentaron mayor estabilidad en el tiempo comparado
con el sustrato a base de arroz donde esta expuesto directamente a luz ultravioleta y degradacion de
los componentes del grano en el tiempo. Espinoza y Vallejos (2016), demostraron que la viabilidad
de los conidios disminuye a medida que transcurre el tiempo cuando se emplea harina de trigo, en el
caso de Beauveria bassiana. Bettiol, (2014), y Alcantara, (2019) indican que se deben cumplir
diversos parametros para obtener una buena formulacion, sin afectar la actividad biologica del hongo
y proteger la integridad fisica de los conidios. Las formulaciones deben garantizar el menor contenido
posible de humedad, lo cual se obtuvo con Costa Lite, publicado por Viera et al. (2018), quienes
mencionan que este material proporciona estabilidad para los conidios.

Prueba de viabilidad de conidios de Trichoderma spp cepa FRAIII realizado en un periodo de seis
meses en sustrato de arroz.

Mediante el analisis de regresion lineal, se encontro que el porcentaje de germinacion de los conidios
es inversamente proporcional al tiempo de almacenamiento, esto demuestra que la viabilidad

disminuye a medida que transcurre el tiempo de almacenamiento en los diferentes materiales inertes
empleados. En el caso de Costa Lite el modelo de regresion indica que a medida que transcurre el
tiempo el porcentaje de germinacion disminuye constantemente en un 7.41 % en cada muestreo
efectuado. En el caso de la haria y Silicato de calcio la germinacion disminuye en un 11.84 %y 11.81
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% respectivamente, siendo el arroz en donde la germinacion disminuye en un 20.87 %. Estos
resultados demuestran que los productos biologicos formulados tienden a disminuir con el transcurrir
del tiempo en almacenamiento. Por lo tanto, los productos no formulados tienden a perder viabilidad
y concentracion de una manera mas rapida (figura 3).

Figura 3.

Prueba de viabilidad de conidios de Trichoderma spp cepa FRAIII realizado en un periodo de seis
meses en sustrato de arroz.
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Estudio efectuado por Alcantara (2019) afirma que un material inerte es adecuado para la
formulacion, al proteger los conidios de las condiciones ambientales durante un periodo prolongado
de tiempo en almacenamiento, asegurando su viabilidad. Por otro lado, Ortiz-Caton et al. (2011)
destacan la importancia de mantener la viabilidad y virulencia de los conidios para que se establezcan
rapidamente en el lugar de aplicacion, promoviendo asi una epizootia. Segin estos resultados, se
puede considerar que el material inerte Costa lite es idoneo para la formulacion de hongos benéficos
en presentacion de polvo mojable.

Conclusiones

La viabilidad de los conidios de Trichoderma spp cepa FRAIII fue superior, en todas las fechas de
muestreos cuando se empled Costa Lite, seguido por Harina y Silicato de Calcio, teniendo un
comportamiento similar las concentraciones de conidios en los materiales evaluado mencionados
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anteriormente. Se encontrd que en arroz la viabilidad disminuye en un 20.87 % entre cada fecha de
evaluacion. Por lo cual se recomienda formular Trichoderma spp cepa FRAIIIL, empleando Costa Lite,
para mantener su viabilidad, y poder almacenarse por un periodo prolongado de tiempo, para su
aplicacion en Campo.
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