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RESUMEN

Se determiné € porcentgje de viabilidad y tiempo de vida Util de tres bioformulados TRIKOFUN
(Trichoderma harzianum), NEMAKILL (Paecilomyces lilacinus) y BAUKIL (Beauveria bassiana),
amacenados a tres temperaturas en e laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Recursos
Naturales de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. Se realizé la reactivacién de las cepas
de Trichoderma harzianum, Paecilomyces lilacinus y Beauveria bassiana, luego se prepararon los
tres bioformulados liquidos los que fueron amacenados, por un periodo de 96 dias a tres
temperaturas 4°C, 18°C y 22°C. Se redliz6 la cuantificacion de esporas mediante la cdmara de
Neubauer todos los dias, y la viabilidad de las esporas mediante el micro cultivo cada tres dias. Las
curvas de crecimiento de los bioformulados TRIKOFUN, NEMAKILL Y BAUKILL, presentan
cuatro fases: Fase de Latencia, Fase de crecimiento, Fase estacionariay Fase de muerte. EI nimero
de las esporas viables de los bioformulados TRIKOFUN, NEMAKILL Y BAUKILL amacenados a
22°C presentan poblaciones dtas con valores de 3.1x10°UFC/mL, 2.9 x10°UFC/mL, 3.15
x10°UFC/mL, respectivamente, mientras que los bioformulados almacenados a 4°C presentan
pobl aciones més bajas con concentracion de 2.4x10°UFC/mL, 2.21x10°UFC/mL, 2.38 x10°UFC/mL
por tiempos mas prolongados. El tiempo de vida Util de TRIKOFUN y BAUKILL esde 166 y 104
dias respectivamente a 22°C y NEMAKILL es de 189 dias a una temperatura de 4°C. Transcurridos
los 60 dias de amacenamiento para los bioformulados TRIKOFUN y BAUKILL e mayor
porcentaje de esporas viables se presenta a 22°C con valores de 84.28%, 76.77%y paraNEMAKILL
es a 4°C con un de valor de 82.46%. Por tanto para la préctica agricola se recomienda la

conservacion de los bioformulados a 18°C como lo indique el fabricante.

Palabras  claves: <TRIKOFUN [TRICHODERMA  HARZIANUM]> <NEMAKILL
[PAECILOMYCES LILACINUS> <BAUKILL [BEAUVERIA BASS ANA.]>
<BIOFORMULADOS> <HONGOS ENTOMOPATOGENOS> <VIABILIDAD>
<FORMULACIONES LIQUIDAS> <TIEMPO DE VIDA UTIL>
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SUMMARY

It was determined the percentage of viability and life span of three bioformulados
TRIKOFUN(Trichoderma Harzianum), NEMAKILL ( Paecilomyces lilacinus) and BAUKILL (
Beaveria bassiana), stored at three temperatures in the laboratory of Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo. The strains of Trichoderma harzianum, Paecilomyces lilacinus and Beauveria
bassiana were realized, then the three bioformulados liquids which were stored, were prepared for a
period of 96 days at three temperatures 4°C and 18°C and 22°C. The quantification of spores were
done by the Neubauer cameraevery day, and the viability of spores through the micro culture every
three days, the curved phases: latency stage, stage of growth, stationary phase and death phase. The
number of viable spores of the TRIKOFUN, NEMAKILL and BAUKILL bioformulados stored at
22°C present high populations with values of 3.1x10°UFC/mL, 2.9x10°UFC/mL, 3.15x10°UFC/mL,
respectively, while the bioformulados stored at 4°C lower populations with concentration of
2.5x10°UFC/mL, 2.21x10°UFC/mL, 2.38x10°UFC/mL for times longer. The time of life of
TRIKOFUN and BAUKILL is 166, 104 days respectively at 22°C and NEMAKILL 189 days of a
4°C. After 60 days of storage for the bioformulados TRIKOFUN and BAUKILL the percentage of
viable spores occurs at 22°C with values of 84.28%, 76.77% NEMAKILL isat 4°C with a value of
82.46%. Therefore for agricultural practice is recommended the preservation of the bioformulados at
18°C as directed by the manufacturer.

KEYWOERDS:  <TRIKOFUN  [TRICHODERMA  HARZIANUM]>  <NEMAKILL
[PAECILOMYCES LILACINUS]> <BAUKILL [BEAUVERIA BASSIANA]>
<BIOFORMULADOS> < ENTOMOPATHOGENIC FUNGI> <VIABILITY> <FORMULATIONS
LIQUID> <USEFULL LIFETIME>
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INTRODUCCION

Situacion problematica

El continuo crecimiento de la poblacién ha generado € uso de agentes quimicos parael rendimiento
de los cultivos y para e control de plagas. El incremento de plaguicidas hoy en dia llega afectar
tanto al ambiente como a la salud humana, debido a que estos plaguicidas se acumulan en el suelo
(Gonzéles, 2010). El 30 % se queda en € suelo; € 1 % alteraal organismo; 44 % va ala aamosferay
sistemas acudticos, y € 25 %, es retenido en el follgje de las plantas por ende nos vemos afectados
ya gue la poblacién se alimenta de dichas plantas, produciendo una serie de enfermedades toxicas

en & cuerpo (Crissman, 2012, p.12).

A nivel mundial alrededor de 2 millones de personas se envenenan con plaguicidas cada afio,
ademés de los dafios colaterales a rios, suelos y aire, 1o que conlleva a un replanteamiento de
tacticas de control de plagas. El uso cotidiano de esos quimicos contribuye a la crisis de la
agricultura que dificulta la preservacion de los ecosistemas, |0s recursos naturales, y afectala salud

de las comunidades rurales y de los consumidores urbanos (FAO-OMS 2014).

La busgueda de la productividad a corto plazo por encima de la sustentabilidad ecoldgica,
practicada en las Ultimas décadas, ha dgado un saldo a nivel mundia de contaminacién y
envenenamiento donde € pretendido remedio universal ha resultado ser peor que la enfermedad

(Salterain 2013,p.23).

Formulacién del problema

¢La determinacion del porcentaje de viabilidad y tiempo de vida Util de tres bioformulados
(TRIKOFUN, NEMAKILL Y BAUKILL), producidos por “MIKROBEN” del Departamento de
Fitopatologia de la Facultad de Recursos Naturales “ESPOCH”, promovera la utilizacion de este
tipo de productos y por tanto disminuira el uso de agroquimicos téxicos para el control de plagasy

enfermedades en los cultivos?.



Justificacion tedrica

Es responsabilidad de la sociedad ecuatoriana el poner en préactica los postulados citados en € buen
vivir, para acanzar una relacion armonica sustentable, entre el medio ambiente y la salud, que
enmargue & camino en la produccion de bioformulados microbianos que presenten caracteristicas

deseadas como agentes de biocontrol (Crissman, 2012, p. 7).

Si bien es cierto sin fungicidas, la mayoria de agricultores en el Ecuador sufren graves pérdidas en
los rendimientos de cultivos, aunque en el pais, como en muchos otros, esta creciendo una
preocupacion generalizada sobre |os impactos del uso de agrogquimicos en e ambiente y en la salud.
Pruebas de residuos en verduras frescas en e Ecuador demostraron la existencia de niveles
superiores a los recomendados por la Guia de Seguridad Alimentaria de la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y Agriculturay la Organizacion Mundia de la Salud (FAO-
OMYS) y por & Cédigo Alimentario (Vasquez R, 2013, p.8).

Para satisfacer las necesidades del sector productivo agricola surge la necesidad de plantear
soluciones viables para ayudar a agricultor a incorporar ideas sobre un enfoque de la agricultura
maés ligada al medio ambiente y méas sensible socialmente que le permita una mejor produccion y

sostenibilidad ecol gica (Altieri, 2010,p. 45).

El empleo de inoculantes biol dgicos definidos como bioformulados que contienen células vivas, es
una alternativa viable para lograr un desarrollo agricola ecol 6gicamente sostenible, ya que permite
una produccidn a bajo costo, ho contamina el ambiente y mantiene la conservacion del suelo desde

el punto de vistadefertilidad y biodiversidad (Rakholiya,2010, p.406).

La unidad de produccion de microorganismos benéficos MIKROBEN del Departamento de
Fitopatologia de |a Facultad de Recursos Naturales ESPOCH, halogrado desarrollar presentaciones
comerciaes de microorganismos antagonistas y entomopatdgenos de cepas nativas, para € control
de plagas y enfermedades que afectan a los cultivos, permitidos segun la norma de la Agricultura
Ecologica de la Union Europea (UE) definidas por € reglamento CE # 834/2014, 889/2008 de la
misma y de la agencia certificadora BSC, bgo los nombres comercides de TRIKOFUN,
NEMAKILLY BAUKILL.



Justificacion practica

En la actualidad se conocen més de 1500 especies de microorganismos entre hongos, bacterias y
virus que son patdgenos de artrépodos y controladores de otras poblaciones microbianas

directamente, que se usan rutinariamente en los programas de control de plagas (vasquez M, 2013, p.7).

Una nueva opcion al problema que se presenta con los pesticidas, es |o que hoy en dia se conoce
como control biolégico, este método de manegj o ecoldgico de las plagas, consiste en la utilizacion de
cualquier agente bioldgico de control natura pero en forma dirigida, tales como: hongos, virus,
bacterias 0 insectos benéficos predadores o parasitoides (Guédez, 2010,p.56). Los hongos son
producidos para e uso como agentes biol6gicos de plagas y enfermedades, paralo cual se utilizan

diferentes métodos de reproduccion (Cavalcante et al., 2010, p. 946).

El Departamento de Fitopatologia de la Facultad de Recursos Naturales de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, con la unidad de Produccién de Microorganismos Antagonistas y
entomopatogenos (MIKROBEN) con 18 afios de investigacion a nivel de laboratorio y campo,
cuenta con un grupo de profesionales especializados en la deteccion y tratamiento de enfermedades
patol 6gicas, los mismos que presentan como una aternativa la dosificacion de microorganismos

destinados a control biol6gico de plagas y enfermedades en plantas y suelos.

Mediante lainvestigacion de la determinacién del porcentgje de viabilidad y tiempo de vida Util de
tres bioformulados (TRIKOFUN, NEMAKILL Y BAUKILL), producidas por “MIKROBEN" del
Departamento de Fitopatologia de la Facultad de Recursos Naturales “ESPOCH”, promovera la
utilizacion de este tipo de productos y por tanto disminuira € uso de agroquimicos téxicos para €

control de plagas y enfermedades en los cultivos.

En esta investigacion se determinara el porcentgje de viabilidad en funcion del tiempo de estos
formulados liquidos, a tres temperaturas (4,18 y 22)°C, con & objeto de determinar e tiempo
Optimo en gue estas formulaciones pueden ser utilizadas por |os agricultores asegurando su eficacia

en € tiempoy lacalidad en las nuevas formulaciones.



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el porcentagje de viabilidad y tiempo de vida Util de tres bioformulados (TRIKOFUN,
NEMAKILL Y BAUKILL), producidos por “MIKROBEN” del Departamento de Fitopatologia de
la Facultad de Recursos Naturales “ESPOCH”.

Obj etivos Especificos

Determinar la curva de crecimiento de esporas viables en funcion del tiempo a tres
temperaturas 4°C, 18°C y 22°C.

Determinar € tiempo de consumo méximo de los bioformulados a tres temperaturas 4°C,
18°Cy 22°C.

Determinar e porcentaje de viabilidad de los tres bioformulados a tres temperaturas 4°C,
18°Cy 22°C.



CAPITULO|

1. MARCO TEORICO

1.1. Marco filosofico o epistemol6gico dela investigacion

Uso de tecnologias limpias y no contaminantes.- “El Estado promoverd, en el sector publico y
privado, € uso de tecnologias ambientalmente limpias y de energias alternativas de bajo impacto.
La soberania energética no se alcanzara en detrimento de la soberania alimentaria, ni afectara €l

derecho del agua” (Constitucion de la Republica del Ecuador 2008).

El desarrollo sustentable se refiere a la administracion eficiente y racional de nuestros recursos
naturales, con €l objetivo de mejorar € bienestar de la poblacién actual sin comprometer la calidad
de vida de las generaciones futuras, la proteccion del ambiente y € desarrollo humano sustentable
van de lamano y es necesario ampliar las investigaciones sobre la utilizacion de métodos biol 6gicos
parala proteccion de los cultivos; debido a que estos son atacados por insectos y enfermedades que

reducen significativamente la produccion (Riechmann, 2012,p 34)

Los hongos en particular despiertan € interés de empresas y organismos de investigacion por su
papel en e control de insectos y enfermedades, sin dafiar el medio ambiente y la salud. Encontrar
un producto con especificaciones bien definidas y con los procedimientos de control de calidad
asegura un buen funcionamiento y su seguridad, la calidad se define como e conjunto de
propiedades y caracteristicas de un producto que lo hace apto para satisfacer las necesidades a las

cuales vadirigida (Pérez, 2011)

Las normas y procedimientos para €l control de calidad de los productos y procesos conjuntamente
con los registros, constituyen la garantia para la validacion de las producciones de bioformulados y
promueven la estandarizacion de los costos de produccion y garantiza su estabilidad en el mercado

lo que conllevaala gananciay confianzaen el consumidor (Vazquez R, 2013).

En forma natural los hongos satisfacen ciertos requerimientos nutricionales por la digestion
enzimatica de sus hospederos, estos requerimientos también pueden ser suplementados en

cantidades adecuadas en un medio de cultivo para lograr un méximo crecimiento y esporulacion,
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aun cuando debe tenerse en cuenta que estos requerimientos pueden ser diferentes parala obtencién
de biomasa miceliar o conidios, por lo tanto las técnicas y procesos de produccion més adecuados

pueden variar paralas diferentes especies de hongos (Martinez, 2010).

Una de las aternativas més promisorias para disminuir e impacto ambiental causado por el
frecuente uso de productos quimicos para el control de plagas y enfermedades de plantas se centra
en la utilizacién de agentes de control bioldgico (Carillo, 2011). Dentro de estos agentes se destacan
los hongos del género Trichoderma harzianum Rifai, Paecilomyces lilacinus Thom y Beauveria

bassiana Bass.

La multiplicacién de Trichoderma harzianum, Paecilomyces lilacinus y Beauveria bassiana, se
puede realizar en forma artesanal o industrial, implementando distintas técnicas de fermentacion
liquida y sdlida. Entre los sustratos naturales para la produccién de éstos hongos antagonistas se
encuentran granos de trigo, avena, cebada, centeno, arroz, maiz, soya y savado de trigo (Sivilg;
Alvares, 2013). Las esporas de hongos son |os el ementos de perpetuacion de la especies, pueden ser de

origen asexuado (mitosporas) 0 sexuado (meiosporas) (Carrillo, 2011).

El recuento total de esporas viables es una prueba habitual de inspeccion de bioformulados. Esta
prueba es una de las herramientas mas sencillas que se utiliza para garantizar la caidad del
producto, la cdmara de Neubauer es un aparato de precision hecho de vidrio dptico especial. Que se

utiliza para contar células u otras particulas en suspensiones bgo €l microscopio (Bradley, 2013).

1.2. Antecedentesdelainvestigacion

La produccion de hongos entomopatdgenos, se basa en la multiplicacién masiva del hongo y sus
estructuras reproductivas (esporas 0 conidias) en un sustrato natural principalmente arroz, trigo,

maiz, frijol y soya; siendo el arroz y el trigo los més utilizados actual mente (Castro R, 2015, p.30).

En el estudio realizado en el Estado de Guerrero, México, sobre esporas viables en la produccion

masiva de Trichoderma harZianum Rifai en diferentes sustratos organicos. Se abtuvieron



porcentajes de viabilidad atos, lo que significa que en ninglin sustrato se generan sustancias que

afecten negativamente la germinacién de | as esporas (Otero, 2010).

En la investigacion realizada por Vargas Blanco Diego Alonso, del Laboratorio de Produccion,
Novagri S.A.C, Arequipa, en el tema de estudio sobre la evaluacion de la viabilidad en € tiempo
para muestras de esporas puras 'y formulacion liquida de Paecilomyces lilacinus, se concluyd que
las esporas puras almacenadas en refrigeracion a 4-6°C a través del tiempo, aln a los 5 meses

conservan una viabilidad superior a 91.85% (Vargas, 2011.)

Goéngora Botero et al., Federacién nacional de cafeteros de Colombia, (Cenicafé), en la
investigacion claves para € éxito del hongo Beauveria Bassiana como controlador biolégico de la
broca del café. Utilizaron las pruebas de viabilidad y pureza para determinar si las esporas estan
vivas en tal formulacion, utilizan también unidades formadoras de colonia, y a su vez se verifico

que e crecimiento corresponde a hongo (Goéngora; Marin, 2013).

Un estudio a nivel local en la provincia de Chimborazo, ESPOCH, Departamento de Sanidad
Vegeta Ferndndez, R 2006, redizo la determinacion del nimero de esporas viables en funcién del
tiempo y temperatura de Trikofun, Nemakill, Methakill, Baukill y Vertik, en formulados liquidos,
para lo cua redizo la recopilacion y la identificacién de hongos entomopatégenos para la
realizacion de los 5 Bioformulados a diferentes temperaturas 4/°C, 18°C y 22°C, los resultados de
esta investigacion determinaron que existe un nimero de células viables en niveles que aseguran

su actividad por un tiempo de dos meses de vida Util (Fernandez, 2006).

1.3 Basestedricas

1.3.1 Microorganismos antagonistas para la agricultura

Los microorganismos son aquellos seres vivos mas diminutos que Unicamente pueden ser
apreciados a través de un microscopio. En este extenso grupo podemos incluir a los virus, las

bacterias, hongos, levadurasy mohos que pululan por el planetatierra (Agrios, 2005, p.10).



Respecto de su estructura biolégica y a diferencia de lo que ocurre con las plantas o los animales,
esta es sumamente elemental ya que son unicelulares, en lo que si coinciden con los mencionados es

en laindividualidad que presentan y ostentan (Rakhaliya, 2010).

Algunos microorganismos pueden ser |os responsables del deterioro de algunos alimentos, incluso
ocasionando graves enfermedades a aquellos que consumieron esos alimentos contagiados, pero
paraddjicamente y por otro lado hay otros que resultan ampliamente beneficios y que a proposito
son utilizados en la elaboracion de algunos alimentos con los objetivos de aargar sus vidas o bien

de cambiar las propiedades de [0s mismos (Harman, 2011; Sivila; Alvares, 2013).

L os microorganismos benéficos se clasifican en dos grupos:

. Accién directa: agrupan microorganismos que habitan en algin componente de los tgjidos
vegetales, y por ello la accién benéfica se realiza en la planta'y no en su medio circundante, es €l

caso de la Fijacion Biologica de Nitrogeno (FBN) y las micorrizas (Agrios, 2005, p.12).

. Accion indirecta: estos son aprovechados primero por € suelo y o transmite hacia los
cultivos, pertenecen a este grupo |os mecanismos de accion gue trabagjan en la solubilizacién de

nutrientes minerales (Agrios, 2005, p.13).

L os antagoni stas no tienen un Unico modo de accion y la multiplicidad de éstos es una caracteristica
importante para su seleccion como agentes de control biologico. Si el antagonista posee varios
modos de accion reduce los riesgos de desarrollo de resistencia en € patégeno. Este riesgo de
resi stencia también se reduce mediante el uso de combinaciones de antagonistas con diferente modo

de accion (Sivila; Alvares, 2013)



1.3.2 Caracteristicas de los hongos benéficos empleados en la agricultura (Trichoderma

harzianum, Paecilomyces lilacinus, Beauveria bassiana)

Los hongos que presentan un rango estrecho de hospederos, pero que son muy virulentos, son
generamente los mas dificiles de cultivar, aln més las especies que presentan fases parasiticas y

saprofiticas en sus ciclos de vida (Fernandez 0, 2013).

En forma natura los hongos satisfacen ciertos requerimientos nutricionales por la digestion
enzimé@tica de sus hospederos (Agrios, 2005, p.16). Estos requerimientos también pueden ser
suplementados en cantidades adecuadas en un medio de cultivo para lograr un maximo de
crecimiento y esporulacién, aun cuando debe tenerse en cuenta que estos requerimientos pueden ser
diferentes para la obtencion de biomasa miceliar o conidios, por lo tanto las técnicas y procesos de

produccion mas adecuados pueden variar para diferentes especies de hongos (Rakholiya, 2010).

Ademés de los problemas tecnol 6gicos, hay que tener en cuenta el mecanismo de accion mediante
e cua actta € microorganismo, asi como si su efecto se encuentra estrechamente vinculado a
condiciones locales y micro ambientales y muy especificamente a condiciones de humedad y

temperatura entre otros factores condicionantes (Vermaet al., 2012).

1.3.3 Factores ambientales que influyen en la proliferacion y sobrevivencia de los

microor ganismos

1.3.3.1 Temperatura

Es el factor més importante que influye en la proliferacién y sobre vivencia de los organismos,
afectandol os en cua quiera de los dos sentidos. Si la temperatura aumenta, |as reacciones quimicasy
enzimaticas dan lugar a velocidades cada vez més réapidas, a igua que la proliferacion. Sin
embargo mas al& de cierta temperatura, las proteinas, los acidos nucleicos y otros componentes
celulares se vuelven sensibles a estas temperaturas elevadas y pueden inactivarse en forma
irreversible. Cada organismo tiene una temperatura minima, por debajo de la cual no tiene lugar la
proliferacion, una temperatura Optima, en la que € crecimiento es més rapido y una temperatura

maxima, por encima de lacua no es posible el crecimiento (Cayréet al., 2011).



1.3.3.2 Humedad

Laactividad del aguaes €l factor que mejor describe € estado en que éste se encuentra presentey €l
grado de dificultad que pueden tener los diversos tipos de microorganismos para utilizarla para su
crecimiento. Hay un valor minimo de humedad necesaria para producir actividad microbiana, s
presenta exceso de humedad, disminuyen los espacios libres en el material y se producird una

fermentaci 6n anaerobica (Fernandez O, 2013).

1.3.3.3 Relacion Carbono/Nitrégeno (C/N)

La mayoria de los microorganismos usan aproximadamente 30 parte en peso de carbono por cada
parte de nitrégeno, por lo que una relacion aproximada de C/N 30 es la més conveniente para una

fermentacion solida (Cayré, 2011).

1.3.3.4 pH

El pH juega un papel importante en la regulacion de la produccion de enzimas extracelulares. La
mayoria de cepas de Trichoderma, Paecilomyces, Beauveria, tienen la habilidad de crecer en un
amplio rango de pH de 2 a 6 con un Optimo de 4; y se ha reportado que la produccion Optima de

biomasa ocurre en un rango de pH entre 4.6 y 6.8 (Kredics, 2013).

1.3.3.5 Aireacion

Dos componentes del aire son esenciaes para los hongos: el oxigeno y € didxido de carbono. Las
especies de Trichoderma, Paecilomyces, Beauveria, como anaerobios facultativos, tienen la
habilidad para crecer en habitats como suelos profundos donde el oxigeno es relativamente
insuficiente .Sin embargo en |os cultivos de estos organiSmos es necesario tener en cuenta que altas
concentraciones de dioxido de carbono resultado de la respiracion celular se pueden acumular en
ambientes cerrados y de esta forma inhibir el crecimiento de este microorganismo, los hongos

usualmente son inhibidos en concentraciones de diéxido de carbono mayores de 10 a 15% (Moore,
2010, p.574).

10



1.3.4 Utilizacién de hongos para la elaboracion de los biofungicidas

La creciente necesidad de reducir e uso de agroquimicos hace necesario desarrollar
tecnol ogias que permitan de formafécil, econdmicay efectiva obtener productos a partir de
microorganismos con calidad y en cantidades suficientes para la aplicacién masiva en las

areas de cultivo (Sivila; Alvares, 2013).

En toda produccion de bioformulados se parte de un aislado con caracteristicas deseadas como
agentes de biocontrol, € cual es conservado previamente, los pre indculos se desarrollan sobre
sustratos solidos como granos de arroz, trigo, céscara de trigo y harina de maiz, incluyendo medios
agarizados de melaza de cafia de azlcar, la relacion carbono- nitrogeno es esencial y de esto

dependera la propagacion del microorganismo (A.C,. et al., 2005).

La produccién de microorganismo en formulaciones liquidas, representan una alternativa para
cuando la demanda es ata ya que de esta manera se acelera € proceso de produccion masivay se
obtiene e producto en un tiempo mas corto, con mayor cantidad y variedad de propégulos, lo cual

aumenta su eficiencia (DEAQ, 2015).

1.3.5TRIKOFUN

Informacién técnica

Figura 1-1 Bioformulado
Liquido Trikofun

Fuente: Lupe Aguirre
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1.3.5.1 Antecedentes técnicos

1352

1353

Nombre comun: TRIKOFUN

Acciodn fitosanitaria contra Fitopatdgenos como: Pythiun, Fusariun sp, Rhizoctonia solani,
Sclerotinia, Sclerotium, Botrytis, Phytophthora Mycosphaerella,Verticillium, Alternaria,
sigatoka en banano.

Composicion béasica: Trichoderma harzianum

Composicion final: Sustrato liquido con microorganismos en latencia que a més de su
accion fungicidarecupera el baance del suelo.

Registro MAG: 020611018 (Peséntez, 2015).

Propiedades fisicas determinadas

Liquido de color verde
Soluble en agua
Densidad de 1.0081g/ml (Pesantez, 2015).

Caracteristicas de formulacion

El uso que se destina es un fungicida inoculante recuperador de la flora microbianay balanceador

del ecosistema del suelo, su dosis de aplicacion es de 1 a 1.5 L/ha, presenta una concentracion de

esporas de 2.5x10° UPC/mL de producto se debe conservar e producto en refrigeracion a4 °C.

Recomendable para cultivos de: tomate rifion, tomate de érbol, arveja, papas, col, lechuga, go,

cebolla, babaco, mora, flores de exportacion, palma, maracuyd, melén, naranjilla, sandia, pimiento,

banano, café, cacao, cafa de azlicar (Pesantez, 2015).

1.3.5.4 Recomendaciones para su uso

La aplicacion se puede redlizar con los métodos convencionales de aspersion, pudiendo aplicarse al

suelo y a follge utilizando una dosis de 1000 a 1500cc en cualquier etapa del ciclo vegetal.

Aplicar en horas de la mafiana o por |a tarde (Pesantez, 2015).
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1.3.5.5 Preparacion de la mezcla

Utilice agua y un recipiente limpio, libre de residuos de fungicidas. Luego adicione el producto y
agite hasta que se suspenda completamente. Utilice coadyuvantes compatibles en caso de ser

necesarios. Viertaen la cantidad total de aguay agite vigorosamente (Pesantez, 2015).

1.3.5.6 Compatibilidad

Es compatible con herbicidas, insecticidas quimicos, fertilizantes de reaccion &cida e insecticidas
biolégicos cuya formulacion sea a base de hongos, no es compatible con fungicidas, ni con
productos desinfectantes del suelo (Pesantez, 2015).

1.3.5.7 Precauciones

Mantenga fuera del alcance de los nifios, no fume o consuma alimentos durante el manejo, mezclao
uso de productos. El uso cuidadoso del producto es una buena préctica (Pesantez, 2015).

1.3.5.8 Trichoder ma harzianum

Figura 2-1: Aspecto microscopico de
Trichoderma harzianum
Fuente: Veronica Tangarife 2011

1.3.5.8.1 Generalidades

Trichoderma harzianum es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se encuentra de manera
natural en un nimero importante de suelos agricolas, se caracterizan por no poseer, 0 no presentar
un estado sexual determinado, la mayoria de colonias en su inicio tienen color blanco, después se
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torna a verde oscuro o amarillento, como consecuencia de una densa esporulacion. De este
microorganismo existen méas de 30 especies, todas con efectos benéficos para la agricultura y otras
ramas (Agrios, 2005, p. 30). Trichoderma, produce tres tipos de propagalos: hifas, clamidosporas y
esporas “conidias”. Las esporas son los mas viables de los propagulos empleados en programas de

biocontrol (Harman, 2011, p. 1991).

Este hongo se encuentra ampliamente distribuido en e mundo, y se presenta en diferentes zonas y
habitats, especiadmente en aquellos que contienen materia organica 0 desechos vegetales en
descomposicion, asi mismo en residuos de cultivos, especiadmente agquellos que son atacados por

otros hongos (Agrios, 2005, p.31).

Estas especies son antagonistas de otros microorganismos que causan enfermedades en cultivos de
importancia econdémica. Se emplean principamente en € control de enfermedades fungosas del
suelo. Su aplicacion a suelo de forma preventiva en semilleros y diferentes etapas de los cultivos

reduce la aparicion de enfermedades provocadas por hongos en cultivos (Rakholiya, 2010).

Trichoderma es un hongo con una ata capacidad de tolerar un amplio rango de temperaturas,
presentando una amplia distribucion ecolégica. Los valores éptimos para su crecimiento y
esporulacion oscilan alrededor de los 25°C. Un factor importante a tener en cuenta durante la
multiplicacion es la conveniencia de periodos dternados de luz y oscuridad, que favorecen la

colonizacion del hongo sobre diferentes sustratos solidos. (Sivila; Alvares, 2013)

1.3.5.8.2 Clasificacion Taxondémica

Clasificacion Taxondmica segun Agrios, G. 2005

Reino: Fungi

Division: Myxomicotina
Clase: Hyphomicetes
Orden: Hypocreaes
Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma

Especie harzianum
14



1.3.5.8.3 Mecanismo de accion

El uso de Trichoderma harzianum como agente de biocontrol es preventivo, porque regula €
desarrollo de los hongos fitopatdégenos dianas. Entre los mecanismos de control estan: €l
micoparasitismo, competencia por espacio y nutrientes, y la antibiosis, los que tienen una accion

directafrente a hongo fitopatégeno (Sivila, Alvares, 2013).

El micoparasitismo se considera como un atributo de todas | as especies de Trichoderma y e mejor
mecanismo de control biologico de distintas enfermedades fungicas. En e proceso de destruccion
de los patégenos por €l hongo de T. harzianum, intervienen una gran cantidad de enzimas que son
capaces de segregar sustancias antibidticas. El mecanismo de competencia que poseen las cepas de
Trichoderma se considera esencia parala prevencion de enfermedades, pues la zona colonizada no

podra ser ocupada por ningln patdgeno (Tijerino, 2010).

Estos mecanismos se ven favorecidos por la habilidad de los aisamientos de Trichoderma para
colonizar la rizésfera de las plantas (Falconi, 2011, p.6). Este hongo hiperparasito actla por medio de
una combinacién de competencia por nutrientes, produccién de metabolitos antifungicos y enzimas
hidraliticas, ademas produce sustancias promotoras de crecimiento de las plantas. El mismo
coloniza las semillas y protege las plantulas en la fase post emergente de patdgenos fungicos, la

aplicacion directa a suelo ofrece incluso una proteccién mayor alos cultivos (Infante, et al., 2010).

La antibiosis de Trichoderma presenta otros mecanismos, cuya accion biorreguladora es de forma
indirecta. Entre estos se pueden mencionar los que inducen mecanismos de defensa fisiol6gicos y
bioquimicos como es la activacion en la planta de compuestos relacionados con la resistencia, con
la detoxificacién de toxinas excretadas por patdégenos y la desactivacion de enzimas de estos
durante el proceso de infeccion; la solubilizacion de elementos nutritivos, que en su forma origina
no son accesibles para las plantas. Tienen la capacidad ademés, de crear un ambiente favorable a

desarrollo radical |o que aumenta latolerancia de la plantaa estrés (infante., et al. 2010).
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1.3.6 NEMAKILL
Informacin técnica

Figura3-1: Bioformulado
Liquidos Nemakill

Fuente: Lupe Aguirre

1.3.6.1 Antecedentes técnicos

Nombre comin: NEMAKILL

Accion fitosanitaria €erce una accion nematicida de los géneros. Radopholus,
Meloidogyne, Pratylenchus.

Composicion basicade Paecilomyces lilacinus

Composicion final sustrato liquido con microorganismos en latencia que a mas de su accion
nematicida recupera el balance del suelo.

Registro MAG: 020611019 (Peséntez, 2015).

1.3.6.2 Propiedades fisicas determinadas

Liquido de color rosado
Soluble en agua
Densidad 1.033g/mL  (Pesantez, 2015).

1.3.6.3 Caracteristicas de formulacién

Uso que se destina es un nematicida, inoculante recuperador de la flora microbiana y

balanceadora del ecosistema del suelo.
16



Dosisdelal5L/ha

Concentracion de esporas de 2.5x109 UPC/ mL de producto

Conservacion del producto en refrigeracion

Para cultivos de tomate rifidn, arveja, papas, col, lechuga, g o, cebolla, babaco, mora, flores

de exportacion, pama, maracuya, melén, sandia, pimiento, banano (Pesantez, 2015).

1.3.6.4 Recomendaciones para su uso

La aplicacion se puede redlizar con los métodos convencionales de aspersion, pudiendo aplicarse al
sueloy al follgje, se puede usar en trampas. Su aplicacion se la puede realizar en cualquier etapa del

ciclo vegetal. Aplicar en horas de la mafiana o por la tarde (Pesantez, 2015).

1.3.6.5 Preparacion dela mezcla

Utilice agua y un recipiente limpio, libre de residuos de fungicidas. Luego adicione el producto y
agite hasta que se suspenda completamente. Utilice coadyuvantes compatibles en caso de ser

necesarios. Viertaen la cantidad total de aguay agite vigorosamente (Pesintez, 2015).

1.3.6.6 Compatibilidad

Es compatible con herbicidas, insecticidas quimicos, fertilizantes de reaccion acida e insecticidas
biolégicos cuya formulacion sea a base de hongos, no es compatible con fungicidas, ni con

productos desinfectantes del suelo (Pesantez, 2015).

1.3.6.7 Precauciones

Mantener fuera del alcance de los nifios, no fume o consuma alimentos durante el manejo, mezcla o
uso de productos (Peséntez, 2015).
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1.3.6.8 Paecilomyces lilacinus
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Figura 4-1: Aspecto microscopio de
Paecilomyces lilacinus
Fuente: Verénica Tangarife 2011

1.3.6.8.1 Generalidades

Es un hongo filamentoso anamérfico, colonias con tonalidad violaceas, al reverso incoloro vinaceo,
heterétrofo, aerobio, con una pared celular compuesto por quitina, de répido crecimiento que puede
utilizar una gran variedad de sustratos complejos como celulosa, quiting, pectinay almidén como
fuente de carbono. Muchas cepas crecen eficientemente en medios sdlidos o liquidos y en un amplio
rango de temperaturas, ademas son rel ativamente tol erantes a humedades bajas y tienden a crecer en

suel os &cidos (Thom, 1974)

Es el enemigo natural de muchos géneros de nematodos y algunos insectos como mosca blanca y
chinche. Es efectivo para nematodos de los géneros Meloydoginae, Pratelynchus y Radopholus.
(Thom, 1974)

1.3.6.8.2 Clasificacion Taxondémica

Clasificacion Taxonémica segin Thom Samson 1974 pertenece a
Reino: Fungi
Divisién: Ascomycota
Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eruotiaes
Familia: Trichocomaceae
Género: Paecilomyces
Especie: lilacinus
18



1.3.6.8.3 Mecanismo de accion

El hongo parasita los huevos y larvas de nematodos provocando deformaciones, vacuolizaciones y
pérdida de movimiento con la participacion de enzimas liticos causando deformaciones, destruccion
de ovarios y reduccién de la eclosién. El hongo es capaz de penetrar € huevo, crecer dentro del
mismo Y destruir € embridn hasta causarle la muerte (Monzon, 2011). A valores de pH ligeramente

acidos, se producen toxinas que afectan €l sistema nervioso de |os nematodos (Thom, 1974).

El hongo P. lilacinus acciona al parasitar |os huevos del nematodos juveniles y adultos, durante esta
etapainicia no hay produccién de toxinas, cuando las esporas del Paecilomyces lilacinus entran en
contacto con los nematodos se inicia el proceso de infeccion porque encuentran las condiciones
idedles para iniciar € proceso de germinacion, estas esporas producen enzimas que diluyen la

cuticulay penetran al interior del nematodo (Avilac; Umafia,2010)

A nivel de campo, es importante que dichas esporas presenten una alta viabilidad, patogenicidad y
virulencia, que garanticen €l buen mangjo y la regulacion de las poblaciones de nematodos gracias a
una alta tasa de infeccion adhesion y posterior liberacion de toxinas (Harman, 2011, p. 192). Teniendo
en cuenta que € nemdatodos es mas fragil durante su primer estado, se recomienda hacer
aplicaciones de P. lilacinus en forma de lavado del suelo a inicio del cultivo, via fumigacién o via

el sistemadeirrigacion (Thom, 1974).

Después de la aplicacién del P. lilacinus, las esporas germinan y consumen los nemétodos como
fuente de energia o alimento, reduciendo el dafio en los cultivos a causa de este microorganismo. La
eliminacién de estos sucede en un lapso de 3 a 14 dias, segin las diversas condiciones que se
presenten, y pueden preservar su control residual de 80 a 180 dias (Thom, 1974). Paecilomyces
lilacinus produce reduccion de las poblaciones de nematodos y reduccion de nodulaciones en €
sistema radicular. Se presenta raices nuevas con baja nodulacion y bajo porcentgje de éreas

necrosadas (Avilac; Umafia ,2010).
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137 BAUKILL

Informacion técnica

Figura 5-1: Bioformulado
Liquido Baukill

Fuente: Lupe Aguirre

1.3.7.1 Antecedentes técnicos

Nombre comin BAUKILL

Accion fitosanitaria ejerce accion insecticida, contra coledpteros como: broca de café,
gusano blanco de la papa, picudo negro y rayado en banano

Composicion basicade Beauveriabassiana

Composicion final sustrato liquido con microorganismos en latencia que a méas de su accién
insecticidarecupera el baance del suelo.

Registro MAG 020611020 (Pesantez, 2015).

1.3.7.2 Propiedades fisicas determinadas

Liquido de color blanco cremoso
Soluble en agua
Densidad 1.020g/mL (Pesantez, 2015).
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1.3.7.3 Caracteristicas de formulacion

Uso que se destina Insecticida, inoculante recuperador de la flora microbianay balanceador
del ecosistema del suelo

Dosislalb5L/ha

Concentracion 2.5x10° UPC/ mL de sustrato

Conservacién del producto Refrigeracion

Cultivos Tomate rifion, café, banano, arveja, papas, col, lechuga, go, cebolla, babaco,

mora, flores de exportacion, palma, maracuyd, melén, sandia, pimiento (Pesantez, 2015).

1.3.7.4 Recomendaciones para su uso

La aplicacion se puede redlizar con los métodos convencionales de aspersion, pudiendo aplicarse al
sueloy al follgje, se puede usar en trampas. Su aplicacion se la puede realizar en cualquier etapa del

ciclo vegetal. Aplicar en horas de la mafiana o por latarde (Pesantez, 2015).

1.3.7.5 Preparacion de la mezcla

Utilice agua y un recipiente limpio, libre de residuos de fungicidas. Luego adicione el producto y
agite hasta que se suspenda completamente. Utilice coadyuvantes compatibles en caso de ser

necesarios. Viertaen la cantidad total de aguay agite vigorosamente (Pesantez, 2015).

1.3.7.6 Compatibilidad

Es compatible con herbicidas, insecticidas quimicos, fertilizantes de reaccidn acida e insecticidas
biolégicos cuya formulacion sea a base de hongos, no es compatible con fungicidas, ni con

productos desinfectantes del suelo (Pesantez, 2015).

1.3.7.7 Precauciones

Mantenga fuera del alcance de los nifios, no fume o consuma alimentos durante el manejo, mezcla o

uso de productos (Peséntez, 2015).
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1.3.7.8 Beauveria bassiana

\ .
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Figura 6-1: Aspecto microscopio de

Beauveria bassiana
Fuente: Dr. David Ellis 2015

1.3.7.8.1 Generalidades

Es un hongo deuteromiceto que crece de forma natural en los suelos de todo e mundo. Su poder
entomopatdgeno le hace capaz de parasitar a insectos de diferentes especies, causando la conocida
enfermedad blanca de la muscardina (Agrios, 2005). Pertenece a los hongos entomopatdgenos y
actualmente es utilizado como Insecticida biolégico o biopesticida controlando un gran nimero de
parasitos de las plantas como son las orugas, las termitas, las moscas blancas, los &fidos, los

escarabaj os 0 |0s tisandpteros (Thom, 1974).

Se caracteriza por presentar un crecimiento lento, circular, llegando acanzar 20 mm de didmetro en
10 dias. El aspecto de la colonia es lanoso y en forma de polvo debido a los abundantes conidios, es
de color blanco en un principio, torndndose amarillenta posteriormente en la parte del centro, de

texturablanday superficie plana (Thom, 1974).

1.3.7.8.2 Cladificacion Taxondmica

Clasificacion Taxonémica segin Thom Samson 1974 pertenece a

Reino: Fungi

Division: Mycota

Clase: Deuteromycetes
Orden: Moniliales

Famila: Moniliaceae

Género: Bauveria Vuillemnin

Especie: bassiana
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1.3.7.8.3 Mecanismo de accion

Es un hongo facultativo, €l cual posee conidias que constituyen la unidad infectiva del hongo. La
reproduccion de los hongos son mediante esporas o conidias, que usualmente son las que infectan a

los insectos. El proceso de infeccion se puede dividir en tres etapas (Vézquez, 2013).

1. Adhesion delas esporas alacuticuladel insecto y germinacion
Penetracion de la cuticuladel insecto 'y
3. Desarrollo del hongo en € interior del insecto y culmina con la muerte del insecto por

MicCosis.

El insecto muerto queda momificandolo y bajo condiciones de humedad, se cubre posteriormente de
una esporulacion blanquecina — amarillenta. Su rango de accién es de 750 especies de insectos, asi
como €l alto grado de conocimiento a nivel molecular entre la interaccidn hospedero- patégeno del

desarrollo del sistema de produccién de este hongo (Trabanino, 2010).

Ademés la mayoria de estos hongos producen sustancias liticas y toxinas que ayudan a la
penetracion y ainhibir los mecanismos de defensa de |os insectos entre otras formas de actuar. Aun
cuando muchas de estas toxinas se producen slo en el interior del insecto, se ha demostrado que
muchas especies de hongos pueden producir durante su reproduccion metabolitos bioactivos con
efecto insecticida, 10 que potencia su accion, lo cual debe tenerse en cuenta a disefiar un esquema

de produccion (Thom, 1974)

El hongo Beauveria bassiana es usado para e control de un gran nimero de insectos plagas es de
las especies més utilizadas en e mundo, las formulaciones consisten en una combinacién de
ingredientes, de tal forma que las esporas del hongo se mantienen estables, efectivas y faciles de

aplicar (Trabanino, 2010).
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CAPITULOIII

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Metodologia

2.1.1Tipoy disefio delainvestigacion

Por € tipo deinvestigacion: Aplicada, porque se persiguio un fin directo e inmediato. Se propuso
determinar el porcentgje de esporas viables y € tiempo de vida Util de tres bioformulados, con €l
objeto de determinar € tiempo Optimo en que estas formulaciones pueden ser utilizadas por los

agricultores, asegurando su eficacia.

Por la temporalidad: Longitudinal, ya que se recolecté datos a través del tiempo en periodos

definidos parareaizar el conteo y la determinacién de esporas de los tres biof ormulados.

Por € tipo de enfoque: Cuantitativo porgque se recolectd datos fisicos, quimicos, microbiol dgicos,

para probar una hipotesis con base a unarelacion numéricay el andlisis estadistico.

Por e disefio de investigacion: Experimental. Debido a que se manipulo variables como niimero
de conidios germinados, niumero de conidios no germinados y €l tota de conidios. Para la

Determinacion del porcentgje de viabilidad y tiempo de vida Util de los tres bioformulados.

2.1.2 Lugar delainvestigacion

Lainvestigacion se gjecut6 en el Laboratorio de Fitopatol ogia de la Facultad de Recursos Naturales
de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, se utilizd cepas nativas de Trichoderma
harzianum, Paecilomyces lilacinus, Beauveria bassiana, procedentes de la unidad de Produccion de

Microorganismos Antagonistas y Entomopatégenos (MIKROBEN).
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2.1.3 Disefio experimental

Se emplearon 9 tratamientos y 3 repeticiones para la determinacion de las variables del porcentgje
de esporas viables y tiempo de vida Util de los tres bioformulados (Trikofun, Nemakill y Baukill),
como se describe enlaTabla 1- 2.

Tabla 1-2 Numero de tratamientos parala determinacion del porcentgje de esporas viables y
tiempo de vida Util

N°Tratamientos | Caodigos Descripcion del tratamiento
1 PiT1 TRIKOFUN, Trichoderma harzianum, amacenado a 4°C
2 PiT, TRIKOFUN, Trichoderma harzianum, almacenado a 18°C
3 PiT3 TRIKOFUN, Trichoderma harzianum, almacenado a 22°C
4 P, Ty NEMAKILL, Paecilomyces lilacinus, almacenado a4’c
5 P,T, NEMAKILL, Paecilomyces lilacinus, almacenado a 18°C
6 P, T3 NEMAKILL, Paecilomyces lilacinus, almacenado a22°C
7 PsT, BAUKILL, Beauveria bassiana, amacenado a4°C
8 PsT, BAUKILL, Beauveria bassiana, amacenado a 18°C
9 T BAUKILL, Beauveria bassiana, almacenado a 22°C

3'3

Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

2.1.4 Unidad de andlisis

Bioformulado Trikofun, cepa de Trichoderma harzianum
Bioformulado Nemakill, cepa de Paecilomyces lilacinus

Bioformulado Baukill, cepa de Beauveria bassiana

Fueron proporcionadas por MIKROBEN del Laboratorio de Fitopatologia del Departamento de
Sanidad Vegetal de la Facultad de Recursos Naturales de la ESPOCH.
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2.1.5 Poblacion de estudio

Los tres Bioformulados: Trikofun, Nemakill y Baukill almacenados a las tres temperaturas 4 °C,
18°C y 22°C hastalos 96 dias.

2.1.6 Tamafno dela muestra

Para el porcentgje de viabilidad se realizaron ensayos cada 3 dias hastalos 30 dias y posteriormente
alos 45, 60 y 96 dias. Con 9 tratamientos y 3 repeticiones para el porcentgje de esporas viables de
tres bioplaguicidas (Trikofun, Nemakill y Baukill). El tiempo de vida Util son las lecturas diarias
hastalos 30 diasluego alos 45y 60 dias respectivamente.

2.1.7 Seleccion dela muestra

De las unidades almacenadas a |as tres temperaturas 4 °C, 18°C y 22°C, diariamente se tomé una
muestra para el conteo de esporas hasta los 30 dias posteriormente a los 45, 60 y 96 dias. Para €l
porcentaje de viabilidad se tomd una muestra cada tres dias hasta los 30 dias luego alos 45 y 60

dias.
2.1.7.1 Material biologico

Las cepas de Trichoderma harzianum, Paecilomyces lilacinus, Beauveria bassiana, fueron
proporcionadas por el banco de cepas del laboratorio de Fitopatologia de Sanidad Vegeta de la
Facultad de Recursos Naturales de |la ESPOCH.

2.2 Técnica derecoleccion de datos

2.2.1 Fasedelaboratorio

Reactivacion y purificacion de las cepas de Trichoderma harzianum, Paecilomyces
lilacinus, Beauveria bassiana.

Preparacién de los bioformulados liquidos TRIKOFUN; NEMAKILL y BAUKILL.
Cuantificacion de esporas mediante la camara de Neubauer de |os tres bioformulados.
Determinacion de la viabilidad de las esporas y tiempo de vida de los tres bioformulados

liquidos mediante & micro cultivo.
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2.2.2 Tratamiento estadistico de datos

Curvas de crecimiento para la determinacion del porcentaje de viabilidad de los tres
formulados liquidos almacenados a 4°C, 18°Cy 22 °C.

Andlisis de regresion lineal para la determinacion del tiempo méximo de consumo de los
tres bioformulados liquidos almacenados a4°C, 18°Cy 22 °C.

2.3 Mecanismos

2.3.1 Reactivacion y purificacién de cepas

Se emplearon cepas de Trichoderma harzianum, Paecilomyces lilacinus, Beauveria bassiana,
provenientes del Banco de cepas del Laboratorio de Fitopatologia del Departamento de Sanidad
Vegeta FRN ESPOCH.

Se reactivaron las cepas de Trichoderma harzianum, Paecilomyces lilacinus, Beauveria bassiana,
en cajas Petri, que contenian 15 mL de PDA, Beauveria bassiana, fue reactivadaen cajas Petri, que
contenia 10 mL de medio Sabouraud a 27+1 °C.

Figura 1-2: Cgjas de cultivo puro Figura 2-2: Cgjas de cultivo puro Figura 3-2: Cultivo puro de
Trichoderma harzianum Paecilomyces lilacinus Beauveria bassiana
Fuente: Lupe Aguirre Fuente: Lupe Aguirre Fuente: Lupe Aguirre
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2.3.2 Preparacion de los bioformulados

Se rediz6 la preparacion del sustrato necesario para € crecimiento de cada uno de los
microorganismos. Para lo cual se empled arrocillo y cascarilla de arrocillo para Trichoderma
harzianum, Paecilomyces lilacinus, y solo arrocillo para Beauveria bassiana. Posteriormente se
inoculé cada uno de los microorganismos partiendo de cepas puras. Se colocaron los frascos en

estufas de crecimiento durante 8 dias a 27+1°C.

Una vez que cada microorganismo crecidé en e sustrato se procedio a la preparacion de los
formulados liquidos.

Figura 4-2: Cascarilla en remojo Figura 5-2. Empacado del sustrato.
Fuente: Lupe Aguirre Fuente: Lupe Aguirre

L il |

Figura 6-2. Sustrato empacado y sellado Figura 7-2. Esterilizacion del sustrato

Fuente: Lupe Aguirre Fuente: Lupe Aguirre
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b g L — %
Figura 8-2. Camaras de crecimiento Figura 9-2. Crecimiento de masa conidial
Fuente: Lupe Aguirre Fuente: Lupe Aguirre

Para la obtencion del bioformulado liquido de Trichoderma harzianum Paecilomyces lilacinus y
Beauveria bassiana, preparamos una suspension de elementos nutritivos a base de Carbono,
Nitrogeno, Fosforo, Potasio, Azufre, Cobre, Magnesio, Manganeso, Hierro, Oligosacéaridos y
Fitohormonas. Parala multiplicacion y sobrevivencia del antagonistalos cuales ayudan a una rapida
esporulacion. Seguidamente se procede a partir del producto crecido en cascarilla de arroz +
arrocillo ainocular e microorganismo en e caldo nutritivo. El producto asi formulado es empacado

en botellas pléasticas de 1 litro.

Figura 10-2.Caldo nutritivo Figura 11-2.Extraccion de esporas

Fuente: Lupe Aguirre Fuente: Lupe Aguirre
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Figura 13-2. Empacado del producto.

Fuente: Lupe Aguirre

Figura 12-2. Mezclado del caldo

nutritivo con las esporas
Fuente: Lupe Aguirre

Figura 14-2.Bioformulado liquidos

Fuente: Lupe Aguirre

2.3.3 Cuantificacion de esporas de los formulados liquidos mediante la camara de Neubauer

Para la determinacion del niUmero de esporas por mL de producto se tomé |os formulados liquidos
de Trikofun, Nemakill y Baukill, estas formulaciones fueron conservadas a tres temperaturas; 4°C,
18°C y 22 °C. Se prepar6 diluciones en serie (107, 107, 10°) con @ fin de facilitar e conteo de
esporas en la camara de Neubauer. La primeradilucion (10™) se obtuvo transfiriendo con una pipeta
estéril 1mL del formulado a un tubo de ensayo con 9 mL de agua estéril, se agitd fuertemente
durante 1 min obteniendo la primera dilucion.

Cada 24 horas se reaizd e conteo de las esporas de los formulados manteniendo a las 3
temperaturas, hasta los 30 dias. Luego se realiz6 el conteo alos 45y 60 dias. La concentracion de
esporas por mL de producto se calcul6 multiplicando la suma del nimero de esporas contadas en los

30



5 cuadrados secundarios, por €l inverso de la dilucion empleaday por el factor de la cdmara. Segin

Castro (2015) parad céculo del niUmero de esporas por mililitro se empleala siguiente formula:

NuUmer o de esporas/mL = Sumade 5C.S*factor de dilucién * 50.000

Para el recuento de esporas se utilizd la cdmara de Neubauer. Se tomd el tubo de las diluciones 10
de la muestra se agitd enérgicamente durante 30 segundos e inmediatamente se tomo la muestra de
10 pL (0.01 mL) con una pipeta automética para ser depositado en la cdmara. Se dgj6 reposar medio
minuto antes de proceder a conteo. Luego se llevd lacdmara a microscopioy se procedié a conteo
con €l objetivo de 40X.

-

Figura 15-2.Conteo de esporas en la cdmara de Neubauer
Fuente: Lupe Aguirre

2.3.4 Determinacion del porcentaje de viabilidad del microorganismo en los bioformulados

Para conocer la viabilidad del hongo se prepar6 medio de cultivo Agar-Agua a 3 %. Este se
esterilizd y posteriormente con una pipeta se depositd una alicuota del medio de cultivo en un porta
objeto. Posteriormente con otra pipeta, se depositaron sobre las alicuotas del medio, alicuota de la
suspension del hongo. Finalmente este montaje es colocado en una camara himeda, la cual consiste

en un plato Petri con papel filtro humedecido y se mantiene en un cuarto de crecimiento.

Todos los materiales utilizados en este procedimiento fueron esterilizados en autoclave a 1 atm de

presiony 121 °C.

Las mediciones se redlizaron entre las 24 y 72 horas después de readlizado el montae. Las
observaciones se realizaron al microscopio, utilizando el objetivo de 40X.
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Figura 16-2. Método de micro cultivo paraladeterminacion de laviabilidad de los tres

bioformulados
Fuente: Lupe Aguirre

2.3.4.1 Céculo de viabilidad

Pararealizar |a cuantificacion de la concentracidn de espora del microorganismo obtenido se realizo
por conteo directo en laplacavisto al microscopio alas 24 horas de incubacion.

Segun Castro (2015) para el porcentaje de viabilidad se calcul 6 de la siguiente manera

hNumero de espores germinadas—numero de esporas o gs!r'n*u':fl:m‘.-:,!s3 100
Namere de esporas germinadas

Viabilidad (%) =
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CAPITULO 111

3 RESULTADOSY DISCUSION

3.1 Analisiseinterpretacion y discusion deresultados

3.1.1 Determinacion de las curvas de crecimiento del bioformulado Trikofun almacenado a tres
temperaturas 4°C 18°C y 22°C

3.1.2 Determinacion delas curvas de crecimiento del bioformulado Trikofun 4°C
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Figura1-3. Curvade crecimiento del bioformulado Trikofun a4°C
Fuente: Lupe Aguirre

En la figura 1-3 tenemos la curva de crecimiento del formulado liquido de Trikofun
almacenado a de 4°C, presenta una fase de crecimiento hasta los 45 dias con una poblacion
de 2.4x10° UFC / mL de formulado, seguida de una fase estacionaria que se extiende hasta

los 81 dias, con una concentracion de 2.5x10° UFC / mL que permanece constante,
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finalmente se presenta la fase de muerte, obteniéndose una poblacion de 1.7x10° UFC/mL

de formulado transcurridos los 96 dias de almacenado el producto.

El incremento de las poblaciones es de 1.1x10° UFC/mL de formulado, mientras que el decremento
es de 2.1x10% UFC/mL de formulado cada 3 dias.

L os resultados obtenidos son superiores alos obtenidos por Fernandez (2006), pues sus promedios a
los 60 dias fue de 7.13 x10° UFC/mL con un incremento de las poblaciones de 4.95x10° UFC/mL
de formulado, mientras que e decremento es de 7.63x10® UFC/mL de formulado cada 3 dias, lo
cual se puede deber a que la actual formulacion en lo referente a caldo nutritivo empleado para el
crecimiento del MO Trichoderma harzianum estimula la propagacién y sobrevivencia del hongo en
el bioformulado debido a que contiene un soporte o vehiculo que puede ser sdlida o liquida,
coadyuvantes que tiene como funcion de ser protectora, dispersante y adherente y los macro y
micro nutrientes como, Carbono, Fosforo, Potasio, Magnesio, Calcio y Manganeso. De acuerdo con
Andrés France (2010) y Monzon (2014) las formulacién del hongo es el proceso mediante el cual
e ingrediente activo, es decir las conidias del hongo, se mezclan con materiales inertes, tales como
vehiculos, solventes, emulsificante y otros nutrientes que favorecen la longevidad del hongo ya sea

protegiéndolo del medio ambiente y aumentando su vida Util o mejorando su viabilidad.

3.1.3 Determinacion delas curvas de crecimiento del bioformulado Trikofun a 18°C
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Figura 2-3. Curva de crecimiento del bioformulado Trikofun a 18 °C.
Fuente: Lupe Aguirre
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La curva de crecimiento de Trikofun almacenado a 18°C, presenta la fase de crecimiento hasta los
60 dias con una poblacion de 3.4x10° UFC/mL de formulado, seguida de lafase estacionaria de que
se extiende hasta los 90 dias, en la cual la concentracion permanece constante de 3.5x10° UFC/mL,
finalmente se presenta la fase de muerte, obteniéndose una poblacion de 1.6x10° UFC/mL de
formulado transcurridos los 96 dias de almacenamiento del producto. Como se evidencia en la

figura 2-3

El incremento de las poblaciones es a razon de 9.2x10° UFC/mL de formulado, mientras que e
decremento es de 1.0X10° UFC/mL de formulado cada 3 dias.

L os resultados obtenidos son superiores alos obtenidos por Ferndndez (2006), pues sus promedios a
los 60 dias fue de 5.36x10° UFC/mL con un incremento de las poblaciones de 6.60x10° UFC/mL
de formulado, mientras que & decremento es de 5.71x10° UFC/mL de formulado cada 3 dias, lo
cual se puede deber a que la actual formulacién en lo referente a caldo nutritivo empleado para €
crecimiento del microorganismo Trichoderma harzianum estimula la propagacion y sobrevivencia
del hongo en € bioformulado debido a que contiene un soporte o vehiculo que puede ser sdlida o
liquida, coadyuvantes que tiene como funcidon de ser protectora, dispersante y adherente y los
macro y micro nutrientes como, Carbono, Fosforo, Potasio, Magnesio, Calcio y Manganeso. De
acuerdo con Andrés France (2010) y Monzdn (2014), las formulacién del hongo es € proceso
mediante el cua e ingrediente activo, es decir las conidias del hongo, se mezclan con materiales
inertes, tales como vehiculos, solventes, emulsificante y otros nutrientes que favorecen la
longevidad del hongo ya sea protegiéndolo del medio ambiente y aumentando su vida (til o

mejorando su viabilidad.
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3.1.4 Determinacion de las curvas de crecimiento del bioformulado Trikofun a 22°C
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Figura 3-3. Curvade crecimiento del bioformulado Trikofun a22 °C
Fuente: Lupe Aguirre

Lacurvade crecimiento del formulado liquido Trikofun almacenado a 22°C Figura 3-3, presentala
fase de crecimiento hasta los 48 dias con una poblacion de 3.1x10° UFC/mL de formulado, seguida
de la fase estacionaria que se extiende hasta los 72 dias, con una concentracion de 3.15x10°
UFC/mL que permanece constante, finalmente se presenta la fase de muerte, obteniéndose una
poblacion de 2.03x10° UFC/mL de formulado transcurridos los 96 dias de almacenamiento del

producto.

El incremento de las poblaciones es a razon de 1.06x10° UFC/mL de formulado, mientras que €
decremento es de 1.13x10° UFC/mL de formulado cada 3 dias.

Los resultados demuestran que la actual formulaciéon en lo referente al caldo nutritivo empleado
para e crecimiento del microorganismo Trichoderma harzianum estimula la propagacion y
sobrevivencia del hongo en el bioformulado ya que los resultados obtenidos son superiores a los
obtenidos por Fernandez (2006), pues sus promedios a los 60 dias fue de 3.80x10° UFC/mL con un
incremento de las poblaciones de 6.60x10° UFC/mL de formulado, mientras que el decremento es
de 5.93x10% UFC/mL de formulado cada 3 dias, lo cual se puede deber a que la actual formulacion
en lo referente al caldo nutritivo empleado para el crecimiento del MO Trichoderma harzianum

estimula la propagacion y sobrevivencia del hongo en el bioformulado debido a que contiene un
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soporte 0 vehiculo que puede ser sdlida o liquida, coadyuvantes gque tiene como funcion de ser
protectora, dispersante y adherente y los macro y micro nutrientes como, Carbono, Fosforo,
Potasio, Magnesio, Calcio y Manganeso. De acuerdo con Andrés France (2010) y Monzon (2014)
las formulacién del hongo es el proceso mediante el cual el ingrediente activo, es decir las conidias
del hongo, se mezclan con materiales inertes, tales como vehicul os, solventes, emulsificante y otros
nutrientes que favorecen la longevidad del hongo ya sea protegiéndolo del medio ambiente y

aumentando su vida Util o mejorando su viabilidad.

3.1.5 Determinacion de las curvas de crecimiento del bioformulado Trikofun almacenado a tres
temperaturas 4°C 18°C y 22°C
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Figura 4-3. Curvade crecimiento del bioformulado Trikofun a4°C 18°Cy 22 °C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

Los gréficos del bioformulado Trikofun Figura 4-3 a diferentes temperaturas 4°C, 18°C y 22°C,
describen una tipica curva de crecimiento, en la que se distingue cuatro fases. fase de latencia, fase

exponencial, fase estacionariay fase de muerte.

Las esporas del bioformulado Trikofun almacenado a 4°C, 18°C y 22°C, presenta una adaptacion
de 6,9y 6 dias respectivamente en la cual se debe alafase de latencia que segiin Bikandi (2014),
es €l periodo de adaptacion de un MO a un nuevo medio de cultivo € crecimiento no suele
comenzar de inmediato, representa un periodo de transicion paralos MO cuando son transferidos a
una nueva condicién. En esta fase se producen las enzimas necesarias para gque €llos puedan crecer

en un nuevo medio ambiente, no hay incremento de células pero hay gran actividad metabdlica.
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Las curvas de crecimiento del bioformulado Trikofun amacenado a4°C, 18°Cy 22°C, presenta una
concentracion de esporas de 2.4x10°UFC/mL, 3.4x10° UFC/mL vy 3.1x10°UFC/mL
respectivamente, Bikandi (2014), observa un aumento progresivo del nimero de esporas como
consecuencia de la division celular, mediante €l cual € MO utiliza los nutrientes que se encuentran
en e medio, la méxima concentracion de esporas es de 2.5x10° UFC/mL T(4°C), 3.5x10° UFC/mL
T(18°C), y 3.15x10° UFC/mL T(22°C), que se presenta de los 45 a 81 dias a T(4°C), de 60 a 90
dias T(18°C), de 48 a 72 dias T(22°C), este periodo corresponde a la fase estacionaria, Bikandi
(2014), menciona que hay limitacién de nutrientes, la poblacion permanece contante, ya que las
células siguen en division celular, pero la aparicidn de nuevos individuos se compensa por la muerte
de otros MO, que presento una duracion de 36, 30y 24 dias T(4, 18y 22°C), como se evidenciaen
lafigura 4-3, la fase de muerte se presenta a menor velocidad, como consecuencia el bioformulado
mantiene poblaciones activas de 1.7x10° UFC/mL T(4°C), 1.6x10° UFC/mL T(18°C), y 2.03X10°
UFC/mL T(22°C), durante mayor tiempo, Bikandi (2014), en la fase de muerte los nutrientes
indispensables se agotan, € oxigeno se reduce y los productos metabdlicos se acumulan hasta
acanzar niveles téxicos, lo que provocala muerte celular. Lavelocidad de muerte celular es mayor

quelavelocidad de division celular como se evidenciaen lafigura 4-3.

Los resultados aobtenido por Fernandez (2006), mantiene una mayor concentracion de esporas de
4.53x10°UFC/mL hasta los 12 dias de crecimiento durante el almacenamiento, con respecto a los
formulados conservados a 18°C y 22°C con poblaciones de 4.41x10° UFC/mL y 4.60x10°UFC/mL
respectivamente hasta los 9 dias de crecimiento. Valores que resultan inferiores respecto a tiempo
de crecimiento, debido a que el cado nutritivo de la formulacion de Trikofun es rico en nutrientes

y coadyuvantes que ayuda a microorganismo mantenerse por tiempos mas prolongados.

En el estudio realizado € bioformulado TRIKOFUN fue almacenado en un periodo de 96 dias a una
temperatura de 18°C presenta una fase de crecimiento de 60 dias con una concentracion mayor de
esporas de 3.4x10° UFC/mL durante el almacenamiento, con respecto a los bioformulados
almacenados a 22°C con poblaciones de 3.1x10° UFC/mL con una fase de crecimiento de 48 diasy
4°C con unas fase de crecimiento de 45 dias con una concentracion de 2.4x10° UFC/mL,
demostrando asi que la nueva formulacion estimula la propagacion, estabilidad y sobrevivencia del
microorganismo Trichoderma harzanum para tiempos de almacenamiento mas extensos. Como se

evidenciaen €l Anexo A.
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3.1.6 Concentracion de esporas del bioformulado Trikofun almacenado a tres temperaturas
4°C 18°Cy 22°C mediante la camara de Neubauer

UFC/mL

Figura5-3. Concentracion de esporas de Trikofun a 96 dias de

almacenamiento.
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

Se obtiene la mayor concentracion de esporas del bioformulado liquido Trikofun a 22°C en un
periodo de almacenamiento de 96 dias con una poblacion final de 2.03X10° UFC/mL con respecto
a los formulados conservados a 18°C y 4°C con poblaciones de 1.6x10° UFC/mL vy

1.7x10°UFC/mL respectivamente. Como se evidenciaen la Figura5-3

El bioformulado TRIKOFUN a base de Trichoderma harzianum producidas por MIKROBEN
resulta competitivo, recomendable ya que puede ser almacenado a una temperatura promedio de
18+2 °C presentando un tiempo de vida Gtil superior a los tres meses en las tres temperaturas
ensayadas 4°C,18°C y 22 °C, datos que son corroborados por Monte Véazquez (2013), menciona
que una formulacion liquida puede mantenerse concentrada diez veces, en condiciones de
refrigeracion a 4°C durante 1 afio, a esta concentracion se puede amacenar y transportar hasta su
uso, (Santos., et al., 2000; Fernandez-Larrea, 2010), menciona que un pesticida microbiol 6gico
debe resultar estable a menos de 6 a 18 meses bajo condiciones normales de almacenamiento para
gue resulte posible la comercializacion s se va a producir por demanda a un tiempo de 3 a 6 meses,

puede ser aceptable.

En & mercado mundial existen diferentes productos a base de Trichoderma harzianum como
DEAQ (2016), los fabricantes estimaron una vida (til de 6 meses a temperaturasentre 10y 25 °Cy

de 9 meses s el amacenamiento se realiza entre 0 y 10 °C. Teniendo en cuenta lo anterior, los
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bioformulados evaluados en el presente estudio son competitivos con respecto a los disponibles
comercialmente, ya que se puede recomendar € amacenamiento de los productos a una
temperatura promedio de18+2°C con vidas (tiles superiores a 7 meses, valores similares a los

presentados por |os productos que se encuentran disponibles en el mercado internacional.

3.2 Determinacion del porcentaje de viabilidad del bioformulado Trikofun almacenado atres
temperaturas 4°C, 18°Cy 22°C

3.2.1 Determinacion del porcentaje de viabilidad del bioformulado Trikofun a 4°C
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Figura 6-3. Curvaderegresion lineal parae porcentgje de viabilidad de Trikofun en funcién

del tiempo mediante el micro cultivo conservadaa 4°C.
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

En la figura 6-3 en el andlisis de regresion lineal se obtuvo € tiempo méximo de consumo del
bioformulado TRIKOFUN amacenado en un periodo de tiempo de 60 dias y conservado a 4°C que
es de 89 dias después de la fecha de elaboracion del producto, es decir, €l bioformulado es activo
durante este periodo de tiempo. Transcurridos los 89 dias de vida Util 1a poblacién es de 60.13%
responde a la ecuacion de la curva de regresion gustada en funcion del  tiempo
y= -0,441x + 99,378, por otro lado Ferndndez (2006), €l tiempo maximo de consumo del
bioformulado Trikofun almacenado en un tiempo de 60 dias a 4°C es de 45 dias, de acuerdo a la
ecuacion de la curva y= -0,0694x + 9,128, concluyendo asi que € bioformulado contiene mayor
cantidad de nutrientes y otros aditivos para que e microorganismo pueda desarrollarse y sobrevivir

en tiempos més prolongados. El producto presenta un porcentgje de viabilidad de 60.13% en un
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lapso de tiempo de 3 meses, siendo asi que el bioformulado se encuentra en condiciones favorables
para su amacenamiento y posterior distribucion. Datos que son corroborados por Fernandez C
(2011), & mejoramiento del mezclado del caldo de fermentacion y la adicion de glucosa'y amonio
a medio de cultivo, logré6 mantener una viabilidad del 70% durante la fase exponencia de

crecimiento del hongo.

3.2.2 Determinacion del porcentaje de viabilidad del bioformulado Trikofun a 18°C
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Figura 7-3. Curvade regresion para el porcentaje de viabilidad de Trikofun en funcion del

tiempo mediante el micro cultivo conservadaa 18°C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

Para e bioformulado TRIKOFUN almacenado en un periodo de tiempo de 60 dias y conservado a
18°C es de 122 dias con dependencia a la ecuacién de la curva de regresion que es
y=-0,3466x + 102,59. Como se evidencia en lafigura 7-4, transcurridos los 122 dias de tiempo de

vida util el bioformulado presenta un porcentaje de viabilidad de 60.30%.

L os resultados obtenidos por Fernandez R (2006), el tiempo méximo de consumo del bioformulado
Trikofun almacenado a 60 dias a una temperatura de 18°C es de 37 dias, de acuerdo a la ecuacion
delacurvay=-0,0835x + 9,1542, demostrando asi que €l bioformulado contiene mayor cantidad de
nutrientes y otros aditivos para que €l microorganismo pueda desarrollarse y sobrevivir en tiempos

mas prolongados. Datos que son corroborados por Ferndndez C (2011), & mejoramiento del
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mezclado del caldo de fermentacion y la adicion de glucosa 'y amonio a medio de cultivo, logro
mantener la viabilidad del 70% durante la fase exponencial de crecimiento del hongo, € producto
presenta una viabilidad de 60.30% en un lapso de tiempo de 4 meses, siendo asi que €
bioformulado se encuentra en condiciones favorables para su amacenamiento y posterior

distribucion.

3.2.3 Determinacion del porcentaje de viabilidad del bioformulado Trikofun a 22°C
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Figura 8-3. Curvade regresion para el porcentaje de viabilidad de Trikofun en funcion del

tiempo mediante el micro cultivo conservada a 22°C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

Mientras que para el bioformulado amacenado en un periodo de tiempo de 60 dias 'y conservado a
temperatura de 22°C es de 166 dias con relacion a la ecuacién de la curva de regresiéon que es
y=-0,2351x + 99,149. Transcurridos los 166 dias de tiempo de vida Gtil € porcentgje de viabilidad

€s60.12%. Como se evidenciaen lafigura 8-3.

L os resultados abtenidos por Fernandez (2006), el tiempo maximo de consumo del bioformulado
Trikofun almacenado en un lapso de tiempo de 60 dias a 22°C es de 35 dias, de acuerdo a la

ecuacion de la curva y= -0,0888x + 9,1834, demostrando asi que €l bioformulado contiene mayor
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cantidad de nutrientes y otros aditivos para que el microorganismo pueda desarrollarse y sobrevivir
en tiempos més prolongados. El producto presenta un porcentaje de viabilidad de 60.12 % en un
lapso de tiempo de 6 meses, siendo asi que el bioformulado se encuentra en condiciones favorables
para su amacenamiento y posterior distribucion. Datos que son corroborados por Gato (2010), la
conservacion de esporas a 22°C de T. harzianum, mantuvo una viabilidad entre el 50-75 % de las

esporas hasta por dos meses.

3.3 Determinacion delas curvas de crecimiento del biofor mulado Nemakill almacenado a tres
temperaturas 4°C 18°C y 22°C

3.3.1 Determinacion delas curvas de crecimiento del bioformulado Nemakill a 4 °C
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Figura 9-3. Curvade crecimiento del bioformulado Nemakill a4 °C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

La curva de crecimiento del bioformulado liguido Nemakill amacenado a 4°C, presenta la fase de
crecimiento hasta los 45 dias con una poblacién de 2,25x10° UFC / mL de formulado, seguida de
la fase estacionaria que se extiende hasta los 81 dias, con una concentracion de 2,28x10° UFC /
mL que permanece constante, finalmente se presenta la fase de muerte, obteniéndose una poblacion
de 1,35x10® UFC/mL de formulado transcurridos los 96 dias de almacenado e producto. Como se

puede observar en lafigura 9-3.
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El incremento de las poblaciones es de 7.29x10° UFC/mL de formulado, mientras que e
decremento es de 2.44x10° UFC/mL de formulado cada 3 dias.

L os resultados obtenidos son superiores alos obtenidos por Fernandez (2006), pues sus promedios a
los 60 dias fue de 6.44x10° UFC/mL con un incremento de las poblaciones es de 5.88x10° UFC/mL
de formulado, mientras que e decremento es de 8.81x10® UFC/mL de formulado cada 3 dias, lo
cual se puede deber a que la actual formulacidn en lo referente a caldo nutritivo empleado para €
crecimiento del MO Paecilomyces lilacinus estimula la propagacion y sobrevivencia del hongo en
el bioformulado debido a que contiene un soporte o vehiculo que puede ser sdlida o liquida,
coadyuvantes que tiene como funcion de ser protectora, dispersante y adherente y los macro y
micro nutrientes como, Carbono, Fosforo, Potasio, Magnesio, Calcio y Manganeso. De acuerdo con
Andrés France (2010) y Monzon (2014) las formulacion del hongo es el proceso mediante el cual
e ingrediente activo, es decir las conidias del hongo, se mezclan con materiales inertes, tales como
vehiculos, solventes, emulsificante y otros nutrientes que favorecen la longevidad del hongo ya sea

protegiéndolo del medio ambiente y aumentando su vida Util o mejorando su viabilidad.

3.3.2 Determinacion de las curvas de crecimiento del bioformulado Nemakill a 18°C
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Figura 10-3. Curva de crecimiento del bioformulado Nemakill a 18 °C

Fuente: Realizado por Lupe Aguirre



La curva de crecimiento del bioformulado liquido Nemakill almacenado a 18°C, presenta la fase de
crecimiento hasta los 48 dias con una poblacion de 2,3 x10° UFC/ mL de formulado, seguida de la
fase estacionaria que se extiende hasta los 81 dias, con una concentracion de 2,4 x10° UFC/mL,
gque permanece constante, finalmente se presenta la fase de muerte, obteniéndose una poblacién de
1,2x10° UFC/mL de formulado transcurridos los 96 dias de almacenado el producto.

El incremento de |as poblaciones es de 7.1x10" UFC /mL de formulado, mientras que el decremento

es de 2.1x0° UFC /mL de formulado cada 3 dias.

Los resultados obtenidos son superiores por Fernandez (2006), pues sus promedios a los 60 dias
fue de 4.81x10® UFC/mL el incremento de |as poblaciones es de 8.00x10® UFC/mL de formulado,
mientras que el decremento es de 6.60x10° UFC/mL de formulado cada 3 dias, lo cua se puede
deber a que la actual formulacion en lo referente al caldo nutritivo empleado para el crecimiento del
MO Paecilomyces lilacinus estimula la propagacion y sobrevivencia del hongo en €l bioformulado
debido a que contiene un soporte o vehiculo que puede ser solida o liquida, coadyuvantes que tiene
como funcidn de ser protectora, dispersante y adherente y los macro y micro nutrientes como,
Carbono, Fosforo, Potasio, Magnesio, Cacio y Manganeso. De acuerdo con Andrés France (2010)
y Monzén (2014) las formulacién del hongo es el proceso mediante €l cua € ingrediente activo,
es decir las conidias del hongo, se mezclan con materiales inertes, tales como, solventes,
emulsificantes y otros nutrientes que favorecen la longevidad del hongo ya sea protegiéndolo del

medio ambiente y aumentando su vida Util o mejorando su viabilidad.
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3.3.2 Determinacioén delas curvas de crecimiento del bioformulado Nemakill a 22°C.
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Figura 11-3. Curvade crecimiento del bioformulado Nemakill a22 °C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

La curva de crecimiento del bioformulado liquido Nemakill almacenado a 22°C, presenta la fase de
crecimiento hasta los 45 dias con una poblacién de 2,9x10° UFC / mL de formulado, seguida de la
fase estacionaria que se extiende hasta los 63 dias, en lacual laconcentracion 3,2x10° UFC/mL que
permanece constante, finalmente se presenta la fase de muerte, obteniéndose una poblacion de
1,6x10° UFC/mL de formulado transcurridos los 96 dias de amacenado € producto. Como se

evidenciaen lafigura11-3.

El incremento de las poblaciones es de 7.6x10” UFC/mL de formulado, mientras que el decremento
es de 2.2x10% UFC/mL de formulado cada 3 dias.

L os resultados obtenidos son superiores alos obtenidos por Ferndndez (2006), pues sus promedios a
los 60 dias fue de 5.10x10° UFC/ mL el incremento de |as poblaciones es de 8.00x10° UFC/mL de
formulado, mientras que & decremento de 6.74x10® UFC/mL de formulado cada 3 dias, lo cual se
puede deber a que la actual formulacion en lo referente a caldo nutritivo empleado para €
crecimiento del MO Paecilomyces lilacinus estimula la propagacion y sobrevivencia del hongo en

e bioformulado debido a que contiene un soporte o0 vehiculo que puede ser sblida o liquida,
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coadyuvantes que tiene como funcion de ser protectora, dispersante y adherente y los macro y
micro nutrientes como, Carbono, Fosforo, Potasio, Magnesio, Calcio y Manganeso. De acuerdo con
Andrés France (2010) y Monzén (2014) las formulacién del hongo es el proceso mediante el cual
el ingrediente activo, es decir las conidias del hongo, se mezclan con materiales inertes, tales como,
solventes, emulsificantes y otros nutrientes que favorecen la longevidad del hongo ya sea

protegiéndolo del medio ambiente y aumentando su vida Util o mejorando su viabilidad.

3.3.4 Determinacion de las curvas de crecimiento del bioformulado Nemakill almacenado a tres
temperaturas 4°C 18°C y 22°C, mediante la cdmara de Neubauer
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Figura 12-3. Curva de crecimiento del bioformulado Nemakill a4°C 18°Cy 22 °C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

En lafigura 12-3 del bioformulado Nemakill a diferentes temperaturas 4°C 18°C y 22°C, se describe
una tipica curva de crecimiento, en la que se distingue cuatro fases: fases de latencia, fase de

crecimiento, fase estacionariay fase de muerte.

Las esporas del bioformulado Nemakill almacenado a4°C, 18°C y 22°C, presentan una adaptacion
de 12, 9y 6 dias respectivamente en la cua se debe alafase de latencia que segin Bikandi (2014)
es €l periodo de adaptacién de un microorganismo a un nuevo medio de cultivo € crecimiento no

suele comenzar de inmediato, representa un periodo de transicién para los microorganismos cuando
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son transferidos a una nueva condicion. En esta fase se producen las enzimas necesarias para que
ellos puedan crecer en un nuevo medio ambiente, no hay incremento de células pero hay gran
actividad metabdlica.

El bioformulado Nemakill contiene una concentracion de esporas de 2.21x10°UFC/mL T(4°C),
2.3x10° UFC/mL T(18°C) y 2.9x10°UFC/mL T(22°C),de acuerdo con Bikandi (2014), en lafase
de crecimiento se observa un aumento progresivo del nimero de esporas como consecuencia de la
division celular, mediante el cua el MO utiliza los nutrientes que se encuentran en el medio, la
méxima concentracion se presenta de |os 45- 81 dias a T(4°C), 48-81 diasa T(18°C) y 45-63 dias a
T(22°C), este periodo corresponde a la fase estacionaria con una concentracion de esporas de
2.28x10°UFC/mL, 2.4x10° UFC/mL T( 18°C) y , 3.2x10° UFC/mL T( 22°C) que presento una
duracion de 36, 33 y 18 dias respectivamente, Bikandi (2014) menciona que en la fase estacionaria
hay limitacion de nutrientes, la poblacion permanece contante, ya que las células siguen en division
celular, pero la aparicibn de nuevos individuos se compensa por la muerte de otros
microorganismos, la fase de muerte se presenta a menor velocidad, como consecuencia €l
bioformulado mantiene poblaciones activas de 1.35x10° UFC/mL T(4°C), 1.2x10° UFC/mL T
(18°C) y 1.6x10°UFC/mL T(22°C) durante mayor tiempo, de acuerdo con Bikandi (2014), en la
fase de muerte los nutrientes indispensables se agotan, el oxigeno de reduce y los productos
metabdlicos se acumulan hasta alcanzar niveles toxicos, o que provoca la muerte celular. La
velocidad de muerte celular es mayor que la velocidad de division celular como se evidenciaen la
figura 12-3.

La temperatura Optima para € amacenamiento de bioformulado es de 18°C con un una
concentracion de esporas de 2.3x10°UFC/mL de formulado en un periodo de 96 dias de
almacenamiento que presenta una fase de crecimiento hasta los 48 dias con respecto a los
formulados conservados a 22°C y 4°C con una fase de crecimiento de 45 dias y presentan
poblaciones de 2.9x10°UFC/mL y 2.25x10°UFC/mL respectivamente. Como se evidencia en €

anexo G.

L os resultados obtenidos por Ferndndez (2006), |os biof ormulados almacenados en 60 dias presenta
una fase de crecimiento hasta los 12 dias mantiene con concentracion de esporas de 5.10x10°

UFC/mL durante el almacenamiento en 22°C, con respecto a los formulados conservados a 18°C y
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4°C con crecimiento de poblaciones de 5.10x10° UFC/mL hasta 9 dias de almacenamiento y
5.05x10°UFC/mL hasta los 12 dias de amacenamiento respectivamente, demostrando asi que la
nueva formulacion respecto a tiempo de amacenamiento el bioformulado presenta condiciones
adecuadas para el crecimiento, estabilidad y desarrollo del microorganismo, gracias alos nutrientes,

emulsificantes y otros aditivos que contiene la nueva formulacion de Nemakill.

3.3.5 Concentracion de esporas del bioformulado Nemakill almacenado a tres temperaturas 4°C
18°C y 22°C mediante |la cdmara de Neubauer

1.35E+0 1.2E+09 1.6E+09
NEMBKIERY NEMAKIL NEMAKI
W 18°C 22°c ’

1 2 3

UFC/mL

Figura 13-3.Concentracion de esporas de Nemakill a 96 dias de a macenamiento
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

Se obtiene la mayor concentracion de esporas del bioformulado liquido Nemakill a 22°C en un
periodo de almacenamiento de 96 dias con una poblacion final de 1.6x10° UFC/mL en relacion a
los formulados conservados a 18°C y 4°C con poblaciones de 1.2x10° UFC/mL y 1.35x10°UFC/mL
respectivamente. Como se evidenciaen lafigura 13-3.

El bioformulado NEMAKILL a base de Paecilomyces lilacinus producidas por MIKROBEN
resulta competitivo, recomendable ya que puede ser almacenado a las tres temperaturas ensayadas
4°C ,18°C y 22 °C presentando un tiempo de vida (til superior a los tres meses, datos que son

corroborados por la casa comercid TRI_SIN CE Agrobionsa con e Insecticida Agricola
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Concentrado de Paecilomyces f con € Reg.: RSCO-INAC-0909-0290-009-5.7, que presenta una
concentracion final de 0.72x10° conidios/mL, determinando que e bioformulado con e principio
activo Paecilomyces lilacinus evaluado en € presente estudio es competitivos con respecto a los
disponibles comerciamente, con vida Util superior alos 7 meses, valores similares alos presentados

por los productos que se encuentran disponibles en el mercado internacional.

3.4 Determinacion del porcentaje de viabilidad del biofor mulado Nemakill almacenado atres
temperaturas4°C, 18°Cy 22°C

3.4.1 Determinacion del porcentaje de viabilidad del bioformulado Nemakill a 4°C.
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Figura 14-3. Curvade regresion para € porcentgje de viabilidad de Nemakill en funcién del

tiempo mediante el micro cultivo conservada. 4°C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

Mediante el andlisis deregresion lineal parael bioformulado Nemakill almacenado a4°C es de 189
dias, después de la fecha de elaboracion el bioformulado se vuelve inactivo, transcurridos los 189
dias de tiempo de vida Util el porcentaje de viabilidad es de 60.01% con una ecuacion de la curva de

regresion y=-0,2082x + 99,415. Como se evidenciaen lafigura 14-3.

Los resultados obtenidos por Fernandez (2006), el tiempo maximo de consumo del bioformulado
Nemakill a 4°C es de 40 dias, de acuerdo a la ecuacién de la curva y= -0,0808x + 9,3011,

manifestando asi que el bioformulado presenta un tiempo de vida Util de 189dias ( 6 meses) debido
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a la adicion de nutrientes emulsificantes y aditivos a la nueva formulacién que hace que €
formulado sea méas apto parala crecimiento, estabilidad y desarrollo del microorganismo en tiempos
mas prolongados y que su amacenamiento no afecta la viabilidad del producto. Kononova (1981) y
Carranza (2011), menciona que estos requerimientos también pueden ser suplementados en
cantidades adecuadas en un medio de cultivo paralograr un maximo de crecimiento y esporulacion,
aun cuando debe tenerse en cuenta que estos requerimientos pueden ser diferentes para la obtencién
de biomasa miceliar, por lo tanto las técnicas y procesos de produccién mas adecuados pueden

variar para diferentes especies de hongos.

3.4.2 Determinacion del porcentaje de viabilidad del bioformulado Nemakill a 18 °C
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Figura 15-3. Curva de regresion para el porcentaje de viabilidad de Nemakill en del tiempo

mediante el micro cultivo conservada. 18°C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

Para e bioformulado conservado a 18°C es de 133 dias con la ecuacion de la curva de regresion
y=-0,3125x + 101,61 como se puede observar en la figura 15-3 transcurridos los 133 dias de

tiempo de vida Gtil la poblacion es de 60.05%.

L os resultados obtenidos por Fernandez (2006), el tiempo maximo de consumo del bioformulado
Nemakill a 18°C es de 36 dias, de acuerdo a la ecuacion de la curva y= -9,0725x + 9,0725,

manifestando asi que el bioformulado presenta un tiempo de vida Gtil de 133 dias (4 meses) debido
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a la adicion de nutrientes emulsificantes y aditivos a la nueva formulacién que hace que €
formulado sea méas apto parala crecimiento, estabilidad y desarrollo del microorganismo en tiempos
mas prolongados y que su amacenamiento no afecta la viabilidad del producto. Kononova (1981) y
Carranza (2011), menciona que estos requerimientos también pueden ser suplementados en
cantidades adecuadas en un medio de cultivo paralograr un maximo de crecimiento y esporulacion,
aun cuando debe tenerse en cuenta que estos requerimientos pueden ser diferentes para la obtencién
de biomasa miceliar, por lo tanto las técnicas y procesos de produccién més adecuados pueden

variar para diferentes especies de hongos.

3.4.3 Determinacion del porcentaje de viabilidad del bioformulado Nemakill a 22 °C
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Figura 16-3. Curva de regresion para el porcentgje de viabilidad de Nemakill en funcion del

tiempo mediante el micro cultivo conservadoa 22°C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

Mientras que para el bioformulado Nemakill almacenado a 22°C es de 159 dias con una Ecuacion
de la curva de regresion y= -0,2534x + 100,22. Transcurridos los 159 dias de tiempo de vida Util la

poblacion es de 59.9%. Como se evidenciaen lafigura 16-3.

L os resultados obtenidos por Fernandez (2006), e tiempo maximo de consumo del bioformulado
Nemakill a22 °C es de 33 dias, de acuerdo ala ecuacion de la curvay= -0,0907x + 9,0197 resultan

ser inferiores de acuerdo a tiempo de vida Util del bioformulado y nos permiten demostrando que
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presenta mayor efectividad con un porcentagjes de viabilidad de 59,9 % en 159 dias (5 meses) de
a macenamiento. Kononova (1981) y Carranza (2011), menciona gue estos requerimientos también
pueden ser suplementados en cantidades adecuadas en un medio de cultivo para lograr un maximo
de crecimiento y esporulacion, aun cuando debe tenerse en cuenta que estos requerimientos pueden
ser diferentes para la obtencion de biomasa micdiar, por lo tanto las técnicas y procesos de

produccion mas adecuados pueden variar para diferentes especies de hongos.

3.5 Determinacion delas curvas de crecimiento del biofor mulado Baukill almacenado atres
temper aturas 4°C 18°C y 22°C

351 Determinacién de las curvas de crecimiento del bioformulado Baukill a 4°C
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Figura 17-3. Curvade crecimiento del bioformulado Baukill a4 °C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

La curva de crecimiento del formulado liquido Baukill admacenado a 4°C, presenta la fase de
crecimiento hasta |los 48 dias con una poblacion de 2,38x10° UFC / mL de formulado, seguida de
la fase estacionaria que se extiende hasta los 81 dias, la concentracion es de 2,39x10° UFC/mL que
permanece constante, finalmente se presenta la fase de muerte, obteniéndose una poblacion de
1,508x10° UFC/mL de formulado transcurridos los 96 dias de almacenado el producto. Como se

evidenciaen lafigural7-3.
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El incremento de las poblaciones es de 8.81x10° UFC/mL de formulado, mientras que e
decremento es de 2.28x10° UFC/mL de formulado cada 3 dias.

L os resultados obtenidos son superiores alos obtenidos por Fernandez (2006), pues sus promedios a
los 60 dias fue de 7.04x10° UFC/mL con un incremento de las poblaciones de 4.63x10° UFC/mL
de formulado, mientras que e decremento es de 6.89x10® UFC/mL de formulado cada 3 dias, lo
cual se puede deber a que la actual formulacion en lo referente a caldo nutritivo empleado para €l
crecimiento del MO Beauveria bassiana estimula la propagacion y sobrevivencia del hongo en el
bioformulado debido a que contiene un soporte o vehiculo que puede ser sblida o liquida,
coadyuvantes que tiene como funcion de ser protectora, dispersante y adherente y los macro y
micro nutrientes como, Carbono, Fosforo, Potasio, Magnesio, Calcio y Manganeso. De acuerdo con
Andrés France (2010) y Monzon (2014) las formulacion del hongo es el proceso mediante el cual
e ingrediente activo, es decir las conidias del hongo, se mezclan con materiales inertes, tales como
vehiculos, solventes, emulsificante y otros nutrientes que favorecen la longevidad del hongo ya sea

protegiéndolo del medio ambiente y aumentando su vida Util o mejorando su viabilidad.

3.5.2 Determinacion delas curvas de crecimiento del bioformulado Baukill a 18 °C
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Figura 18-3. Curvade crecimiento del bioformulado Baukill 218 °C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

La curva de crecimiento del formulado liquido de Baukill almacenado a 18 °C, presenta la fase de

crecimiento hasta los 54 dias con una poblacién de 2,84x10° UFC/mL de formulado, seguidade la
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fase estacionaria que se extiende hasta los 87 dias con una concentracion de 2,92x10° UFC/mL ,que
permanece constante y finalmente se presenta la fase de muerte, obteniéndose una poblacion de
1,36x10° UFC/mL de formulado transcurridos los 96 dias de almacenado e producto. Como se

observa en figura 18-3.

El incremento de las poblaciones es de 8.43x10’ UFC/mL de formulado, mientras que el
decremento es de2.67x10° UFC/mL de formulado cada 3 dias.

L os resultados obtenidos son superiores alos obtenidos por Fernandez (2006), pues sus promedios a
los 60 dias fue de 5,85x10° UFC/mL con un incremento de las poblaciones es de 6,50x10°
UFC/mL de formulado, mientras que el decremento es de 5,24x10® UFC/mL de formulado cada 3
dias, lo cud se puede deber a que la actua formulacion en lo referente a caldo nutritivo empleado
para el crecimiento del MO Beauveria bassiana estimula la propagacion y sobrevivencia del hongo
en €l bioformulado debido a que contiene un soporte o vehiculo que puede ser sdlida o liquida,
coadyuvantes que tiene como funcion de ser protectora, dispersante y adherente y los macro y
micro nutrientes como, Carbono, Fosforo, Potasio, Magnesio, Calcio y Manganeso. De acuerdo con
Andrés France (2010) y Monzon (2014) las formulacion del hongo es el proceso mediante el cual
e ingrediente activo, es decir las conidias del hongo, se mezclan con materiales inertes, tales como
vehiculos, solventes, emulsificante y otros nutrientes que favorecen la longevidad del hongo ya sea

protegiéndolo del medio ambiente y aumentando su vida Util 0 mejorando su viabilidad.
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3.5.3 Determinacion delas curvas de crecimiento del bioformulado Baukill a 22°C
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Figura 19-3. Curvade crecimiento del bioformulado Baukill a22 °C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

La curva de crecimiento del formulado liquido de Baukill almacenado a 22 °C, presenta la fase de
crecimiento hasta |os 48 dias con una poblacién de 3,15x10° UFC/mL de formulado, seguida de la
fase edtacionaria que se extiende hasta los 69 dias, en la cua la concentracion es de
3,16x10° UFC/ mL permanece constante, finalmente se presenta la fase de muerte, obteniéndose
una poblacién de 1,792x10° UFC/mL de formulado transcurridos los 96 dias de amacenado d

producto. Como se evidenciaen lafigura 19-3.

El incremento de las poblaciones es de 8.75x10" UFC/mL de formulado, mientras que el
decremento es de 1.65x10° UFC/mL de formulado cada 3 dias.

L os resultados obtenidos son superiores alos obtenidos por Ferndndez (2006), pues sus promedios a
los 60 dias fue de 3,90x10° UFC/mL con un incremento de las poblaciones es de 6,83x10°
UFC/mL de formulado, mientras que el decremento es de 3,96x10® UFC/mL de formulado cada 3
dias, lo cual se puede deber a que la actua formulacion en lo referente al caldo nutritivo empleado
parael crecimiento del MO Beauveria bassiana estimula la propagacion y sobrevivencia del hongo
en el bioformulado debido a que contiene un soporte o vehiculo que puede ser sdlida o liquida,

coadyuvantes que tiene como funcion de ser protectora, dispersante y adherente y los macro y
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micro nutrientes como, Carbono, Fosforo, Potasio, Magnesio, Calcio y Manganeso. De acuerdo con
Andrés France (2010) y Monzon (2014) las formulacion del hongo es el proceso mediante el cual
e ingrediente activo, es decir las conidias del hongo, se mezclan con materiales inertes, tales como
vehiculos, solventes, emulsificante y otros nutrientes que favorecen la longevidad del hongo ya sea

protegiéndolo del medio ambiente y aumentando su vida Util o mejorando su viabilidad.

3.5.4 Determinacion delascurvasde crecimiento del bioformulado Baukill almacenado a tres
temperaturas 4°C 18°C y 22°C
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Figura 20-3. Curvade crecimiento del bioformulado Baukill a4°C 18°Cy 22 °C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

Los graficos del bioformulado Baukill describe una tipica curva de crecimiento, en la que se
distingue cuatro fases: fase de latencia, fase de crecimiento, fase estacionaria y fase de muerte.

Como se evidenciaen lafigura 20-3.

Las esporas del bioformulado Baukill almacenado a 4°C, 18°C y 22°C, presentan una adaptacion
de 9 dias en la cua se debe a la fase de latencia que segin Bikandi (2014) es € periodo de
adaptacion de un microorganismo a un nuevo medio de cultivo el crecimiento no suele comenzar de

inmediato, representa un periodo de transicion para |os microorganismos cuando son transferidos a
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una nueva condicién. En esta fase se producen las enzimas necesarias para que ellos puedan crecer

en un nuevo medio ambiente, no hay incremento de células pero hay gran actividad metabdlica.

El bioformulado Baukill contiene una concentracion de esporas de 2.38x10°UFC/mL T(4°C),
2.84x10° UFC/mL T(18°C) y 3.15x10°UFC/mL T(22°C),de acuerdo con Bikandi (2014), en lafase
de crecimiento se observa un aumento progresivo del nimero de esporas como consecuencia de la
division celular, mediante el cua el MO utiliza los nutrientes que se encuentran en el medio, la
méxima concentracion se presenta de |os 48- 81 dias a T(4°C), 54-87 diasa T(18°C) y 48-69 dias a
T(22°C), este periodo corresponde a la fase estacionaria con una concentracién de esporas de
2.39x10°UFC/mL, 2.92x10° UFC/mL T( 18°C) y , 3.16x10° UFC/mL T( 22°C) que presento una
duracién de 33, 33y 21 dias respectivamente, Bikandi (2014) menciona que en la fase estacionaria
hay limitacion de nutrientes, la poblacién permanece contante, ya que las células siguen en division
celular, pero la aparicibn de nuevos individuos se compensa por la muerte de otros
microorganismos, la fase de muerte se presenta a menor velocidad, como consecuencia €l
bioformulado mantiene poblaciones activas de 1.508x10° UFC/mL T(4°C), 1.36x10° UFC/mL T
(18°C) y 1.79x10°UFC/mL T(22°C) durante mayor tiempo, de acuerdo con Bikandi (2014), enla
fase de muerte los nutrientes indispensables se agotan, el oxigeno de reduce y los productos
metabdlicos se acumulan hasta alcanzar niveles toxicos, 1o que provoca la muerte celular. La
velocidad de muerte celular es mayor que la velocidad de division celular como se evidenciaen la
figura 30-3.

La temperatura 6ptima para e almacenamiento de bioformulado Baukill es de a 18°C y con una
fase de crecimiento de 2.84x10°UFC/mL hastalos 54 dias de formulado durante el almacenamiento
con respecto alos formulados conservado a 22°C y 4 °C, con una poblacion de 3,15x10° UFC/mL

y 2.38x10° UFC/mL respectivamente, que presenta una fase de crecimiento hasta los 48 dias.

L os resultados obtenidos por Fernandez (2006), mantiene una mayor concentracion de esporas de
4.15x10°UFC/mL hasta los 12 dias durante el amacenamiento, con respecto a los formulados
conservados a 18°C y 22°C  con poblaciones de 4.25x10°UFC/mL y 4.35x10°UFC/mL

respectivamente.
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3.5.5 Concentracion de esporas del bioformulado Baukill atrestemperaturas4°C 18°Cy

22°C mediante la camar a de Neubauer

1.508E+0! 1,358E+0! 1,792E+0!
BAUOK”- BAUKIL BAUKIL
4°C 18°C 220C

Figura 21-3. Concentracion de esporas de Baukill a 96 dias de almacenamiento.
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

UFC/mL

Como se puede observar en la figura 21-3 se obtiene la mayor concentracion de esporas del
bioformulado liquido BAUKILL a 22°C en un periodo de almacenamiento de 96 dias con una
poblacion final de 1.79x10° UFC/mL en relacion alos formulados conservados a 18°C y 4°C con
poblaciones de 1.35x10° UFC/mL y 1.508x10°UFC/mL respectivamente.

El bioformulado BAUKILL a base de Beauveria bassiana producidas por MIKROBEN resulta
competitivo, recomendable ya que puede ser amacenado a las tres temperaturas ensayadas 4°C
,18°C y 22 °C presentando un tiempo de vida Util superior a los tres meses, datos que son
corroborados por la casa comercial TRI_SIN CE Agrobionsa con € Insecticida Agricola en
suspension liquida de Beauveria bassiana con € Reg.. RSCO-INAC-0195-0236-315-2.5, que
presenta una concentracion final de 1.2x10° conidios/mL, determinando que € bioformulado
evaluado en e presente estudio es competitivos con respecto a los disponibles comercia mente,
dichos productos presentan unavida Gtil superior alos 7 meses, valores similares a los presentados

por los productos que se encuentran disponibles en el mercado internacional.
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3.6 Determinacion del porcentaje de viabilidad del biofor mulado Baukill almacenado atres
temperaturas4°C, 18°Cy 22°C

3.6.1 Determinacion del porcentaje de viabilidad del bioformulado Baukill a 4°C
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Figura 22-3. Curvade regresién en funcion del tiempo mediante € micro cultivoa. 4°C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

Para el bioformulado almacenado a 4°C es de 102 dias con la ecuacion de la curva de regresion
y=-0,40086x + 101,24. Transcurridos los 102 dias de tiempo de vida (til € porcentaje de viabilidad

esde 60.35%. Como se evidenciaen lafigura22-3.

L os resultados obtenidos por Fernandez (2006), el tiempo maximo de consumo del bioformulado
Baukill a 4°C es de 37 dias, de acuerdo a la ecuacion de la curva y= -0,0859x + 9,2151,
manifestando asi que & bioformulado presenta un tiempo de vida Util de 102 dias ( 3 meses) debido
a la adicion de nutrientes emulsificantes y aditivos a la nueva formulacion que hace que €
formulado sea més apto para la crecimiento, estabilidad y desarrollo del microorganismo en tiempos
més prolongados y que su almacenamiento no afecta la viabilidad del producto. Kononova (1981) y
Bargas (2009), menciona que estos requerimientos también pueden ser suplementados en
cantidades adecuadas en un medio de cultivo paralograr un maximo de crecimiento y esporulacion,
aun cuando debe tenerse en cuenta que estos requerimientos pueden ser diferentes para la obtencién
de biomasa miceliar, por lo tanto las técnicas y procesos de produccién mas adecuados pueden

variar para diferentes especies de hongos.
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3.6.2 Determinacion del porcentaje de viabilidad del bioformulado Baukill a 18 °C
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Figura 23-3. Curvade regresién en funcion del tiempo mediante e micro cultivo a. 18°C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

Para el bioformulado Baukill almacenado a 18°C es de 102 dias con una Ecuacion de la curva de
regresion y=-0,4022x + 100,83. Transcurridos los 102 dias de tiempo de vida Gtil con un porcentaje
de viabilidad de 59.80%. Como se observa en lafigura 23-3.

L os resultados obtenidos por Fernandez (2006), el tiempo maximo de consumo del bioformulado
Baukill a 18 °C es de 30 dias, de acuerdo a la ecuacion de la curva y= -0,0989x + 8,9998,
manifestando asi que el bioformulado presenta un tiempo de vida Util de 102 dias ( 3 meses) debido
a la adicion de nutrientes emulsificantes y aditivos a la nueva formulacion que hace que €
formulado sea més apto para la crecimiento, estabilidad y desarrollo del microorganismo en tiempos
més prolongados y que su almacenamiento no afecta la viabilidad del producto. Kononova (1981) y
Bargas (2009), menciona que estos requerimientos también pueden ser suplementados en
cantidades adecuadas en un medio de cultivo paralograr un maximo de crecimiento y esporulacion,
aun cuando debe tenerse en cuenta que estos requerimientos pueden ser diferentes para la obtencién
de biomasa miceliar, por lo tanto las técnicas y procesos de produccién mas adecuados pueden

variar para diferentes especies de hongos.
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3.6.3 Determinacion del porcentaje de viabilidad del bioformulado Baukill a 22°C
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Figura 24-3. Curvade regresion en funcion del tiempo mediante el micro cultivo a 22°C
Fuente: Realizado por Lupe Aguirre

La curva de regresion para e bioformulado Baukill conservado a 22°C es de 104 dias con la
Ecuacion de la Curva de regresion  y= -0,3985x + 101,51. Como se evidencia en la figura 24-3

transcurridos los 104 dias de tiempo de vida Util 1a poblacién es de 60.01%

L os resultados abtenidos por Fernandez (2006), el tiempo maximo de consumo del bioformulado
Baukill a 22 °C es de 27 dias, de acuerdo a la ecuacién de la curva y= -0,1097x + 8,9889,
manifestando asi que el bioformulado presenta un tiempo de vida Util de 104 dias ( 3 meses) debido
a la adicion de nutrientes emulsificantes y aditivos a la nueva formulacion que hace que €
formulado sea més apto para la crecimiento, estabilidad y desarrollo del microorganismo en tiempos
més prolongados y que su almacenamiento no afecta la viabilidad del producto. Kononova (1981) y
Bargas (2009), menciona que estos requerimientos también pueden ser suplementados en
cantidades adecuadas en un medio de cultivo paralograr un maximo de crecimiento y esporulacion,
aun cuando debe tenerse en cuenta que estos requerimientos pueden ser diferentes para la obtencién
de biomasa miceliar, por lo tanto las técnicas y procesos de produccién més adecuados pueden

variar para diferentes especies de hongos.
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CONCLUSIONES

Luego de andlizar las curvas de crecimiento se determind: los bioformulados Trikofun y
Nemakill almacenados a 4°C presentan mayor efectividad hasta los 45 dias; y para Baukill
hasta 48 dias. A latemperatura de 18°C los tres bioformulados presentaron mayor velocidad de
crecimiento a los 60, 48 y 54 dias respectivamente. Trikofun y Baukill amacenados a 22°C

muestran mejores resultados a 48 dias, mientras que en Nemakill es de 45 dias.

El tiempo méximo de vida Gtil para Trikofun almacenado a 4°C ,18°Cy 22 °C esde 89, 122 y
166 dias respectivamente; para Nemakill es de 189, 133 y 159 dias; en € caso de Baukill
conservado a4°C y 18°C es de 102 dias y a unatemperatura de 22 °C es (til hastalos 104 dias.

L os porcentajes de viabilidad de Trikofun almacenado a4°C ,18°C y 22 °C son 60.13%, 60.30%
y 60.12% para Nemakill son 60.01%, 60.05% y 59.9%; y para Baukill son 60.35%, 59.80% y
60.01% respectivamente.
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RECOMENDACIONES:

Se recomienda amacenar los bioformulados Trikofun, Nemakill y Baukill a una

temperatura de 18°C.

Extender €l tiempo de crecimiento microbiano (mayor a 96 dias) para comprobar si existe
incremento o disminucién en la concentracion de esporas viables para cada

mi croorgani smo.

Buscar nuevas dternativas como: sustratos, caldos o procedimientos que ayuden a
prolongar la vida Util de los microorganismos en los bioformulados. Y utilizar Trikofun,
Nemakill y Baukill como una herramienta de control de plagas y enfermedades en los

cultivos.
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ANEXOS

Anexos A. Conteo de esporas viables del bioformulado TRIKOFUN A 4°C

Tiempo R1 R2 R3 Media log
(Dias) UFC/mL

0| 1,00E+09 | 1,10E+09 | 1,20E+09 | 1,10E+09 9,04

3| 1,05E+09 1,2E+09 1,1E+09 | 1,12E+09 9,05

6 1E+09 1,2E+09 | 1,15E+09 | 1,12E+09 9,05

9 1,1E+09 | 1,25E+09 | 1,65E+09 | 1,33E+09 9,12
12 1,7E+09 | 1,45E+09 1,4E+09 | 1,52E+09 9,18
15 | 1,65E+09 1,7E+09 | 1,45E+09 | 1,60E+09 9,20
18 | 1,55E+09 2,1E+09 1,5E+09 | 1,72E+09 9,23
21 1,9E+09 | 1,95E+09 | 1,75E+09 | 1,87E+09 9,27
24 | 1,85E+09 | 1,95E+09 1,9E+09 | 1,90E+09 9,28
27 | 1,85E+09 2,3E+09 | 1,95E+09 | 2,03E+09 9,31
30 | 1,95E+09 2E+09 2,4E+09 | 2,12E+09 9,33
33 2,1E+09 | 2,45E+09 | 2,05E+09 | 2,20E+09 9,34
36 2,3E+09 2,1E+09 2,4E+09 | 2,27E+09 9,36
39 | 2,25E+09 | 2,35E+09 2,5E+09 | 2,37E+09 9,37
42 2,3E+09 2,5E+09 | 2,35E+09 | 2,38E+09 9,38
45 | 2,45E+09 2,3E+09 | 2,55E+09 | 2,43E+09 9,39
48 2,6E+09 2,3E+09 | 2,55E+09 | 2,48E+09 9,40
51| 2,45E+09 | 2,45E+09 2,6E+09 | 2,50E+09 9,40
54 | 2,55E+09 | 2,75E+09 | 2,25E+09 | 2,52E+09 9,40
57 | 2,55E+09 2,6E+09 2,4E+09 | 2,52E+09 9,40
60 2,5E+09 | 2,65E+09 2,3E+09 | 2,48E+09 9,40
63 | 2,25E+09 2,6E+09 2,6E+09 | 2,48E+09 9,40
66 | 2,45E+09 2,4E+09 2,6E+09 | 2,48E+09 9,40
69 2,4E+09 | 2,35E+09 2,7E+09 | 2,48E+09 9,40
72 2,2E+09 | 2,65E+09 2,6E+09 | 2,48E+09 9,40
75 | 2,25E+09 2,5E+09 2,8E+09 | 2,52E+09 9,40
78 | 2,35E+09 2,4E+09 2,7E+09 | 2,48E+09 9,40
81 2,5E+09 2,4E+09 | 2,65E+09 | 2,52E+09 9,40
84 2,5E+09 2,5E+09 2,4E+09 | 2,47E+09 9,39
87 | 2,45E+09 2,4E+09 2,4E+09 | 2,42E+09 9,38
90 | 2,65E+09 2E+09 2,4E+09 | 2,35E+09 9,37
93 | 2,15E+09 2E+09 2,4E+09 | 2,18E+09 9,34
96 | 1,35E+09 2E+09 | 1,65E+09 | 1,67E+09 9,22

R1: Conteo de esporas viables repeticion uno
R2: Conteo de esporas viables repeticion dos
R3: Conteo de esporas viables repeticién tres




Anexos B. Conteo de esporas viables del bioformulado TRIKOFUN A 18°C

Tiempo Log

(Dias) |R1 R2 R3 Media | (UFC/mI)
0 1,76+09 | 1,21E+09| 1,60E+09 | 1,50E+09 9,18
3 1,6E+09 | 1,5E+09| 1,7E+09 | 1,57E+09 9,19
6 1,76+09 | 1,9E+09| 1,7E+09| 1,67E+09 9,22
9 1,76409 | 1,7E+09| 1,7E+09 | 1,67E+09 9,22
12| 1,95E+09 | 1,75E+09| 1,9E+09| 1,87E+09 9,27
15| 1,85E+09 | 2,1E+09| 1,95E+09 | 1,97E+09 9,29
18| 1,95E+09 | 2,1E+09 2E+09 | 2,02E+09 9,30
21 2,26+409 | 1,95E+09 | 2,05E+09 | 2,07E+09 9,32
24| 2,2E+09| 2,35E+09 | 1,95E+09| 2,17E+09 9,34
27| 2,35E+09| 2,15E+09| 2,2E+09 | 2,23E+09 9,35
30| 2,35E+09| 2,4E+09 | 2,2E+09| 2,32E+09 9,36
33| 2,35E+09| 2,55E+09| 2,45E+09 | 2,45E+09 9,39
36| 2,65E+09 | 2,45E+09| 2,55E+09 | 2,55E+09 9,41
39 2,76+409 |  2,6E+09 | 2,65E+09 | 2,65E+09 9,42
42| 2,75E409| 2,7E+09 | 2,8E+09| 2,75E+09 9,44
45|  2,95E+09 | 2,65E+09 3E+09 | 2,87E+09 9,46
48|  3,1E+09| 3,15E+09 | 2,65E+09 | 2,97E+09 9,47
51| 3,15E+09| 3,15E+09 | 2,95E+09 | 3,08E+09 9,49
54|  3,1E+09| 3,25E+09| 3,3E+09| 3,22E+09 9,51
57|  3,4E+09| 3,1E+09| 3,2E+09| 3,23E+09 9,51
60| 3,25E+09 | 3,4E+09 | 3,45E+09| 3,37E+09 9,53
63| 3,65E+09| 3,4E+09| 3,3E+09| 3,45E+09 9,54
66| 3,55E+09 | 3,4E+09 | 3,65E+09| 3,53E+09 9,55
69| 3,45E+09 | 3,55E+09| 3,6E+09 | 3,53E+09 9,55
72 3,96+09 | 3,1E+09| 3,7E+09| 3,57E+09 9,55
75 3,6E+09 | 3,65E+09 | 3,35E+09 | 3,53E+09 9,55
78|  3,6E+09| 3,45E+09| 3,75E+09| 3,6E+09 9,56
81| 3,35E+09| 3,7E+09| 3,75E+09| 3,6E+09 9,56
84| 3,55E+09| 3,6E+09| 3,65E+09| 3,6E+09 9,56
87|  3,5E+09| 3,6E+09| 3,8E+09| 3,63E+09 9,56
90|  3,5E+09| 3,7E+09| 3,6E+09| 3,6E+09 9,56
93 2,4E+09 | 2,4E+09 | 1,65E+09 | 2,15E+09 9,33
96| 1,45E+09| 1,65E+09 | 1,55E+09 | 1,55E+09 9,19

R1: Conteo de esporas viables repeticién uno
R2: Conteo de esporas viables repeticion dos
R3: Conteo de esporas viables repeticion tres




Anexos C. Conteo de esporas viables del bioformulado TRIKOFUN A 22°C

Tiempo Log

(Dias) | R1 R2 R3 Media | (UFC/ml)
0| 1,80E+09 | 1,50E+09 | 1,50E+09 | 1,60E+09 9,20
3| 1556+09 | 1,6E+09 | 1,556+09 | 1,57E+09 9,19
6 | 1556+09 | 1,65E+09 | 1,6E+09 | 1,60E+09 9,20
9| 1,76+409 | 1,8E+09 26+09 | 1,83E+09 9,26
12 | 2,05€+09 | 2,26+09 | 1,65E+09 | 1,97E+09 9,29
15 | 2,05E+09 2E+09 26+09 | 2,02E+09 9,30
18 | 2,05E+09 | 2,1E+09 | 2,3E+09 | 2,15E+09 9,33
21 | 2,25E+09 | 2,35E+09 | 2,35E+09 | 2,32E+09 9,36
24 | 2,35E+09 | 2,4E+09 | 2,4E+09 | 2,38E+09 9,38
27 | 2,7E+09 | 2,65E+09 | 2,2E+09 | 2,52E+09 9,40
30 | 2,956+09 | 2,75E+09 | 2,4E+09 | 2,70E+09 9,43
33 3E+09 | 3,056+09 | 2,5E+09 | 2,85E+09 9,45
36 | 3,256+09 | 3,15E+09 | 2,6E+09 | 3,00E+09 9,48
39 | 3,256+09 | 3,15E+09 | 2,6E+09 | 3,00E+09 9,48
42 | 3,256+09 | 3,15E+09 | 2,6E+09 | 3,00E+09 9,48
45 | 3,256+09 | 3,15E+09 | 2,6E+09 | 3,00E+09 9,48
48 | 3,4E+09 | 3,3E+09 | 2,75E+09 | 3,15E+09 9,50
S1 | 3,356+09 | 3,3E+09 | 2,8E+09 | 3,15E+09 9,50
54 | 3,556+09 | 3,15E+09 | 2,8E+09 | 3,17E+09 9,50
57 | 3,256+09 | 3,65E+09 | 2,6E+09 | 3,17E+09 9,50
60 | 3,26+409 | 3,1E+09 | 3,1E+09 | 3,13E+09 9,50
63 | 3,4E+09 | 3,15E+09 | 2,9E+09 | 3,15E+09 9,50
66 | 3,35E+09 3E+09 | 3,1E+09 | 3,15E+09 9,50
69 | 3,26+409 | 3,2E+09 | 3,056+09 | 3,15E+09 9,50
72 | 3,256+409 | 3,2E409 | 2,95E+09 | 3,13E+09 9,50
75 | 3,156+09 | 3,15E+09 | 2,8E+09 | 3,03E+09 9,48
78 | 3,1E+09 3E+09 | 2,8E+09 | 2,97E+09 9,47
81 3E+09 | 2,9E+09 | 2,75E+09 | 2,88E+09 9,46
84 | 2,9E+09 | 2,9E+09 | 2,55E+09 | 2,78E+09 9,44
87 | 2,55E+09 | 2,65E+09 | 2,95E+09 | 2,72E+09 9,43
90 | 2,8E+09 | 2,65E+09 | 2,55E+09 | 2,67E+09 9,43
93 | 2,3E+09 | 2,45E+09 | 2,1E+09 | 2,28E+09 9,36
96 | 2,26+409 | 1,85E+09 | 2,05E+09 | 2,03E+09 9,31

R1: Conteo de esporas viables repeticién uno
R2: Conteo de esporas viables repeticion dos
R3: Conteo de esporas viables repeticion tres




Anexos D. Porcentaje de viabilidad del bioformulado TRIKOFUN A 4°C

R1 R2 R3
Tiempo

(Dias) EG | NoG | %T1 EG NoG | %T2 | EG NoG | %T3 |%Total
0 100 0 100 100 0 100 100 0 100 100
3 946 24| 97,46 926 22| 97,62 986 26| 97,36 97,48
6 756 31 95,90 736 29| 96,06 776 33 95,75 95,90
9 470 26 94,47 450 24| 94,67 490 28| 94,29 94,47
12 256 15 94,14 236 13| 94,49 276 17| 93,84 94,16
15 309 21 93,20 289 19| 93,43 239 23 90,38 92,34
18 485 37 92,37 465 35| 92,47 505 39 92,28 92,37
21| 451 39| 91,35 431 37| 91,42 471 41| 91,30| 91,35
24 213 23 89,20 293 21| 92,83 233 25 89,27 90,44
27 309 35 88,67 289 33| 88,58 329 37| 88,75 88,67
30 401 52 87,03 381 50| 86,88 421 54| 87,17 87,03
33 347 52 85,01 327 50| 84,71 367 54| 85,29 85,00
36 279 48 82,80 259 46| 82,24 299 50| 83,28 82,77
39 200 40| 80,00 180 38| 78,89 220 42 80,91 79,93
42| 156 34| 7821 136 32| 76,47| 176 36| 79,55| 78,07
45 138 29 78,99 118 27| 77,12 158 31 80,38 78,83
48 210 46 78,10 190 44| 76,84 230 48 79,13 78,02
51| 271 61| 77,49 251 59| 76,49| 291 63| 7835| 77,45
54 271 64| 76,38 251 62| 75,30 291 66 77,32 76,33
57| 185 45| 75,68 165 43| 73,94| 205 47| 77,07| 75,56
60 132 39 70,45 162 45| 72,22 142 34 76,06 72,91

EG: Esporas Germinates

NoG: Esporas no Germinadas

%T: Porcentaje de esporas germinadas y no germinadas por 100




Anexos F. Porcentaje de viabilidad del bioformulado TRIKOFUN A 18°C

R1 R2 R3
Tiempo

(Dias) EG | NoG | %T1 EG NoG %T2 EG NoG | %T3 |%Total

0| 100 0 100 100 0 100 100 0 100 100
3 736 6| 99,18 722 8 98,89 740 7| 99,05 99,04
6 629 5 99,21 614 6 99,02 630 9| 98,57 98,93
9 742 10| 98,65 798 9 98,87 821 10| 98,78 98,77
12 478 7| 98,54 486 6 98,77 508 9| 98,23 98,51
15 534 9| 9831 514 7 98,64 554 11| 98,01 98,32
18 620 11 98,23 600 9 98,50 640 13 97,97 98,23
21 588 14| 97,62 568 12 97,89 608 16| 97,37 97,62
24 647 22 96,60 627 20 96,81 667 24| 96,40 96,60
27 110 8| 92,73 90 6 93,33 130 10| 92,31 92,79
30 119 9| 92,44 99 7 92,93 149 11| 92,62 92,66
33 460 36| 92,17 440 34 92,27 480 38| 92,08 92,18
36 386 32 91,71 366 30 91,80 406 34| 91,63 91,71
39 428 40| 90,65 408 38 90,69 448 42| 90,63 90,66
42 288 32 88,89 268 30 88,81 308 34| 88,96 88,89
45 564 70| 87,59 544 68 87,50 584 72| 87,67| 87,59
48 430 60| 86,05 410 58 85,85 450 62| 86,22 86,04
51 286 40| 86,01 266 42 84,21 306 42| 86,27 85,50
54 158 26| 83,54 138 24 82,61 178 28| 84,27 83,47
57 147 27| 81,63 127 25 80,31 167 29| 82,63 81,53
60 127 32 74,80 147 32 78,23 156 34| 78,21 77,08

EG: Esporas Germinates
NoG: Esporas no Germinadas
%T: Porcentaje de esporas germinadas y no germinadas por 100




Anexos G. Porcentaje de viabilidad del bioformulado TRIKOFUN A 22°C

R1 R2 R3
Tiempo

(Dias) | EG NoG | %T1 EG NoG %T2 EG NoG %T3 | %Total
0 100 0 100 100 0 100 100 0 100 100
3 698 11| 98,42 678 9 98,67 718 13 98,19 98,43
6 457 12| 97,37 437 10 97,71 477 14 97,06 97,38
9 501 18| 96,41 481 16 96,67 521 20 96,16 96,41
12 436 18| 095,87 416 16 96,15 456 20 95,61 95,88
15 362 17| 95,30 342 15 95,61 382 19 95,03 95,31
18| 274 13| 95,26 254 11 95,67 294 15 94,90| 95,27
21 212 13| 93,87 192 11 94,27 231 15 93,51 93,88
24 422 29| 93,13 402 27 93,28 442 31 92,99 93,13
27 532 37| 93,05 512 35 93,16 552 39 92,93 93,05
30 332 24| 92,77 312 22 92,95 352 26 92,61 92,78
33 159 14| 91,19 139 12 91,37 179 16 91,06 91,21
36 376 34| 90,96 356 32 91,01 396 36 90,91 90,96
39 180 18| 90,00 160 16 90,00 200 20 90,00 90,00
42 214 23| 89,25 194 21 89,18 234 25 89,32 89,25
45 302 34| 88,74 282 32 88,65 322 36 88,82 88,74
48 218 24| 88,99 198 22 88,89 238 26 89,08 88,99
51 189 23| 87,83 169 21 87,57 209 25 88,04 87,81
54 163 23| 85,89 143 21 85,31 183 25 86,34 85,85
57| 254 37| 85,43 234 35 85,04 274 39 85,77| 85,41
60 201 35| 82,59 217 38 82,49 286 35 87,76 84,28

EG: Esporas Germinates
NoG: Esporas no Germinadas
%T: Porcentaje de esporas germinadas y no germinadas por 100




Anexos H. Conteo de esporas viables del bioformulado NEMAKILL A 4°C

Tiempo Log

(Dias) R1 R2 R3 Media |(UFC/mL)
0| 1,30E+09 | 1,20E+08 | 1,50E+09 | 9,73E+08 8,99
3 1E+09| 9,5E+08 | 1,05E+09 1E+09 9,00
6 9E+08 | 9,5E+08| 1,1E+09| 9,83E+09 8,99
9| 1,1E+09| 1,05E+09| 1,15E+09| 1,08E+09 9,03
12 1E+09| 1,15E+09 | 1,15E+09 | 1,10E+09 9,04
15| 1,25E+09| 1,3E+09| 1,35E+09| 1,30E+09 9,11
18| 1,6e+09| 1,6E+09| 1,55E+09| 1,58E+09 9,20
21| 1,55E+09| 1,85E+09| 1,7E+09| 1,7E+09 9,23
24| 1,95E+09| 1,75E+09| 1,5E+09| 1,73E+09 9,24
27| 1,9E+09| 1,8E+09| 2,05E+09 | 1,92E+09 9,28
30| 2,05E+09 | 1,95E+09 | 2,05E+09 | 2,02E+09 9,30
33| 2,05E+09 2E+09| 2,05E+09 | 2,03E+09 9,31
36| 2,3e+09| 1,9e+09| 2,1E+09| 2,1E+09 9,32
39| 2,3E+09 2E+09| 2,1E+09| 2,13E+09 9,33
42| 2,15e+09| 2,1E+09| 2,35E+09| 2,2E+09 9,34
45| 2,25e+09| 2,2E+09| 2,3E+09 | 2,25E+09 9,35
48| 2,35E+09 | 2,25E+09 | 2,25E+09 | 2,28E+09 9,36
51| 2,25e+09| 2,3E+09| 2,3E+09| 2,28E+09 9,36
54| 2,1E+09| 2,35E+09| 2,4E+09 | 2,28E+09 9,36
57| 2,45e+09| 2,3E+09| 2,15E+09| 2,3E+09 9,36
60| 2,2E+09| 2,15E+09| 2,5E+09 | 2,28E+09 9,36
63| 2,3e+09| 2,15E+09 | 2,45E+09| 2,3E+09 9,36
66| 2,4E+09| 2,05E+09| 2,4E+09 | 2,28E+09 9,36
69| 2,1E+09| 2,35E+09| 2,4E+09| 2,28E+09 9,36
72| 2,35E+09 | 2,15E+09 | 2,35E+09 | 2,28E+09 9,36
75| 2,25e+09| 2,3E+09| 2,35E+09| 2,3E+09 9,36
78| 2,2E+09| 2,2E+09| 2,45E+09 | 2,28E+09 9,36
81| 2,25E+09 | 2,15E+09 | 2,45E+09 | 2,28E+09 9,36
84| 2,15e+09| 2,2E+09| 2,05E+09 | 2,13E+09 9,33
87| 2,05E+09| 2,2E+09 2E+09 | 2,08E+09 9,32
90| 1,95E+09 | 2,15E+09 2E+09| 2,03E+09 9,31
93| 1,9E+09| 1,8E+09| 1,95E+09 | 1,88E+09 9,27
96| 1,45E+09| 1,6E+09 1E+09 | 1,35E+09 9,13

R1: Conteo de esporas viables repeticion uno
R2: Conteo de esporas viables repeticidn dos
R3: Conteo de esporas viables repeticion tres




Anexos |. Conteo de esporas viables del bioformulado NEMAKILL A 18°C

Tiempo Log

(Dias) R1 R2 R3 Media | YFC/ML
0 1,20E+09 1,30E+09 1,10E+09 1,20E+09 9,08
3 1,2E+09 1,35E+09 1,25E+09 1,27E+09 9,10
6 1,4E+09 1,05E+09 1,35E+09 1,27E+09 9,10
9 1,25E+09 1,2E+09 1,2E+09 1,22E+09 9,09
12 1,6E+09 1,85E+09 1,45E+09 1,63E+09 9,21
15 1,5E+09 1,95E+09 1,65E+09 1,70E+09 9,23
18 1,7E+09 1,95E+09 1,75E+09 1,80E+09 9,26
21 1,7E+09 2,05E+09 1,75E+09 1,83E+09 9,26
24 1,95E+09 2,2E+09 1,85E+09 2,00E+09 9,30
27 1,8E+09 2,2E+09 2,15E+09 2,05E+09 9,31
30 2,1E+09 1,75E+09 2,45E+09 2,10E+09 9,32
33 2,45E+09 2,05E+09 2,15E+09 2,22E+09 9,35
36 2,3E+09 2,15E+09 2,3E+09 2,25E+09 9,35
39 2,3E+09 2,5E+09 2,15E+09 2,32E+09 9,36
42 2,35E+09 2,25E+09 2,4E+09 2,33E+09 9,37
45 2,3E+09 2,4E+09 2,35E+09 2,35E+09 9,37
48 2,4E+09 2,4E+09 2,25E+09 2,35E+09 9,37
51 2,35E+09 2,45E+09 2,3E+09 2,37E+09 9,37
54 2,3E+09 2,55E+09 2,25E+09 2,37E+09 9,37
57 2,4E+09 2,4E+09 2,3E+09 2,37E+09 9,37
60 2,25E+09 2,4E+09 2,45E+09 2,37E+09 9,37
63 2,5E+09 2,4E+09 2,25E+09 2,38E+09 9,38
66 2,5E+09 2,3E+09 2,35E+09 2,38E+09 9,38
69 2,3E+09 2,45E+09 2,5E+09 2,42E+09 9,38
72 2,3E+09 2,5E+09 2,4E+09 2,40E+09 9,38
75 2,3E+09 2,4E+09 2,45E+09 2,38E+09 9,38
78 2,55E+09 2,3E+09 2,45E+09 2,43E+09 9,39
81 2,35E+09 2,3E+09 2,2E+09 2,28E+09 9,36
84 2,15E+09 2,1E+09 2,45E+09 2,23E+09 9,35
87 1,85E+09 1,35E+09 2,55E+09 1,92E+09 9,28
90 1,95E+09 1,6E+09 1,8E+09 1,78E+09 9,25
93 1,55E+09 1,65E+09 1,6E+09 1,60E+09 9,20
96 1,1E+09 1,15E+09 1,25E+09 1,17E+09 9,07

R1: Conteo de esporas viables repeticion uno
R2: Conteo de esporas viables repeticidn dos R3: Conteo de esporas viables repeticion tres



Anexos J. Conteo de esporas viables del bioformulado NEMAKILL A 22°C

Tiempo | R1 R2 R3 Media | Log

(Dias) UFC/mL
0| 1,90E+09 | 1,80E+09 | 2,00E+09 1,9E+09 9,28
3| 1,85E+09 1,7E+09 1,9E409 | 1,82E+09 9,26
6 | 1,75E+09 1,9E+09 2E+09 | 1,88E+09 9,27
9 1,9E+09 | 1,75E+09 1,9€409 | 1,85E+09 9,27
12 2,1E+09 |  2,1E+09 | 1,95E+09 | 2,05E+09 9,31
15 2,3E+09 | 1,95E+09 |  2,1E+09 | 2,12E+09 9,33
18 | 2,15E+09 |  2,2E+09 | 2,05E+09 | 2,13E+09 9,33
21| 2,15E+09 | 2,35E+09 | 2,35E+09 | 2,28E+09 9,36
24 | 2,45E+09 | 2,45E+09 |  2,4E+09 | 2,43E+09 9,39
27 | 2,65E+09 | 2,75E+09 |  2,6E+09 | 2,67E+09 9,43
30 3E+09 | 2,65E+09 |  2,5E+09 | 2,72E+09 9,43
33 2,8E+09 | 2,95E+09 | 2,85E+09 | 2,87E+09 9,46
36 | 2,95E+09 | 2,7E+09 |  2,9E+09 | 2,85E+09 9,45
39 | 2,85E+09 | 2,9E+09 | 2,95E+09 2,9E+09 9,46
42 | 3,15E+09 3E+09 | 3,05E+09 | 3,07E+09 9,49
45 | 2,95E+09 | 3,1E+09 |  3,4E409 | 3,15E+09 9,50
48 | 3,2E+09 3E+09 | 3,25E+09 | 3,15E+09 9,50
51 | 3,15E+09 | 3,35E+09 | 3,05E+09 | 3,18E+09 9,50
54 | 3,25E+09 | 3,05E+09 | 3,25E+09 | 3,18E+09 9,50
57 | 3,3E+09 | 3,3E+09 | 2,95E+09 | 3,18E+09 9,50
60 | 3,5E+09 |  3,1E+09 | 2,95E+09 | 3,18E+09 9,50
63 | 3,15E+09 | 3,35E+09 | 3,05E+09 | 3,18E+09 9,50
66 | 3,25E+09 | 2,95E+09 | 3,15E+09 | 3,12E+09 9,49
69 | 3,05E+09 | 2,8E+09 |  3,3E+09 | 3,05E+09 9,48
72 | 2,75E+09 | 2,85E+09 | 3,25E+09 |  3,0E+09 9,47
75 2,7E+09 |  2,8E+09 | 3,25E+09 | 2,92E+09 9,46
78 | 3,15E+09 | 2,7E+09 | 2,75E+09 | 2,87E+09 9,46
81 | 2,95E+09 | 2,75E+09 |  2,6E+09 | 2,77E+09 9,44
84 | 2,5E+09 | 2,65E+09 |  2,6E+09 | 2,58E+09 9,41
87 |  2,2E+09 2E+09 |  2,6E+09 | 2,27E+09 9,36
90 | 2,2E+09 | 2,05E+09 |  2,1E+09 | 2,12E+09 9,33
93 | 2,05E+09 | 1,85E+09 | 2,05E+09 2,0E+09 9,30
96 | 1,55E+09 1,7E+09 1,4E409 | 1,55E+09 9,19

R1: Conteo de esporas viables repeticién uno
R2: Conteo de esporas viables repeticion dos
R3: Conteo de esporas viables repeticion tres




Anexos K. Porcentaje de viabilidad del bioformulado NEMAKILL A 4°C

R1 R2 R3
Tiempo

(Dias) | EG NoG %T1 EG NoG | %T2 EG NoG | %T3 |%Total
0 100 0 100 100 0 100 100 0 100 100
3 856 21 97,55 836 14 98,33 876 22| 97,49| 97,79
6 873 24 97,25 863 21 97,57 753 19| 97,48, 97,43
9 698 21 96,99 798 20 97,49 898 31| 96,55 97,01
12 770 24 96,88 820 34 95,85 678 28| 9587| 96,20
15 870 31 96,44 855 41 95,20 798 38| 9524| 95,63
18 485 21 95,67 535 31 94,21 643 28| 95,65 95,17
21 356 19 94,66 367 29 92,10 476 25| 94,75 93,84
24 315 17 94,60 356 27 92,42 456 25| 94,52| 93,85
27 542 32 94,10 654 42 93,58 576 38| 93,40| 93,69
30 799 38 95,24 802 48 94,01 820 45| 94,51| 94,59
33 604 32 94,70 634 42 93,38 598 38| 93,65 93,91
36 586 34 94,20 596 44 92,62 602 40| 93,36| 93,39
39 698 44 93,70 778 54 93,06 721 48| 93,34| 93,37
42 345 23 93,33 445 32 92,81 486 35| 92,80| 92,98
45 657 46 93,00 678 45 93,36 623 45| 92,78| 93,05
48 234 26 88,89 334 36 89,22 265 25| 90,57| 89,56
51 342 40 88,30 443 50 88,71 435 46| 89,43 88,81
54 243 34 86,01 356 24 93,26 384 42| 89,06 89,44
57 166 39 76,51 233 28 87,98 212 24| 88,68| 84,39
60 171 43 74,85 255 34 86,67 198 28| 8586| 82,46

EG: Esporas Germinates
NoG: Esporas no Germinadas
%T: Porcentaje de esporas germinadas y no germinadas por 100




Anexos L. Porcentaje de viabilidad del bioformulado NEMAKILL A 18°C

R1 R2 R3
Tiemp
o % Tota
(Dias) | EG | NoG | %T1 EG | NoG %T2 EG | NoG | %T3 I

0| 100 0 100 100 0 100 100 0 100 100
3| 718 6 99,16 913 8 99,12 823 7| 99,15 99,15
6 646 10 98,45 940 11 98,83 952 15| 98,42 | 9857
9| 526 15 97,15 520 12 97,69 532 15| 97,18| 97,34
12| 848 28 96,70 840 20 97,62 756 20| 9735| 97,22
15| 921 31 96,63 601 18 97,00 641 19| 97,04| 96,89
18| 839 32 96,19 693 23 96,68 983 32| 96,74| 96,54
21 650 25 96,15 545 22 95,96 454 18| 96,04| 96,05
24| 660 28 95,76 550 25 95,45 659 32| 9514| 9545
27| 588 33 94,39 780 39 95,00 458 24| 94,76 | 94,72
30| 347 22 93,66 437 22 94,97 385 22| 94,29| 94,30
33 323 27 91,64 425 25 94,12 374 26| 93,05| 92,94
36 615 56 90,89 520 48 90,77 568 52| 90,85| 90,84
39| 483 48 90,06 395 38 90,38 439 43| 90,21| 90,22
42 295 28 90,51 325 32 90,15 310 30| 90,32| 90,33
45| 458 46 89,96 425 42 90,12 442 44| 90,05| 90,04
48 126 18 85,71 156 20 87,18 141 19| 86,52 86,47
51 109 17 84,40 125 15 88,00 117 16| 86,32| 86,24
54 99 16 83,84 105 18 82,86 102 17| 8333| 8334
57 93 18 80,65 83 15 81,93 88 16| 81,82 81,46
60 85 18 78,82 95 20 78,95 90 19| 7889 78,89

EG: Esporas Germinates
NoG: Esporas no Germinadas
%T: Porcentaje de esporas germinadas y no germinadas por 100




Anexos LI. Porcentgje de viabilidad del bioformulado NEMAKILL A 22°C

R1 R2 R3
Tiempo %
(Dias) | EG |[NoG | %T1 EG | NoG | %T2 EG NoG | %T3 | Total

0| 100 0 100 100 0 100 100 0 100 100

3 787 14 98,22 875 11| 98,74 850 15| 98,29 | 98,42

6 760 17 97,76 902 16| 98,23 853 17| 98,01| 98,00

9 612 18 97,06 659 16| 97,57 715 23| 96,78| 97,14
12 809 26 96,79 830 27| 96,75 717 24| 96,65| 96,73
15 901 31 96,56 728 30| 95,95 720 29| 96,04| 96,18
18 711 30 95,78 614 27| 95,60 813 30| 96,31| 95,90
21 766 38 95,04 456 26| 94,41 465 22| 95,38| 94,94
24 666 36 94,59 453 26| 94,26 558 29| 94,89| 94,58
27 631 36 94,29 717 41| 94,35 517 31| 94,00 94,22
30 537 35 93,48 620 35| 94,35 603 34| 94,44| 94,09
33 337 26 92,28 530 34| 93,67 486 32| 93,42| 93,12
36 305 26 91,48 558 46| 91,76 585 46| 92,14 91,79
39 248 28 88,71 587 46| 92,16 580 46| 92,16 91,01
42 238 32 86,55 385 32| 91,69 398 33| 91,83| 90,03
45 305 43 85,90 552 44| 92,11 533 45| 91,64 89,89
48 271 39 85,61 245 28| 88,57 203 22| 89,16| 87,78
51 148 23 84,46 284 33| 88,556 276 31| 88,77| 87,26
54 238 42 82,35 231 21| 90,89 243 30| 87,86| 87,03
57 145 26 82,07 158 22| 86,39 150 20| 86,67| 85,04
60 71 16 77,46 175 27| 84,57 144 24| 83,68| 81,91

EG: Esporas Germinates

NoG: Esporas no Germinadas

%T: Porcentaje de esporas germinadas y no germinadas por 100




Anexos M. Conteo de esporas viables del bioformulado BAUKILL 4°C

Tiempo R1 R2 R3 Media Log
Dias UFC/ml

0 1,00E+09 1,00E+09 1,00E+09 1,00E+09 9

3 1,03E+09 1,08E+09 1,08E+09 1,00E+09 9,00

6 1,25E+09 1,08E+09 1,33E+09 1,05E+09 9,02

9 1,33E+09 1,25E+09 1,45E+09 1,05E+09 9,02
12 1,48E+09 1,45E+09 1,48E+09 1,20E+09 9,08
15 1,55E+09 1,50E+09 1,60E+09 1,55E+09 9,19
18 1,58E+09 1,85E+09 1,53E+09 1,65E+09 9,22
21 1,73E+09 1,90E+09 1,73E+09 1,78E+09 9,25
24 1,90E+09 1,85E+09 1,70E+09 1,90E+09 9,28
27 1,88E+09 2,05E+09 2,00E+09 1,98E+09 9,30
30 2,00E+09 1,98E+09 2,23E+09 2,07E+09 9,32
33 2,08E+09 2,23E+09 2,05E+09 2,12E+09 9,33
36 2,30E+09 2,00E+09 2,25E+09 2,18E+09 9,34
39 2,28E+09 2,18E+09 2,30E+09 2,25E+09 9,35
42 2,23E+09 2,30E+09 2,35E+09 2,29E+09 9,36
45 2,35E+09 2,25E+09 2,43E+09 2,34E+09 9,37
48 2,48E+09 2,28E+09 2,40E+09 2,38E+09 9,38
51 2,35E+09 2,38E+09 2,45E+09 2,39E+09 9,38
54 2,33E+09 2,55E+09 2,33E+09 2,40E+09 9,38
57 2,50E+09 2,45E+09 2,28E+09 2,41E+09 9,38
60 2,35E+09 2,40E+09 2,40E+09 2,38E+09 9,38
63 2,28E+09 2,38E+09 2,53E+09 2,39E+09 9,38
66 2,43E+09 2,23E+09 2,50E+09 2,38E+09 9,38
69 2,25E+09 2,35E+09 2,55E+09 2,38E+09 9,38
72 2,28E+09 2,40E+09 2,48E+09 2,38E+09 9,38
75 2,25E+09 2,40E+09 2,58E+09 2,41E+09 9,38
78 2,28E+09 2,30E+09 2,58E+09 2,38E+09 9,38
81 2,38E+09 2,28E+09 2,55E+09 2,40E+09 9,38
84 2,33E+09 2,35E+09 2,23E+09 2,30E+09 9,36
87 2,25E+09 2,30E+09 2,20E+09 2,25E+09 9,35
90 2,30E+09 2,08E+09 2,20E+09 2,19E+09 9,34
93 2,03E+09 1,90E+09 2,18E+09 2,03E+09 9,31
96 1,40E+09 1,80E+09 1,33E+09 1,51E+09 9,18

R1: Conteo de esporas viables repeticion uno
R2: Conteo de esporas viables repeticion dos

R3: Conteo de esporas viables repeticién tres




Anexos N. Conteo de esporas viables del bioformulado BAUKILL 18°C

Tiempo R1 R2 R3 Media Log

(Dias) UFC/mL
0 1,20E+09 1,20E+09 1,20E+09 1,20E+09 9,08
3 1,58E+09 1,55E+09 1,58E+09 1,30E+09 9,11
6 1,68E+09 1,63E+09 1,58E+09 1,30E+09 9,11
9 1,58E+09 1,73E+09 1,65E+09 1,30E+09 9,11
12 1,78E+09 1,80E+09 1,68E+09 1,35E+09 9,13
15 1,63E+09 2,03E+09 1,80E+09 1,55E+09 9,19
18 1,83E+09 2,03E+09 1,88E+09 1,91E+09 9,28
21 1,95E+09 2,00E+09 1,90E+09 1,95E+09 9,29
24 2,08E+09 2,28E+09 1,90E+09 2,08E+09 9,32
27 2,08E+09 2,18E+09 2,18E+09 2,14E+09 9,33
30 2,23E+09 2,08E+09 2,33E+09 2,21E+09 9,34
33 2,40E+09 2,30E+09 2,30E+09 2,33E+09 9,37
36 2,48E+09 2,30E+09 2,43E+09 2,40E+09 9,38
39 2,50E+09 2,55E+09 2,40E+09 2,48E+09 9,40
42 2,55E+09 2,48E+09 2,60E+09 2,54E+09 9,41
45 2,63E+09 2,53E+09 2,68E+09 2,61E+09 9,42
48 2,75E+09 2,78E+09 2,45E+09 2,66E+09 9,42
51 2,75E+09 2,80E+09 2,58E+09 2,71E+09 9,43
54 2,85E+09 2,90E+09 2,78E+09 2,84E+09 9,45
57 2,90E+09 2,75E+09 2,85E+09 2,83E+09 9,45
60 2,75E+09 2,90E+09 2,95E+09 2,87E+09 9,46
63 3,08E+09 2,90E+09 2,78E+09 2,92E+09 9,46
66 3,03E+09 2,85E+09 3,00E+09 2,96E+09 9,47
69 2,88E+09 3,00E+09 3,05E+09 2,98E+09 9,47
72 3,10E+09 2,80E+09 3,05E+09 2,98E+09 9,47
75 2,95E+09 3,03E+09 2,90E+09 2,96E+09 9,47
78 2,95E+09 2,88E+09 3,10E+09 2,98E+09 9,47
81 2,85E+09 3,00E+09 2,98E+09 2,94E+09 9,47
84 2,85E+09 2,85E+09 3,05E+09 2,92E+09 9,46
87 2,68E+09 2,98E+09 3,18E+09 2,94E+09 9,47
90 2,73E+09 2,90E+09 2,90E+09 2,84E+09 9,45
93 1,98E+09 1,78E+09 1,63E+09 1,79E+09 9,25
96 1,28E+09 1,40E+09 1,40E+09 1,36E+09 9,13

R1: Conteo de esporas viabl es repeticion uno
R2: Conteo de esporas viables repeticidn dos R3: Conteo de esporas viables repeticion tres



Anexos O. Conteo de esporas viables del bioformulado BAUKILL 22°C

Tiempo Log

(Dias) R1 R2 R3 Media UFC/ml
0 1,90E+09 1,70E+09 1,50E+09 1,70E+09 9,23
3 2,03E+09 1,80E+09 1,88E+09 1,75E+09 9,24
6 1,90E+09 2,08E+09 2,08E+09 1,75E+09 9,24
9 1,98E+09 2,00E+09 2,13E+09 1,75E+09 9,24
12 2,08E+09 2,50E+09 1,80E+09 1,80E+09 9,26
15 2,23E+09 2,13E+09 2,18E+09 2,18E+09 9,34
18 2,18E+09 2,23E+09 2,23E+09 2,21E+09 9,34
21 2,20E+09 2,35E+09 2,35E+09 2,30E+09 9,36
24 2,40E+09 2,43E+09 2,40E+09 2,41E+09 9,38
27 2,68E+09 2,70E+09 2,40E+09 2,59E+09 9,41
30 2,98E+09 2,70E+09 2,45E+09 2,71E+09 9,43
33 2,90E+09 3,00E+09 2,68E+09 2,86E+09 9,46
36 3,10E+09 2,93E+09 2,75E+09 2,90E+09 9,46
39 3,05E+09 2,93E+09 2,78E+09 2,92E+09 9,46
42 3,08E+09 3,08E+09 2,78E+09 2,98E+09 9,47
45 3,10E+09 3,13E+09 3,00E+09 3,08E+09 9,49
48 3,30E+09 3,15E+09 3,00E+09 3,15E+09 9,50
51 3,25E+09 3,33E+09 2,93E+09 3,17E+09 9,50
54 3,40E+09 3,10E+09 3,03E+09 3,18E+09 9,50
57 3,28E+09 3,48E+09 2,78E+09 3,18E+09 9,50
60 3,35E+09 3,10E+09 3,03E+09 3,16E+09 9,50
63 3,28E+09 3,25E+09 2,98E+09 3,17E+09 9,50
66 3,30E+09 3,15E+09 3,05E+09 3,17E+09 9,50
69 3,13E+09 3,00E+09 3,18E+09 3,10E+09 9,49
72 3,00E+09 3,03E+09 3,10E+09 3,04E+09 9,48
75 3,10E+09 2,98E+09 3,03E+09 3,03E+09 9,48
78 3,13E+09 2,85E+09 2,78E+09 2,92E+09 9,46
81 2,98E+09 2,83E+09 2,68E+09 2,83E+09 9,45
84 2,70E+09 2,90E+09 2,58E+09 2,73E+09 9,44
87 2,38E+09 2,33E+09 2,78E+09 2,49E+09 9,40
90 2,50E+09 2,35E+09 2,33E+09 2,39E+09 9,38
93 2,18E+09 2,15E+09 2,08E+09 2,13E+09 9,33
96 1,88E+09 1,78E+09 1,73E+09 1,79E+09 9,25

R1: Conteo de esporas viabl es repeticion uno
R2: Conteo de esporas viables repeticidn dos R3: Conteo de esporas viables repeticion tres



Anexos P. Porcentaje de viabilidad del bioformulado BAUKIL A 4°C

R1 R2 R3
Tiempo %
(Dias) | EG NoG | %T1l | EG NoG | %T2 | EG |NoG | %T3 | Total

0 100 0 100 100 0 100 100 0 100 100

3 615 10 98,4 632 9| 98,65 623 11 98,31| 98,45

6 581 15| 97,4 720 15| 97,92 731 15| 97,95| 97,76

9 513 22 95,8 748 28| 96,32 605 25 95,95| 96,03
12 801 36 95,5 895 37| 95,92 854 37 95,73| 95,72
15 710 38 94,6 846 40| 95,27 823 38 95,38| 95,10
18 639 36 94,4 789 40| 94,93 799 38 95,24 | 94,85
21 562 34 94,0 710 38| 94,72 808 40 95,05| 94,60
24 570 43 92,5 535 32| 94,02 627 36 94,34| 93,60
27 555 45 92,0 571 36| 93,69 600 41 93,24 92,97
30 442 41 90,8 417 35| 91,61 452 36 92,15| 91,53
33 288 31 89,4 313 37| 88,32 345 34 90,14| 89,29
36 257 29 88,7 302 40| 86,90 275 35 87,43| 87,68
39 132 17 87,5 178 30| 83,43 163 26 84,36| 85,09
42 110 16 85,4 155 27| 82,52 129 22 83,33| 83,75
45 142 22 84,5 133 25| 81,13 143 25 82,52 | 82,72
48 149 25 83,6 144 30| 79,44 114 21 82,02| 81,67
51 112 20 82,5 117 26| 78,21 133 25 81,20| 80,64
54 106 20 81,6 97 23| 76,80 113 23 79,56 | 79,32
57 110 24 78,6 125 30| 76,00 137 32 76,92 | 77,19
60 94 21 77,5 82 21| 74,85 95 25 74,21| 75,53

EG: Esporas Germinadas

NoG: Esporas no Germinadas

%T: Porcentaje de esporas germinadas y no germinadas por 100




Anexos Q. Porcentaje de viabilidad del bioformulado BAUKIL A 18°C

R1 R2 R3
Tiempo
(Dias) EG NoG %T1 EG NoG %T2 | EG NoG | %T3 | %Total
0 100 0 100 100 0 100 100 0| 100 100
3 518 8| 98,46 513 6| 98,83 523 9| 98,28 98,52
6 646 16| 97,52 940 18| 98,09 952 17| 98,21 97,94
9 526 25| 95,25 520 23| 95,58 532 241 95,49 95,44
12 848 42| 95,05 840 38| 95,48 856 40| 95,33 95,28
15 721 44| 93,90 702 40| 94,30 751 40| 94,67 94,29
18 622 38| 93,89 730 44| 93,97 748 41| 94,52 94,13
21 456 32| 92,98 560 38| 93,21 774 44| 94,32 93,50
24 460 42| 90,87 500 36| 92,80 670 39|94,18 92,62
27 488 48| 90,16 520 38| 92,69 598 43| 92,81 91,89
30 347 38| 89,05 307 35| 88,60 387 32|91,73 89,79
33 238 28| 88,24 300 37| 87,67 360 33]90,83 88,91
36 300 36| 88,00 289 40| 86,16 355 381 89,30 87,82
39 158 22| 86,08 150 24| 84,00 168 23| 86,31 85,46
42 110 18| 83,64 100 18| 82,00 120 18| 85,00 83,55
45 164 28| 82,93 160 31| 80,63 154 24| 84,42 82,66
48 191 34| 82,20 180 38| 78,89 121 19| 84,30 81,80
51 123 23| 81,30 140 32| 77,14 168 28| 83,33 80,59
54 110 22| 80,00 98 24| 75,51 128 23| 82,03 79,18
57 108 25 76,85 130 33| 74,62 174 39| 77,59 76,35
60 91 22 75,82 75 20| 73,33 106 28| 73,58 74,25

EG: Esporas Germinates

NoG: Esporas no Germinadas

%T: Porcentgje de esporas germinadas y no germinadas por 100




Anexos R. Porcentgje de viabilidad del bioformulado BAUKIL A 22°C

R1 R2 R3
Tiempo
(Dias) | EG NoG | %T1 EG NoG %T2 EG NoG %T3 | %Total

0 100 0 100 100 0 100 100 0 100 100

3 711 12| 98,31 750 11 98,53 722 12 98,34 98,39

6 515 14| 97,28 500 12 97,60 510 13 97,45 97,44

9 500 18| 96,40 975 32 96,72 678 25 96,31 96,48
12 754 30| 96,02 950 35 96,32 852 33 96,13 96,15
15 698 32| 9542 990 40 95,96 894 36 95,97 95,78
18 656 34| 94,82 848 36 95,75 850 35 95,88 95,48
21 668 35| 94,76 860 37 95,70 842 36 95,72 95,39
24 680 44| 93,53 570 28 95,09 584 32 94,52 94,38
27 621 41| 93,40 621 34 94,52 601 38 93,68 93,87
30 537 43| 91,99 527 35 93,36 517 39 92,46 92,60
33 337 33| 90,21 325 36 88,92 330 35 89,39 89,51
36 214 22| 89,72 314 39 87,58 194 31 84,02 87,11
39 106 11| 89,62 206 35 83,01 158 28 82,28 84,97
42 109 14| 87,16 209 36 82,78 138 25 81,88 83,94
45 120 16| 86,67 105 19 81,90 132 26 80,30 82,96
48 107 15| 85,98 107 21 80,37 107 22 79,44 81,93
51 100 16| 84,00 94 19 79,79 98 22 77,55 80,45
54 102 17| 83,33 96 21 78,13 97 23 76,29 79,25
57 112 22| 80,36 120 27 77,50 99 24 75,76 77,87
60 96 20| 79,17 88 21 76,14 84 21 75,00 76,77

EG: Esporas Germinates
NoG: Esporas no Germinadas
%T: Porcentaje de esporas germinadas y no germinadas por 100




Anexos S. Registro fotogréfico




