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RESUMEN EJECUTIVO 

El cultivo de mora tiene una elevada importancia económica por sus propiedades 

medicinales y agroindustriales, su producción enfrenta problemas causados por 

fitopatógenos que provocan pérdidas económicas significativas, dentro de los que 

destaca Botrytis cinerea que ocasiona de la enfermedad de la podredumbre gris. Se ha 

demostrado el control de este hongo mediante el uso de organismos como Trichoderma 

harzianum, sin embargo, la elaboración de productos a base de este biocontrolador es 

inestables o poco eficientes, siendo la microencapsulación una excelente alternativa. 

Con fines de investigación se obtuvieron conidios de T. harzianum mediante 

fermentación sólida y estos fueron microencapsulados mediante la técnica de secado 

por aspersión a partir de maltodextrina y goma arábiga, la gelificación iónica se realizó 

mediante el uso de alginato de sodio. Se empleó dos tipos de microencapsulación, así 

como tres tiempos de incubación, obteniendo como resultado que el tratamiento 

gelificación iónica a los tres días de incubación fue el mejor con un porcentaje de 

inhibición de crecimiento radial del 97,087 por ciento seguido de gelificación iónica a 

los 2 días con un porcentaje de 94,174 por ciento, mientras que el tratamiento por 

secado por aspersión a los 3 días fue de 85,435 por ciento.  

En el presente proyecto de investigación se llevó a cabo la microencapsulación de 

conidios de T. harzianum, evaluando su influencia en el porcentaje de crecimiento 

radial de B. cinérea. 

 

 

 

Palabras clave: mora, Botrytis cinerea, biocontrol, Trichoderma harzianum, 

microencapsulación. 

 



xiv 

 

ABSTRACT 

The blackberry crop has a high economic importance due to its medicinal and 

agroindustrial properties, its production faces problems caused by phytopathogens that 

cause significant economic losses, among which Botrytis cinerea stands out as the 

cause of gray rot disease. The control of this fungus has been demonstrated by 

organisms such as Trichoderma harzianum, however, the elaboration of products 

based on this biocontroller is unstable or inefficient, being microencapsulation an 

excellent alternative. 

For research purposes, conidia of T. harzianum were obtained by solid fermentation 

and these were microencapsulated by spray drying technique from maltodextrin and 

gum arabic, ionic gelation was performed by using sodium alginate. Two types of 

microencapsulation were used, as well as three incubation times, obtaining as a result 

that the ionic gelation treatment at three days of incubation was the best with a 

percentage of radial growth inhibition of 97.087 percent followed by ionic gelation at 

2 days with a percentage of 94.174 percent, while the spray-drying treatment at 3 days 

was 85.435 percent.  

In the present research project, microencapsulation of T. harzianum conidia was 

carried out, evaluating its influence on the radial growth percentage of B. cinerea. 

 

 

 

 

 

Key words: blackberry, Botrytis cinerea, biocontrol, Trichoderma harzianum, 

microencapsulation. 
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CAPÍTULO I 

1. MARCO TEÓRICO 

1.1 Antecedentes investigativos 

1.1.1 Justificación 

A nivel mundial, la seguridad alimentaria es una temática de gran enfoque, siendo 

parte del segundo Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS), “hambre cero”. Esta 

política está basada en garantizar alimentos inocuos y de calidad a través de la 

agricultura sostenible, llevada de la mano de la salud ambiental (FAO 2023).  El 

uso de agroquímicos en contra de plagas presentes en cultivos supone una amenaza 

para la seguridad alimentaria, afectando a la salud humana y ecosistémica (Abbey 

et al. 2019).  

Según el Instituto Nacional de Investigación Agropecuaria (INIAP), en el Ecuador, 

la mora tiene una elevada importancia económica debido a su gran producción, 

aporte nutricional y propiedades agroindustriales. Se reportan alrededor de 5.000 

hectáreas de mora pertenecientes a 15.000 productores en las provincias de 

Tungurahua, Cotopaxi, Bolívar, Chimborazo (INIAP 2016).  

La mora enfrenta constantes infecciones causadas por patógenos como el moho 

gris, mildiu polvoso, marchitez descendente y artrópodos plaga. Como menciona  

Abbey et al. (2019) Botrytis. cinerea es el agente causal del moho gris, 

considerado como uno de los principales fitopatógenos que afecta a este cultivo, 

alcanzando niveles de umbral económico altos, lo que representa el rendimiento 

productivo de la planta con pérdidas ascendentes a un 91,8% (Marín et al. 2017). 

La agricultura convencional aplica fungicidas para el control de este patógeno, lo 

que desencadena en el incumplimiento del segundo ODS. La biotecnología 
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presenta alternativas de control biológico, basado en el uso de organismos vivos 

con el fin de reducir la población de una plaga a través del antagonismo con un 

bajo riesgo ambiental y una producción agrícola sustentable (Hajek and 

Eilenberg 2004),  como supone el uso de Trichoderma  harzianum.  

T. harzianum es un hongo anaeróbico de crecimiento rápido adaptado a diferentes 

condiciones ambientales, capaz de controlar innumerables patógenos. El 

mecanismo de acción de este antagonista permite disminuir la población del hongo 

B. cinerea. incrementando un rendimiento de hasta un 20% en la producción del 

cultivo (Pincay, Viera, and León 2020). Sin embargo, su uso enfrenta la 

degradación por parte de condiciones externas por lo que es necesario el empleo 

de alternativas que aseguren su viabilidad. 

La microencapsulación es una técnica basada en envolver al microorganismo en 

un polímero encapsulante que proporciona características protectoras frente a 

factores como la humedad, temperatura y radiación UV (Rodrigues et al. 2020). 

1.1.2 La mora en el Ecuador 

La mora de castilla (Rubus glaucus) es la variedad comercial más producida y 

vendida dentro del Ecuador, se presenta a manera de arbusto cubierto de espinas y 

cuyas bayas son un agregado de drupéolas (Figura 1). Este fruto es usado 

ampliamente dentro de la gastronomía ecuatoriana, destaca por su versatilidad a la 

hora de elaborar platos así como por su contenido nutricional y medicinal 

(Romoleroux, Bastidas, and Espinel 2018).   

Los requerimientos edafoclimáticos de este cultivo están dados por una humedad 

relativamente alta (80-90%), una temperatura de 25°C, pH del suelo ligeramente 

ácido así como precipitaciones desde 1.500 a 2.500 mm al año (Iza et al. 2020). 

De acuerdo a datos proporcionados por el Ministerio de Agricultura, Ganadería, 

Acuacultura y Pesca (2014) en Tungurahua las zonas con estas características 
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edafoclimáticas con mayor producción y comercialización de mora se encuentran 

ubicadas en los cantones de Santiago de Píllaro seguido por Mocha, Tisaleo, 

Cevallos y Patate.  

 

Figura 1. Mora de castilla (Rubus glaucus) 

Tomada de: (INIAP 2014) 

1.1.2.1 Enfermedades asociadas a la mora 

El cultivo de mora presenta un gran número de enfermedades que causan pérdidas 

y hace necesario desarrollar medidas de manejo. Las enfermedades más comunes 

son las que se citan en la siguiente tabla: 

Tabla 1. Principales enfermedades que afectan a la mora 

Enfermedad Agente causal Sintomatología 
Porcentaje 

de daño 

Moho gris B.  cinerea 
Pudrición del fruto, 

manchas grisáceas  
91,8% 

Mildeo polvoso Oidium sp. 
Mosaico y polvillo 

blanco en hojas  
61,2% 

Marchitez 

descendente 

Fusarium 

oxysporum 

Verticillium dahlie 

Manchas oscuras o 

púrpuras en frutas y 

hojas 

13,3% 

 Fuente: (Montoya, Hincapié, and Uribe 1997);(INIAP 2016)  
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1.1.3 Botrytis cinerea  

1.1.3.1 Generalidades  

B. cinerea es un hongo filamentoso perteneciente a la familia Sclerotiniaceae 

(Tabla 2), considerado uno de los hongos más peligrosos dentro de la agricultura, 

comúnmente denominado podredumbre gris. Destaca por su amplia adaptación a 

las condiciones ambientales, su rango de hospedadores es extenso, siendo capaz 

de infectar alrededor de 200 especies (Elad and Stewart 2004). Esta enfermedad 

afecta a las partes aéreas de la planta, como las hojas, los tallos y los frutos 

produciendo sintomatología como necrosis, pudrición y la muerte (Shao, Zhao, 

and Ma 2021).  

Presenta colonias con una vasta variedad fenotípica donde destacan aquellas 

blancas grisáceas y amarillentas cuya textura asemeja al terciopelo y/o algodón. 

Estas características directamente están relacionadas con la humedad y 

condiciones del medio en el que crece (Gligor 2022). Posee estructuras asexuales 

y sexuales denominadas conidios y cleistotecios (Elad and Stewart 2004). 

Tabla 2. Taxonomía de B. cinerea 

Reino Fungi 

Clase Ascomycota 

Subdivisión Pezizomycotina 

Clase Leotimycetes 

Orden Helotiales 

Familia Sclerotiniaceae 

Género Botrytis 

Especie cinerea 

Fuente: (Infante et al. 2009) 
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1.1.3.2 Factores de crecimiento 

Temperatura 

Se estima que B. cinerea crece en temperaturas que oscilan entre los 10 a 25 °C; 

Nair and Allen (1993) indican que la temperatura óptima de infección en el caso 

de flores y frutos ronda los 20 a 23 °C. Sin embargo, esta varía dependiendo de la 

planta hospedadora y las condiciones ambientales en las que esta se desarrolla 

(Fedele, Brischetto, and Rossi 2020).  

Humedad 

Este factor es de gran importancia dentro del desarrollo y propagación de B. 

cinerea, puesto que este hongo prefiere ambientes con humedad relativa de hasta 

el 100% así mismo como frutas o especies vegetales con gran contenido de agua 

(Fedele et al. 2020). 

pH  

B. cinerea  puede crecer en un extenso rango de pH, sin embargo, se desarrolla 

mejor dentro del intervalo de 3,5 a 8,0 prefiriendo los ambientes ácidos (Wang et 

al. 2018). 

1.1.3.3 Mecanismos de infección 

B. cinerea infecta especies vegetales susceptibles a través de conidios 

transportados mediante el agua, aire o por insectos. Estas estructuras asexuales se 

adhieren a heridas o tejido fresco como la cutícula y se mantienen latentes hasta 

que las condiciones de humedad favorezcan su germinación (Elad and Stewart 

2004). Este proceso comienza con la producción de un tubo germinativo o 

conidióforo capaz de adentrarse en el huésped, matar a las células aledañas a la 

lesión y activar los mecanismos de defensa de la planta por lo que el patógeno 
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puede mantenerse en estado de quiescencia inducido por proantocianidinas 

(Petrasch, Silva, et al. 2019). 

El hongo supera el efecto de las sustancias secretadas para su control mediante 

desintoxicación enzimática acompañada de la filtración de nutrientes por parte de 

las lesiones de la planta. Esto le permite crecer vigorosamente, colonizando el 

tejido, secretando sustancias fitotóxicas como las poligalacturonasas (Kan 2005). 

De tal manera que el tejido se recubre de micelio y el proceso comienza de nuevo 

infectando otra planta u otro hongo del huésped (Figura 2). 

 

Figura 2. Proceso de infección por parte de B. cinerea.  

Adaptado de Petrasch et al. (2019) 
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1.1.3.4 Identificación 

Dentro de la identificación de Botrytis cinerea una vez establecidas las 

características asociadas a su infección en el huésped, es necesario el uso de 

técnicas que permitan esclarecer su identidad. 

Técnicas macro y microscópicas 

Se basan en divisar las características morfológicas del micelio formado, con ayuda 

de un microscopio óptico a partir de la prueba de la cinta adhesiva y la tinción con 

azul de lactofenol, que permiten observar estructuras germinativas a partir de la 

compatibilidad de estos colorantes con los componentes estructurales del hongo 

(Panizo and Moreno 2022).  

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Esta técnica de identificación se fundamenta en la amplificación selectiva de una 

parte específica del ADN. Se logra mediante el uso de primers, que son fragmentos 

cortos de esta molécula, para amplificar el genoma deseado a través de múltiples 

síntesis de ácido nucleico. Posteriormente, estos segmentos amplificados pueden 

ser detectados mediante técnicas como electroforesis o tinción con bromuro de 

etidio (Costa 2004).  

Metagenómica 

Basada en la secuencia masiva de muestras ambientales mediante la obtención de 

material genético proveniente de múltiples microorganismo; produce un mínimo 

de 50 Mb de secuencias, pudiendo identificar un amplio rango de organismos así 

como las sustancias que secretan (Ghosh, Mehta, and Khan 2018). 
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1.1.3.5 Control 

Prácticas culturales 

Se basan en la eliminación de frutos y ramas enfermas, la poda constante permite 

la aireación de la planta, por lo tanto la humedad relativa disminuye  (Saldarriaga 

Cardona et al. 2017). Estrategias como la rotación de cultivos, evitar el riego por 

aspersión y elegir un sistema de riego acorde a la plantación también inhiben el 

desarrollo de la enfermedad (Petrasch, Knapp, et al. 2019).  

Control químico 

En la actualidad se utilizan fungicidas como el dióxido de azufre, boscalid, 

inhibidores de la succinato deshidrogenasa y de metionina. Se ha propuesto el uso 

de químicos como el sulfato de amonio, silicato de sodio e incluso el etanol, 

además de gases de fumigación como el dióxido de cloro (De Simone et al. 2020). 

Control biológico 

Se basa en el uso de microorganismos capaces de controlar e inhibir el crecimiento 

de un fitopatógeno a través de distintos mecanismos de acción. En el control de B. 

cinerea se encuentran hongos como Trichoderma harzianum, y Ulocladium spp., 

además de bacterias como Bacillus subtilis., Pseudomonas fluorescens. y 

Clonostachys rosea  (Abbey et al. 2019), entre otros. 

1.1.4 Trichoderma harzianum 

1.1.4.1 Generalidades 

T. harzianum es un hongo saprófito filamentoso perteneciente a la familia 

Hypocreaceae (Tabla 3). Este hongo cosmopolita se caracteriza por tener un 

micelio blanquecino que tiende a tornarse de color verde y cuyas condiciones de 
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crecimiento están dadas por un pH ácido, una temperatura de 25°C y una humedad 

relativamente alta (Romero-Arenas et al. 2009). 

Este organismo se caracteriza por un crecimiento rápido con una reproducción 

asexual mediada por esporas (conidios) formando clamidosporas de color verde y 

aspecto parecido a una red. T. harzianum se caracteriza por poseer varios 

mecanismos de control frente a patógenos como el micoparasitismo, competencia 

por sustrato, antibiosis, entre otros (Romero-Arenas et al. 2009). 

Tabla 3. Taxonomía de T. harzianum 

Reino Fungi 

Clase Ascomycota 

Subdivisión Pezizomycotina 

Clase Sordariomycetes 

Orden Hypocreales 

Familia Hypocreaceae 

Género Trichoderma 

Especie harzianum 

Fuente: Romero and Costa (2016) 

1.1.4.2 Mecanismo de acción frente a B. cinerea 

T. harzianum por su acelerada tasa de crecimiento y conidiación es capaz de 

colonizar rápidamente el medio, movilizar y tomar todos los nutrientes presentes, 

además el género Trichoderma. es altamente resistente a controladores sintéticos 

a comparación de B. cinerea (Hjeljord, Stensvand, and Tronsmo 2001).  

Por otra parte, este biocontrolador micoparasita directamente a B.cinerea por su 

capacidad quimiotrópica de crecimiento que en conjunto con la antibiosis, permite 

que a partir de compuestos como el ácido harziánico y el 6-pentil-a-pirona (Figura 

3) (Mesa, Marín, and Calle 2020), T. harzianum se adhiera al patógeno 

enrollándose en él, degrada los componentes de la pared celular, gracias a enzimas 
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líticas penetra estructuras internas como el citoplasma, se nutre de estas y el 

patógeno es controlado (Infante et al. 2009). 

 

Figura 3. Estructura química de las sustancias secretadas por T. harzianum 

Tomada de: Mesa et al. (2020) 

1.1.5 Microencapsulación 

1.1.5.1 Microcápsulas 

El producto final de la microencapsulación se denomina microesfera o 

microcápsula, pueden tener un tamaño de una micra hasta milímetros y cuya pared 

de recubrimiento es uniforme. El compuesto protegido en el interior se denomina 

núcleo mientras que la pared se denomina membrana (Figura 3) (Mali Snehal et 

al. 2013).  

 

Figura 4. Estructura de una microcápsula 
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1.1.5.2 Secado por aspersión 

La microencapsulación mediante secado por aspersión es un proceso económico 

comúnmente usado dentro de la industria alimenticia y farmacéutica. Consiste en 

que la sustancia de interés se encuentre en un estado fluido en contacto con la 

mezcla polimérica de tal manera que se puedan formar partículas al ser atomizado. 

Este proceso se da mediante una boquilla de pulverización. Finalmente en  el 

secador por aspersión, las altas temperaturas permiten la evaporación del solvente, 

obteniendo microcápsulas (Figura 4) (Mali Snehal et al. 2013). 

 

Figura 5. Proceso de secado por aspersión 

1.1.5.3 Gelificación iónica 

Este proceso es ampliamente utilizado, principalmente por la facilidad de su 

aplicación al no utilizar solventes orgánicos ni temperaturas elevadas reduciendo 

su costo. El material de recubrimiento o polímero polielectrolito suele ser el 

alginato de sodio por poseer propiedades bioactivas de protección. Este al 

encontrarse en presencia de iones divalentes forma la película que recubre al 

núcleo (Cortés-Camargo et al. 2023) formando así microcápsulas (Figura 5). 
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Figura 6. Proceso de microencapsulación por gelificación iónica 
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1.2 Objetivos 

1.2.1 Objetivo General 

Evaluar la capacidad antagónica de Trichoderma harzianum microencapsulada 

frente a Botrytis cinerea. 

1.2.2 Objetivos Específicos 

• Aislar cepas de Botrytis cinerea a partir de mora. 

• Microencapsular conidios de Trichoderma harzianum mediante secado por 

aspersión y gelificación iónica. 

• Demostrar la actividad antagónica de microcápsulas de Trichoderma 

harzianum frente a Botrytis cinerea a través de pruebas in vitro. 

1.3 Hipótesis 

1.3.1 Hipótesis Nula 

El tipo de microencapsulación de conidios de Trichoderma harzianum así como 

el tiempo de incubación no influyen en la inhibición del crecimiento de Botrytis 

cinerea. 

1.3.2 Hipótesis Alternativa 

El tipo de microencapsulación de conidios de T. harzianum así como el tiempo de 

incubación influyen en la inhibición del crecimiento de B. cinerea. 
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CAPÍTULO II 

2. METODOLOGÍA 

2.1 Materiales 

Los materiales usados durante el desarrollo de la presente investigación se 

presentan a continuación: 

2.1.1 Equipos de laboratorio 

• Balanza analítica 

• Mini Spray Dryer 

• Bio-Rad 

• Microscopio óptico 

• Vórtex 

• Cámara de flujo laminar 

• Autoclave 

• Plancha de agitación y calentamiento 

• Micropipetas 

• Incubadora 

• Microondas 

• Refrigerador 

• Cámara de electroforesis 

• Fuente de poder para cámara de electroforesis 

• Termociclador 

• Transiluminador 

2.1.2 Reactivos 

• Agar Papa Dextrosa 
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• Agar Malta 

• Agar  

• Agua destilada 

• Agarosa 

• Agua ultrapura estéril 

• Lactofenol 

• Dreamtaq Green PCR máster MIX 200 RX Thermo Scientific 

• Etanol 70% 

• Etanol 90% 

• Gentamicina 

• Bromuro de etidio 

• Maltodextrina 

• Goma arábiga 

• Alginato de Sodio 

• Cloruro de Calcio 

• Genejet Genomic DNA Purification Kit 

2.1.3 Material fungible 

• Probetas 

• Botellas Boeco 

• Vasos de precipitación 

• Matraces Erlenmeyer 

• Cajas Petri 

• Puntas para micropipeta 

• Aguja de inoculación 

• Arroz 

• Mechero de alcohol 

• Microtubos Eppendorf 

• Gradilla 

• Espátula 
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• Portaobjetos 

2.2 Métodos 

Aislamiento de Botrytis cinerea a partir de mora 

Muestreo de B. cinerea 

a. Se ubicó el sector con mayor producción de mora en la provincia, según datos del 

MAGAP y de estas se seleccionaron 4 zonas de prevalencia. 

b. Las muestras fueron compradas a los agricultores debido al alcance comercial que 

esta planta poseía, como lo indicaba el Anexo 1. 

c. Se eligieron plantas con la infección de B. cinerea basado en un muestreo aleatorio 

simple en zigzag. 

 Recolección de la muestra  

a. Se reconocieron 32 plantas que poseían la infección. 

b. De estas se tomaron cuatro frutos en estado fenológico de madurez completa con 

presencia de B. cinerea (Molina, La Rotta, and Torres 2004). 

c. Las muestras fueron trasladadas a los laboratorios académicos de la Facultad de 

Ciencia e Ingeniería en Alimentos y Biotecnología. 

 Criterios de inclusión  

• Frutas que presenten pudrición. 

• Frutas donde se visualice alfombra de esporas. 
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  Criterios de exclusión 

• Frutas sanas y con coloración normal. 

• Frutas asintomáticas. 

 Aislamiento de B. cinerea 

Se siguió la metodología presentada por Pincay et al. (2020) y Acosta et al. (2021) 

con modificaciones: 

a. Los frutos con presencia de moho gris fueron incubados a 25°C por dos días con el 

fin de favorecer la esporulación. 

b. Se tomaron muestras de esporas. 

c. Se cultivaron estas muestras en cajas Petri con medio de cultivo Agar Papa Dextrosa 

(PDA) con gentamicina (0,05%). 

d. Se incubaron las cajas a 25°C durante tres días. 

e. Se observó la presencia de micelio y se tomaron hifas para realizar subcultivos hasta 

esporulación. 

 Purificación de Botrytis cinerea 

Se llevó a cabo un cultivo monospórico según Pérez et al. (2020): 

a. Se realizaron diluciones 1/1.000 a 1/10.000 p/v mediante barrido en placa con 

Agar Agua (AA) durante 24 h. 

b. Se transfirieron las esporas individuales a placas con Agar Malta (AM) para 

asegurar la viabilidad celular. 

 Identificación macroscópica de B. cinerea 

a. Se observaron las características distintivas de B. cinerea como la forma y 

coloración del micelio siendo este gris claro; conidios apareciendo como estructuras 
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esféricas de coloración oscura y esclerocios con coloración grisácea oscura (Pei et al. 

2019). 

 Identificación microscópica de B. cinerea 

a. Se observaron las muestras mediante preparación con cinta adhesiva donde se 

apoyó un trozo de esta sobre la superficie de la colonia. 

b. Se colocó una gota de azul de lactofenol y se llevó a un portaobjetos y este a su vez 

al microscopio. 

c. Fue posible identificar esclerocios, los cuales se presentaron estructuras irregulares, 

planas, duras y de coloración negra; conidios que se presentaron a manera de 

estructuras alargadas y ramificadas con coloración leve y forma esférica (Pei et al. 

2019). 

 Identificación molecular de B. cinerea  

 Extracción de ADN 

El ADN fue extraído mediante el uso de Thermo ScientificTM kit de purificación de 

ADN genómico GeneJET siguiendo las especificaciones del fabricante. El análisis 

PCR se llevó a cabo mediante el uso de un primer C729 específico para la 

identificación de B. cinerea. 

Tabla 4. Primer a usar en la identificación de B. cinerea 

Primer Secuencia (5’→3’) C729 Amplicón (pb) 

Sentido AGCTCGAGAGAGATCTCTGA 
241 

Antisentido CTGCAATGTTCTGCGTGGAA 

Fuente: (Rigotti, Viret, and Gindro 2006) 
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 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Se llevó a cabo el protocolo propuesto por Juárez et al. (2012) con modificaciones: 

a. Las reacciones de PCR se realizaron utilizando 12.5 µL Dreamtaq Green PCR 

Master Mix Thermo Scientific en un volumen final de 25 µL compuesto por 0.5 µL de 

cebadores 10µM; 9.5µL agua libre de nucleasas y 2 µL de ADN de concentración 25 

ng/µL, tampón de reacción 1X (Tris-HCl 75 mM, pH 8,8, (NH4)2SO4 20 mM, Tween 

20 al 0,01 %, MgCl 2 mM) (Moparthi et al. 2020). 

b. Se usaron los oligonucleótidos C729f/C729r (Tabla 4), específicos para B. cinerea. 

c. En un termociclador se llevó a cabo un ciclo de desnaturalización inicial a 95°C 

durante 2 min; 35 ciclos con una temperatura de desnaturalización de 94°C durante 20 

segundos; temperatura de alineamiento de los cebadores de 50-56°C durante 20 

segundos y una temperatura de extensión de 72°C durante 30 segundos con una 

extensión final de 72°C durante 5 minutos (Rigotti et al. 2006). 

d. Se llevó el resultado de la PCR a electroforesis para observar los fragmentos en gel 

de agarosa 1.4% usando buffer TRIS-acetato-ácido etilendiaminotetraacético (EDTA 

TAE), visualizado gracias a la luz UV mediante tinción con bromuro de etidio (Pei et 

al. 2019). 

e. El control positivo fue obtenido de la empresa BioSin. 

 Microencapsulación de conidios de T. harzianum  

 Obtención de la materia prima 

Se usó T. harzianum de la casa comercial AGEARTH como Biotrich.  

 Preparación de la muestra 

 Se efectuó la metodología propuesta por Jin and Custis (2011) con modificaciones: 

a. Se activó la cepa mediante las instrucciones dadas por el fabricante. 
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b. Se inoculó la cepa en agar PDA y se incubó a 28°C hasta que las colonias presenten 

esporulación densa. 

c. Se transfirieron a placas con PDA, discos de 1 cm de diámetro cortados desde el 

centro de la colonia hasta el borde con el fin de prolongar la recuperación del vigor de 

crecimiento. 

d. Se incubaron las cepas y se les proporcionó luz con el propósito de aumentar el 

porcentaje de conidios. 

 Producción de conidios 

Se llevó a cabo una producción de conidios por fermentación sólida según Jin and 

Custis, (2011) con modificaciones: 

a. Se lavó 500 g de arroz con agua de la llave durante tres repeticiones. 

b. Se dejó hidratar el arroz durante 60 min y se eliminó el exceso de agua. 

c. Se colocó 100 g de arroz en cinco bolsas, se cerraron eliminando el aire y realizando 

un nudo. 

d. Se llevaron a esterilizar en autoclave. 

e. Se realizó una suspensión de conidios preparada mediante la adición de 20 ml de 

agua destilada y Tween 20 (0.1%) a un placa que posea T. harzianum desprendiendo 

las estructuras con una aguja de disección estéril. 

f. Se añadió 125 ppm de gentamicina. 

g. Se tomó 2 ml de la suspensión preparada y se inoculó en la bolsa con el sustrato 

estéril en condiciones del mismo tipo.  

h. Se cerraron y etiquetaron las bolsas. 

i. Se incubaron a temperatura ambiente hasta observar esporulación y formación de 

micelio. 

j. Se realizó la cosecha en condiciones estériles mediante la adición de 1.4 L de agua 

destilada estéril a cada bolsa. 
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k. Se lavaron los conidios y la suspensión fue tamizada mediante un tamiz de malla y 

fue recogida en botellas estériles. 

l. La suspensión fue centrifugada a 10.000 rpm por 5 min y se recogió la pasta conidial 

para la microencapsulación. 

 Microencapsulación de T. harzianum mediante secado por aspersión 

De acuerdo con el estudio de Muñoz-Celaya et al. (2012) se realizó el siguiente 

protocolo de microencapsulación mediante secado por aspersión cuyos resultados 

fueron los más favorables: 

a. Se llevó a cabo una solución acuosa de (20% p/v) de goma arábiga, maltodextrina 

y una suspensión de conidios al 1% (p/v) en tampón fosfato 50mM (pH 5,6) y se 

mezclaron 500 ml. 

b. La microencapsulación fue realizada mediante el equipo Mini Spray Dryer de 

Buchi-B290, cuyo caudal de aspirador fue del 100%. 

c. La suspensión de 500 ml fue alimentada y la temperatura de entrada será de 150°C 

mientras que la de salida de 90°C. 

d. Las microcápsulas fueron recogidas una vez finalizó el proceso y llevadas al 

refrigerador para su preservación. 

 Microencapsulación de T. harzianum mediante gelificación iónica 

Se siguió el protocolo descrito por Rodrigues et al. (2020) con modificaciones: 

a. Se preparó una solución de alginato al 2% y se agregaron los conidios (2% p: v), 

obteniendo una solución 1:1 v: v. 

b. Se agitó la solución hasta obtener una mezcla homogénea. 

c. Se agregó la mezcla en una solución 0.1 M de CaCl2, agitando con la ayuda de un 

agitador magnético. 

d. Se almacenó las microcápsulas a 4°C. 
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 Demostración de la actividad antagónica de microcápsulas de T. harzianum 

frente a B. cinerea   

 Prueba in vitro del antagonismo entre B. cinerea y T. harzianum. 

a. Se colocaron discos de 5 mm de diámetro de micelio de B. cinerea a un extremo de 

la caja Petri con medio PDA con gentamicina (0,05%). 

b. Se incubaron las cajas a 26°C durante 3 días. 

c. Se colocaron microcápsulas de T. harzianum al extremo contrario de la caja Petri. 

d. Se incubaron las cajas a 26°C durante 7 días sin luz. 

Cálculo del porcentaje de inhibición de crecimiento radial (PICR)  

Se tomó en cuenta el radio de crecimiento del patógeno (RCP), el radio de crecimiento 

del antagonista (RCA) donde el porcentaje de inhibición de crecimiento radial estuvo 

dado por la siguiente fórmula: 

 Donde: 

𝑃𝐼𝐶𝑅 =
𝑅1 − 𝑅2

𝑅1
100 

R1: radio del patógeno testigo 

R2: radio del patógeno en 

enfrentamiento 

(Ezziyyani et al. 2004) 

Análisis estadístico 

Se llevó a cabo un diseño factorial A x B, donde A fue el tipo de microencapsulación 

(secado por aspersión y por gelificación iónica), mientras que B correspondió a los 

días de incubación (1, 2 y 3 días). La variable de respuesta fue el porcentaje de 

inhibición de crecimiento radial. El análisis de datos se realizó con el software IBM 

SPSS Statics 25, aplicando una prueba de Tukey al 5%, de tal manera que se pudieran 

determinar similitudes significativas entre los datos.  
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CAPÍTULO III 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1 Análisis y discusión de los resultados 

3.1.1 Aislamiento e identificación de B. cinerea 

En los frutos seleccionados se observó síntomas asociados a la podredumbre gris 

(Anexo 2). Isaza, Zuluaga, and Marulanda (2019) afirman que las frutas 

recolectadas deben presentar esporulación abundante lo que indica una 

colonización por parte del patógeno y se asocia a una mejor toma de muestras y 

propagación del inóculo.    

Una identificación previa fue realizada mediante la técnica de microcultivo con el 

fin de suponer microscópicamente que el microorganismo presente se tratase de B. 

cinerea; esta técnica se llevó a cabo mediante el uso de un portaobjetos cubierto 

por PDA a un extremo y colocado en una cámara de crecimiento que contiene 

papel filtro húmedo (Figura 7A), sin embargo, Jurado et al. (2021) señalan la 

utilización de agar Sabouraud para llevar a cabo el microcultivo ya que por su 

composición y mayor acidez inhibe naturalmente la proliferación de bacterias. 

Quesnel, (1969), afirma que en el proceso de película húmeda existe un vasto 

espacio para que el microrganismo se desarrolle y pueda ser visualizado 

adecuadamente mediante el uso del microscopio óptico (Figura 7B), además de 

evitar el desperdicio de grandes cantidades de medio de cultivo.  Bénéré et al. 

(2007) indica que bajo el mismo objetivo es posible usar la técnica de microcultivo 

mediante sellado en placa, sin embargo, existen ciertas limitaciones en cuanto a las 

condiciones de oxígeno que el hongo requiere.  

 

B 
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Figura 7. Método de microcultivo. A) Elementos del microcultivo. 

B) Muestra asociada a B. cinerea observada mediante lente de 

10X. 

Al tratarse de una muestra ambiental, se manifiesta la presencia de múltiples 

microorganismos; la corporación colombiana de investigación agropecuaria 

(AGROSAVIA 1999) indica que además de B. cinerea existen diversos patógenos 

relacionados a enfermedades de la mora dentro de los que destacan Candida sp., 

Geotrichum sp., Rhizopus sp., Penicillium spp. y Fusarium sp. Una vez estos han 

sido cultivados, fueron identificados microscópicamente a través de características 

morfológicas representativas como se dispone en la Tabla 5.  

Debido a sus características fenotípicas, fue posible suponer la existencia de 

Rhizopus sp y Fusarium sp en los aislamientos de las bayas seleccionadas. Este 

último es el agente causal del moho rosado; Fusarium sp se caracteriza por 

presentar micelio blanquecino con ligera pigmentación rosa. Sin embargo, 

microscópicamente se pueden apreciar clamidosporas, macro y microconidios, 

siendo los macroconidios estructuras típicas de este patógeno por su curvatura y 

alargamiento a manera de canoa (Figura 9) (Leslie and Summerell 2008). 

Por otro lado, Rizhopus sp. produce pudrición blanda y puede ser confundido con 

la patología generada por B. cinerea (Figura 8) debido a la coloración blanquecina 

de su estado temprano. Sin embargo Jennessen et al. (2008) indican que al crecer, 
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las hifas presentan esporas oscuras, esporangióforos filamentosos con esporangios 

negros, propios de este hongo como se puede apreciar en la Figura 10.  

Tabla 5. Principales estructuras encontradas en el cultivo primario, descritas a 

partir de las claves de Barnett and Hunter (1998) 

Muestra Descripción 
Posible 

patógeno 

 

Figura 8. Conidióforos 

alargados, con ramificaciones 

irregulares y racimos de conidios 

al extremo. 

Botrytis 

 

Figura 9. Conidios en forma de 

canoa, dispuestos en tres o más 

celdas 

Fusarium 

 

Figura 10. Conidios globosos, 

nacen de esporangióforos. 
Rizhopus 

Una vez identificada B. cinerea en base a características microscópicas ópticas a 

partir de tinción con azul de lactofenol (Figura 11) asociadas a las claves de 

Barnett and Hunter, (1998), se procedió a la purificación. Aquí se describen 
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conidióforos ramificados con presencia de conidios circulares en sus extremos, los 

conidióforos asemejan a un racimo de uvas (Isaza et al. 2019).  

 

Figura 11.Observación de B. cinerea a través del microscopio óptico con 

lente 40X, se identifican estructuras características como conidióforos con 

conidios agrupados en racimo. 

Los aislados presentaron micelio blanquecino abundante con tendencia grisácea 

sin presencia de esclerocios y de textura algodonosa.  Pei et al. (2019) indican que 

estas características corresponden a aislamientos miceliales, propios de 

condiciones de baja humedad en donde los esclerocios son poco apreciables o 

hialinos, además de presentar un cultivo de poca madurez (Figura 12).  

Por otro lado, Isaza et al. (2019), indican que B. cinerea posee gran variabilidad 

en su morfología, sin embargo, se caracteriza por una esporulación densa con un 

crecimiento micelial extenso. Se observó un solo tipo de crecimiento micelial de 

tipo algodonoso correspondientes a condiciones de incubación de 25°C y una 

humedad relativa de aproximadamente 95-98 %. 
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Figura 12. Cultivo puro de Botrytis cinerea. 

Se llevó a cabo la extracción del ADN fúngico mediante el uso de un kit comercial 

Thermo ScientificTM kit de purificación de ADN genómico GeneJET siguiendo las 

especificaciones del fabricante. Abdel-Latif and Osman (2017) indica que el uso 

del método estándar de extracción es más eficiente en cuanto a la obtención de 

ácidos nucleicos, sin embargo el tiempo que toma es mayor a comparación del 

llevado a cabo mediante kit comercial. 

La reacción en cadena de la polimerasa fue realizada gracias al uso de 

oligonucleótidos C729f/C729r, específicos para el patógeno (Tabla 4) los cuales 

fueron diseñados a partir de RAPDs, es decir, mediante amplificación aleatoria de 

ADN polimórfico. Se realizaron dos cargas de 3 μl de muestra, cada una en gel de 

agarosa al 1 %, se registraron bandas coincidentes con los oligonucleótidos entre 

700 a 800 pb, por lo que se confirma la presencia de B. cinerea en los aislados 

(Figura 13).  
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Figura 13. Electroforesis asociada a la identificación de Botrytis cinerea 

3.1.2 Producción de conidios de T. harzianum 

Los conidios son esporas asexuales que permiten la generación, propagación y 

dispersión del microorganismo ya que soportan condiciones desfavorables a 

diferencia de las hifas (Muñoz-Celaya et al. 2012). Estas estructuras llevan a cabo 

una reproducción más rápida a comparación de la sexual ya que no intervienen 

gametos. 

Se llevó a cabo un proceso de fermentación sólida mediante el uso de arroz como 

sustrato (Figura 14A) y un inóculo de T. harzianum obtenido a partir de la 

activación y subcultivo de este hongo en PDA. Lewis and Papavizas (1983) en 

un estudio indican que en sustrato sólido se forman 10 veces más conidios que 

mediante fermentación líquida.  Según Torres et al. (2017) a través de este proceso 

fermentativo se obtienen conidios más tolerantes a condiciones de estrés, además 

de que se aprovecha un sustrato económico y de fácil acceso, sin embargo, 

Agamez Ramos et al. (2008) con este propósito proponen el uso de residuos 

agrícolas altos en celulosa como el caso de la cascarilla de arroz y de algodón. 
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Figura 14. A) Fermentación sólida de T. harzianum empleando arroz como 

sustrato. B) Colonización de T. harzianum en el medio 

La biomasa conidial obtenida a partir de fermentación sólida (Tabla 6) fue de 

4,7059 g de biomasa por cada 100 g de sustrato después de la segunda semana de 

incubación, el arroz es un sustrato rico en almidón y celulosa, ideal para 

crecimiento fúngico. Mulatu et al. (2021) afirma que la mezcla de salvado de trigo 

con arroz blanco favorece un rendimiento máximo de crecimiento de Trichoderma 

spp. y producción de conidios.  

En las muestras 6, 7 y 10 existen valores menores a 0,5 g, este suceso se asocia a 

posible presencia de bacterias u otros hongos durante la inoculación de T. 

harzianum. Gato (2010) afirma que durante la activación y subcultivo del producto 

comercial existe posibilidad de contaminación microbiana dentro del proceso por 

un manejo ineficiente de las técnicas de cultivo.  

Iqbal, Ashfaq, and Malik (2017) recomiendan el uso de antibióticos de amplio 

espectro durante el proceso de transferencia de conidios o estructuras 

reproductivas, con el fin de evitar contaminación por bacterias. En este estudio, se 

empleó gentamicina, un aminoglucósido de amplio espectro que interviene en la 

síntesis proteica provocando la muerte microbiana (Yoshizawa, Fourmy, and 

Puglisi 1998).   
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Las muestras 1, 2 y 3 mostraron una mejor producción de masa conidial, valores 

relacionados a una mejor exposición a la luz durante el proceso fermentativo, 

siendo un factor importante dentro del desarrollo conidial. Daryaei et al. (2016) 

dentro de su investigación señalan que la exposición a la luz incrementa el número 

de conidios en comparación a aquellos tratamientos que carecen de iluminación 

debido a que ciertas especies de Trichoderma son fotoblásticas positivas. 

Tabla 6. Biomasa conidial obtenida 

Muestra Cantidad de sustrato (g) Masa conidial (g) 

1 

100 

8,406 

2 9,567 

3 8,244 

4 4,307 

5 5,509 

6 0,003 

7 0,006 

8 7,806 

9 3,209 

10 0,002 

 Promedio 4,7059 

3.1.3 Microencapsulación de conidios 

El proceso de secado por aspersión fue llevado a cabo a una temperatura de entrada 

de 150°C y salida del 90°C. Se obtuvo un rendimiento del 30 % del 

microencapsulado con respecto a la solución inicial (Anexo 6), este porcentaje se 

asocia a pérdidas durante el proceso de secado. Una de las causas es el proceso de 

homogeneización de la muestra, el cual se ve afectado por la fuerza de 

cizallamiento, esta es capaz de romper las células e interferir en su viabilidad 

(Muñoz-Celaya et al. 2012). Por otra parte, el tamaño de los conidios de T. 

harzianum se encuentran dentro de un rango de 3,8 a 4 μm (Romero-Arenas et al. 

2009) lo que puede causar que la tobera se bloquee, la temperatura de salida 
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aumente y sea necesario la limpieza de la máquina, causando pérdidas en el 

microencapsulado (BÜCHI Labortechnik AG 2020). 

Dentro de los materiales de pared usados se encuentran la maltodextrina (MD) y 

la goma arábiga (GA) en conjunto. Estos componentes aportan baja viscosidad, 

alta solubilidad, así como estabilidad en el caso de emulsiones (Karaaslan et al. 

2021). En el presente estudio se llevó a cabo una relación 3:1 (MD:GA) con una 

concentración de conidios del 2 % (Tabla 7); esta proporción está asociada a la 

capacidad estabilizadora de la maltodextrina a la vez que reduce la aglomeración 

del microencapsulado durante su almacenamiento, mientras que la goma arábiga 

ayuda a emulsificar la solución gracias a su solubilidad (Jittanit et al. 2011). Sin 

embargo, Muñoz-Celaya et al. (2012), indican que una proporción de MD:GA de 

1:1 presenta una mejor supervivencia por parte de los conidios debido a la 

formación de un recubrimiento denso y estructurado. 

Tabla 7. Composición del microencapsulado realizado 

Componente Cantidad (g) 

Goma arábiga 36,75 

Maltodextrina 12,25 

Pasta conidial 1 

Por su parte, la microencapsulación mediante gelificación iónica arrojó un 

rendimiento del 647,142 %, (Anexo 9), este valor se asocia a que el proceso fue 

llevado a cabo de manera manual además de que se mantuvieron estas estructuras 

en la solución catiónica por lo que se asume podría existir una absorción de líquido 

y aumento en la masa recuperada. Ortiz-Romero et al. (2021) dentro de su estudio 

obtuvieron un 100,66 % de rendimiento en la microencapsulación sin agua, por lo 

que este solvente sería un factor de interés dentro del rendimiento del 

microencapsulado. 
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3.1.4 Antagonismo ejercido por T. harzianum frente a B. cinerea 

Tabla 8. Porcentaje de inhibición de crecimiento radial 

Tratamientos Réplica 
 Gramos 

microcápsula 

Radio 

micelial 

(mm) 

PICR 

(%) 
Promedio 

Control  

Día 1 1 0 30 

0 0 Día 2 1 0 35,5 

Día 3 1 0 37,5 

Secado por 

Aspersión 

Día 1 

1 0,027 15 56,306 

66,429 2 0,029 8,5 75,240 

3 0,029 10 70,871 

Gelificación 

iónica 

1 0,027 9,5 72,327 

76,463 2 0,029 6 82,523 

3 0,029 8,5 75,240 

Secado por 

Aspersión 

Día 2 

1 0,027 10 70,871 

73,253 2 0,028 8,5 75,240 

3 0,029 9 73,784 

Gelificación 

iónica 

1 0,027 2 94,174 

87,721 2 0,028 2,5 92,718 

3 0,029 7,5 78,153 

Secado por 

Aspersión 

Día 3 

1 0,027 7,5 78,153 

83,755 2 0,028 5 85,435 

3 0,029 4 88,348 

Gelificación 

iónica 

1 0,027 1,5 95,631 

92,417 2 0,028 1 97,087 

3 0,029 5 85,435 

En la Tabla 8 se evidencia que las microcápsulas generadas a partir de la técnica 

de secado por aspersión mostraron valores de inhibición del 66,43 % en el primer 

día de incubación a comparación de aquellas obtenidas mediante gelificación 

iónica que arrojaron un porcentaje del 76,46 %. Jin and Custis (2011) afirman 
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que los conidios de T. harzianum son altamente hidrofílicos, por lo que tienden a 

deshidratarse por la temperatura de secado. Debido a esto Braga et al. (2019) 

mencionan que el secado a temperaturas menores a 90°C acompañado del uso de 

trazas de sacarosa u otros materiales de protección aumentan la viabilidad celular 

en las microcápsulas evitando la muerte del microorganismo. 

Chowdhury et al. (2023) en un estudio asociado a la actividad antagónica sobre 

Sclerotium rolfsii en suelo, señalan que existe una mejor actividad antagónica de 

microcápsulas mediante secado por aspersión una vez se acompaña su aplicación 

con sustratos y sustancias orgánicas que favorezcan la proliferación y crecimiento 

de T. harzianum, por lo que a este proceso se le asocia un porcentaje de inhibición 

de crecimiento del patógeno del 63,17 %. 

Durante el segundo día de incubación existió una mayor inhibición por parte de 

ambos tratamientos, sin embargo, la gelificación iónica sigue destacando con un 

87,72 % sobre el 73,25 % del secado por aspersión. Esto se ve relacionado a la 

capacidad del alginato de promover la actividad enzimática de T. harzianum 

debido a la interacción y aprovechamiento del polímero una vez la microcápsula 

se encuentre aplicada (Rodrigues et al. 2020). El alginato de sodio por su 

naturaleza es una fuente alta en carbohidratos lo que lo convierte en una sustancia 

biocompatible y degradable por el hongo. Es necesario mencionar que al haber 

sido llevado a cabo el proceso de gelificación manualmente, el tamaño de las 

partículas obtenidas mediante este proceso son mayores; Ortiz-Romero et al. 

(2021) señalan que esta característica brinda un efecto protector mayor e influye 

dentro del crecimiento fúngico. 

En el tercer día de incubación se presentó un PICR de 83,76 % para secado por 

aspersión y 92, 417 % para gelificación iónica, estos valores permiten señalar la 

importancia del tiempo en la colonización y nutrición por parte del biocontrolador, 

Perez et al. (2018) indican que el tiempo de permanencia de T. harzianum incide 

en la reducción del índice de infección, así como el aumento en la eficacia del 

mismo.  
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De acuerdo con la prueba de Shapiro-Wilk (Tablas 9 y 10) se evidencia que los 

datos están distribuidos normalmente para el tipo de microencapsulación empleado 

(Estadísticos 0,324 y 0,468; p > 0,05), así como para los días de incubación (0,301; 

0,116 y 0,614; p > 0,05), existe equivalencia entre grupos así como observaciones 

independientes. 

Tabla 9.  Pruebas de normalidad datos de PICR de acuerdo con el tipo de 

microencapsulación con un nivel de significancia del 5%. 

 Tipo de 

Microencapsulación 

Kolmogorov-

Smirnova 
Shapiro-Wilk 

 Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 

PICR 

(%) 

Gelificación iónica ,210 9 ,200* ,911 9 ,324 

Secado por aspersión ,220 9 ,200* ,929 9 ,468 

Tabla 10. Pruebas de normalidad datos de PICR de acuerdo con los días de 

incubación con un nivel de significancia del 5%. 

 
Días de incubación 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 

PICR (%) 

Día 1 ,278 6 ,163 ,887 6 ,301 

Día 2 ,271 6 ,191 ,834 6 ,116 

Día 3 ,182 6 ,200* ,934 6 ,614 

En la Tabla 11 es posible identificar por su nivel de significancia menor a 0,05 que 

tanto los tipos de microencapsulación como los días de incubación mantienen 

diferencias significativas con respecto al porcentaje de inhibición de crecimiento 

radial, es decir, estos factores inciden dentro de los valores que este porcentaje arroja; 

se acepta la hipótesis alternativa. 
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Tabla 11. Pruebas de efectos inter-sujetos 

Origen 

Tipo III de 

suma de 

cuadrados 

gl 
Media 

cuadrática 
F Sig. 

Modelo corregido 1376,929a 5 275,386 5,961 ,005 

Intersección 116409,333 1 116409,333 2519,891 ,000 

Tratamientos 544,926 1 544,926 11,796 ,005 

Tiempo 794,998 2 397,499 8,605 ,005 

Tratamientos * 

Tiempo 
37,004 2 18,502 ,401 ,679 

Error 554,354 12 46,196   

Total 118340,615 18    

Total corregido 1931,283 17    

a. R al cuadrado = ,713 (R al cuadrado ajustada = ,593) 

 

Figura 15. Diagrama de cajas donde se evalúan los tipos de microencapsulación 

con respecto al PICR 

A través de la Figura 15 es posible apreciar que el mejor tratamiento en cuanto a tipo 

de microencapsulación se refiere está dado por la gelificación iónica, los datos que este 

factor arrojan son simétricos así como una distribución normal. El secado por 
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aspersión incrementa sus porcentajes durante las réplicas mientras que la gelificación 

iónica tiende a presentar máximos y mínimos. 

 

Figura 16. Diagrama de cajas donde se evalúan los días de incubación con respecto 

al PICR 

En la Figura 16 es posible evidenciar que en cuanto al factor días de incubación, el 

mejor tratamiento corresponde a los 3 días, según Pérez et al. (2013) describen una 

mejor inhibición por parte de Trichoderma harzianum a las 72 horas y su disminución 

conforme pasa el tiempo, además de la estrecha relación entre este factor y la 

concentración de microorganismo. Así mismo se observa que la mediana del día 2 se 

encuentra relacionada con el máximo PICR del día 1 como su superposición con 

respecto al día 3. Este último posee diferencias significativas marcadas y dadas por la 

prueba de Tukey donde p < 0,05 (Anexo 14). Los porcentajes medias entre días son 

variables entre sí así como los datos no son asimétricos.  

Por otra parte, en cuanto al peso de microcápsulas empleado durante el ensayo, se 

utilizó por réplica la misma cantidad de microcápsulas para cada tratamiento; es 

posible apreciar que los mejores resultados fueron obtenidos por parte de la 

microencapsulación iónica a 0,028 y 0,027 g obteniendo porcentajes de 97,087 y 

95,631 % respectivamente, al tercer día de incubación. De esta manera es posible 
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evidenciar que las microcápsulas de alginato presentan una mejor liberación del 

microorganismo y por ende control frente a Botrytis cinerea; Qi et al. (2023) indican 

que la concentración del 1 % del polímero en conjunto con iones divalentes en el 

proceso de microencapsulación permiten aumentar la germinación de Trichoderma sp 

y proporcionar una inhibición de alrededor de del 76% en contra de patógenos como 

Oidium sp.  

3.2 Verificación de hipótesis 

Ho ≠ 0 Se rechaza la hipótesis nula. 

Ha = 0 Se acepta la hipótesis alternativa, se concluye que el tipo de 

microencapsulación de conidios de T. harzianum así como el tiempo de incubación 

influyen en la inhibición del crecimiento de B. cinerea.  
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CAPÍTULO IV 

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

4.1 Conclusiones 

• Se evaluó la capacidad antagónica de los Trichoderma harzianum 

microencapsulado y su relación con el tiempo de incubación mediante el 

porcentaje de inhibición de crecimiento radial (PICR) presentando los mejores 

resultado a los tres días de incubación con una media del 92,417% para la 

gelificación iónica y 83,755% para el secado por aspersión. 

• Se confirmó la presencia de Botrytis cinerea en muestras de mora mediante el 

uso de técnicas macro y microscópicas así como la reacción en cadena de la 

polimerasa mediada por oligonucleótidos específicos para el patógeno 

mostrando bandas coincidentes a los 700-800 pb. 

• De los microencapsulados obtenidos través de secado por aspersión usando 

maltodextrina y goma arábiga como materiales de pared se obtuvo un 

rendimiento del 30% debido a pérdidas ocasionadas por la temperatura de 

secado, mientras que la gelificación iónica con alginato de sodio y cloruro de 

calcio arrojó un rendimiento del 647,142 %. 

• Conforme los microencapsulados obtenidos se evidenciaron mejores 

resultados en microcápsulas de alginato de sodio por su alto contenido de 

carbohidratos que permite la nutrición de T. harzianum influyendo en su 

crecimiento como en el PICR. 
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4.2 Recomendaciones 

• Realizar análisis de vida útil para ambos tipos de microencapsulación 

y determinar la viabilidad de los conidios microencapsulados con 

respecto al tiempo así como la influencia en el porcentaje de inhibición 

de crecimiento radial. 

• Utilizar secuenciación genómica a través de métodos enzimáticos como 

Sanger o secuenciación automática con el fin de corroborar la identidad 

de Botrytis cinerea. 

• Llevar a cabo pruebas de caracterización de las microcápsulas con el 

fin de reconocer su morfología, asegurar la presencia del 

microorganismo así como evidenciar la eficiencia cualitativa de la 

microencapsulación. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Registro único del contribuyente asociado a la compra de mora 
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Anexo 2. Bayas seleccionadas para el muestreo de Botrytis cinerea 

 

Anexo 3. Preparación solución maltodextrina: goma arábiga 

 

Anexo 4. Microencapsulación mediante secado por aspersión 
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Anexo 5. Microencapsulado obtenido mediante secado por aspersión 

 

Anexo 6. Rendimiento microencapsulación mediante secado por aspersión 

Peso inicial (Peso alimentado al inicio del proceso) = 213 g 

Peso final (Peso recuperado al final del proceso) = 63,9 g 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (%) =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
× 100 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (%) =
63,9 𝑔

213
× 100 

𝑹𝒆𝒏𝒅𝒊𝒎𝒊𝒆𝒏𝒕𝒐 𝒎𝒊𝒄𝒓𝒐𝒆𝒏𝒄𝒂𝒑𝒔𝒖𝒍𝒂𝒄𝒊ó𝒏 (%) = 𝟑𝟎 

Anexo 7. Preparación solución alginato de sodio – pasta conidial 
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Anexo 8. Microencapsulados obtenidos mediante gelificación iónica 

 

Anexo 9. Rendimiento microencapsulación mediante gelificación iónica 

Microesferas obtenidas (GE) = 45,3 g 

Masa conidial usada (GC) = 1 g 

Alginato de sodio usado (GA) = 1g 

Cloruro de calcio usado (GC) = 5 g 
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𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (%) =
𝐺𝐸

𝐺𝐶 + 𝐺𝐴 + 𝐺𝐶
× 100 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (%) =
𝑔

1𝑔 + 1𝑔 + 5𝑔
× 100 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (%) =
45,3 𝑔

7 𝑔
× 100 

𝑹𝒆𝒏𝒅𝒊𝒎𝒊𝒆𝒏𝒕𝒐 𝒎𝒊𝒄𝒓𝒐𝒆𝒏𝒄𝒂𝒑𝒔𝒖𝒍𝒂𝒄𝒊ó𝒏 (%) = 𝟔𝟒𝟕, 𝟏𝟒 

Anexo 10.  Antagonismo in vitro de Trichoderma harzianum sobre Botrytis cinerea 

(secado por aspersión) 

R
é
p

li
c
a
 Secado por Aspersión 

Día 1 Día 2 
Día 3 

1 

   

2 
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3 

   

   

Control Positivo        Control Negativo 

Anexo 11.  Antagonismo in vitro de Trichoderma harzianum sobre Botrytis cinerea 

(Gelificación iónica) 

R
é
p

li
c
a
 Gelificación iónica 

Día 1 Día 2 Día 3 

1 

   

2 
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3 

   

   

Control Positivo        Control Negativo 

 

Anexo 12. Prueba de Tuckey aplicada a los días de incubación 

(I) Días de 

incubación 

(J) Días de 

incubación 

Diferencia de medias 

(I-J) Desv. Error Sig. 

Día 1 Día 2 -8,738712496358900 3,924120676111642 ,107 

Día 3 -16,263714923779034* 3,924120676111642 ,004 

Día 2 Día 1 8,738712496358900 3,924120676111642 ,107 

Día 3 -7,525002427420134 3,924120676111642 ,176 

Día 3 Día 1 16,263714923779034* 3,924120676111642 ,004 
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