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RESUMEN 

La presente investigación tuvo como objetivo evaluar el potencial antagonista de Bacillus 

subtilis y Trichoderma harzianum frente al hongo patógeno Fusarium oxysporum en el 

cultivo de pitahaya (Hylocereus sp.) de la variedad Selenicereus undatus en la parcela M20 

el sector paraje de la Pampa El Alto, Punta de Bombón, Arequipa. P 

ara ello se realizó la captura de microorganismos a partir de partes vegetales, suelo, y trampas 

de arroz obteniendo cepas aisladas y caracterizadas tanto macroscópica como 

microscópicamente. Las cepas se sometieron a cinética microbiana en dos medios de cultivo 

uno sintético y uno industrial con la finalidad de evaluar su capacidad como medio de uso en 

producción industrial. Adicionalmente se adquirió cepas comerciales para poder comparar la 

capacidad antagónica de los biocontroladores nativos versus los comerciales en el porcentaje 

de inhibición de Fusarium oxysporum, la cepa con mayor capacidad antagónica fue 

finalmente producida y envasada en dos presentaciones: formulación líquida y sustrato 

sólido. Se logró obtener aislados de cepas nativas de Fusarium oxysporum, Bacillus subtilis, 

y Trichoderma harzianum. La cinética microbiana mostró mayor crecimiento en los medios 

industriales soya melaza con una concentración de 7.08x108 UFC/mL a las 24 horas para 

Bacillus subtilis y en el medio frijol arroz para Trichoderma harzianum con 8.78x108 

esporas/mL a las 144 horas. Las cepas nativas presentaron mayor porcentaje de inhibición de 

crecimiento radial, Trichoderma harzianum nativo presentó un 76.28% y Bacillus subtilis 

nativo con 40.71% de inhibición.  Finalmente se seleccionó a Trichoderma harzianum nativo 

como el biocontrolador a reproducir obteniendo dos productos finales: un producto en 

formulación líquida de 1L de suspensión contrada con concentración de 2X108 esporas/mL 

y un producto sólido de polvo mojable con 1x1010 esporas/g. Se confirmó que las cepas 

nativas presentan mayor poder antagonista contra Fusarium oxysporum frente a las cepas 

comerciales. 

Palabras clave: Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, Fusarium oxysporum, cepas 

nativas 
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ABSTRACT 

 

The objective of this research was to evaluate the antagonist potential of Bacillus subtilis and 

Trichoderma harzianum against the pathogenic fungus Fusarium spp. of the cultivation of 

pitahaya (Hylocereus sp.) of the variety Selenicereus undatus in plot M20 in the area sector 

of Pampa El Alto, Punta de Bombon, Arequipa. For this purpose the capture of 

microorganisms was carried out from plant parts, soil, and rice traps obtaining strains isolated 

and characterized both macroscopically and microscopically. The strains were subjected to 

microbial kinetics in two culture media, one synthetic and one industrial, in order to evaluate 

their capacity as a medium for use in industrial production. Additionally, commercial strains 

were acquired to compare the antagonistic capacity of the native biocontrollers versus the 

commercial ones in the percentage of inhibition of Fusarium oxysporum, the strain with the 

greatest antagonistic capacity was finally produced and packaged in two presentations: liquid 

formulation and solid substrate. It was possible to obtain isolates of native strains of 

Fusarium oxysporum, Bacillus subtilis, and Trichoderma harzianum. The microbial kinetics 

showed greater growth in the industrial soybean molasses media with a concentration of 

7.08x108 CFU/mL at 24 hours for Bacillus subtilis and in the rice bean medium for 

Trichoderma harzianum with 8.78x108 spores/mL at 144 hours. The native strains presented 

a higher percentage of radial growth inhibition, native Trichoderma harzianum presented 

76.28% and native Bacillus subtilis with 40.71% inhibition. Finally, native Trichoderma 

harzianum was selected as the biocontroller to reproduce, obtaining two final products: a 1L 

liquid formulation of concentrate suspention product with a concentration of 2X108 

spores/mL and a solid product of wet powder with 1x1010 spores/g. It was confirmed that 

native strains have greater antagonistic power against Fusarium oxysporum compared to 

commercial strains. 

Keywords: Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, Fusarium oxysporum, native strains 
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INTRODUCCIÓN 

 

La pitahaya (Hylocereus sp.) también conocida como futa del dragón presenta más 

de 20 variedades que se distinguen por el color de su cáscara y la pulpa (1) actualmente viene 

ganando popularidad global debido a sus propiedades físicas, nutricionales y compuestos 

bioactivos, pues es considero un alimento funcional debido a sus beneficios y su valor 

comercial adicional.  

Su origen es América Central específicamente de México siendo también cultivada 

en regiones subtropicales y tropicales de América Latina (2), teniendo a los países de 

Vietnam, China, Indonesia, Tailanda y Taiwán como los 5 mayores productores de Pitahaya 

en el mundo seguidos de Colombia, Ecuador, México, India, Estados Unidos, Perú entre otros 

(1).  A pesar de la pandemia por COVID-19 en el año 2020 la producción global de pitahaya 

se calculó en más de 2.1 millones de toneladas abarcando un área de 116,836 hectáreas con 

un crecimiento anual compuesto (CAGR) de 3.5% para el periodo 2016-2020 (3), y 

actualmente para el periodo comprendido entre los años 2021 y 2026 se espera un CAGR de 

3.9% (4). 

Además de su uso como colorante natural, la pitahaya se considera nutracéutica, 

proporcionando beneficios adicionales para la salud (5). Es una fuente rica en nutrientes que 

contiene compuestos bioactivos, glucosa, betalaínas, vitaminas, ácidos orgánicos, fibra 

soluble, fitoalbúminas y minerales. Las betalainas se emplean como aditivos naturales en la 

industria alimentaria, poseen propiedades antioxidantes y antiestrés en los seres humanos, 

por su parte, las betacianinas además de ser una alternativa atractiva natural de pigmentos en 

la industria, cuentan con capacidad antioxidante que puede contribuir al manejo de trastornos 

metabólicos, mejoramiento de la resistencia a la insulina, prevenir el daño oxidativo y el 

envejecimiento prematuro (5). 

Asimismo, la cáscara de la pitahaya alberga compuestos bioactivos de valor, como 

los polisacáridos solubles en agua y los oligosacáridos. Estos últimos presentan propiedades 

prebióticas al fomentar el crecimiento de bacterias beneficiosas en el intestino, lo cual 
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repercute en la mejora general de la salud intestinal. Además, la existencia de compuestos 

fenólicos y metabolitos secundarios, junto con la pectina en la cáscara de la fruta, contribuye 

a sus cualidades medicinales y nutricionales beneficiosas (6). 

Por lo antes mencionado, la Pitahaya es una fruta de alto valor económico y 

nutricional con oportunidad de desarrollo en el Perú (3). En La Punta de Bombón, Perú, el 

cultivo de Pitahaya es relativamente nuevo y ha experimentado un aumento en la demanda 

en el mercado nacional e internacional, sin embargo, este crecimiento ha dado lugar a 

problemas fitosanitarios, especialmente la pudrición basal causada por el hongo Fusarium 

oxysporum, que afecta tallos y frutos (7). Los intentos de control utilizando insecticidas 

químicos resultan costosos y no sostenibles a nivel económico, ecológico y social (8). 

El uso de estos insecticidas químicos ha llevado a desequilibrios en las comunidades 

microbianas, provocando enfermedades y reducción en el rendimiento de los frutos. En 

respuesta a esta preocupación, ha surgido el interés en abordar el problema de manera natural. 

Los gobiernos, agricultores y consumidores están cada vez más conscientes de los problemas 

asociados con productos químicos en términos de inocuidad alimentaria, medio ambiente y 

biodiversidad (9) por lo que las exigencias del mercado se han vuelto más estrictas en 

términos de exigir productos de calidad libres de contaminantes que puedan afectar la salud 

de la población (10). 

Para abordar este problema y contribuir al desarrollo de soluciones ecológicas, se ha 

iniciado un proyecto de investigación en el sector Paraje de la Pampa el Alto, Punta de 

Bombón, Arequipa. Este proyecto tiene como objetivo evaluar el potencial antagonista de 

Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum contra el hongo patógeno Fusarium oxysporum 

en el cultivo de Pitahaya (Hylocereus sp.) de la variedad Selenicereus undatus. El objetivo 

final es desarrollar tecnologías ecológicas que mejoren la calidad de los frutos de pitahaya. 

HIPÓTESIS 

Dado que los biocontroladores son capaces de activar respuestas inmunitarias basales 

en plantas junto con un alto nivel de inhibición micelial de fitopatógenos, es probable que 

los microorganismos Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum inhiban el crecimiento del 
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patógeno Fusarium oxysporum del cultivo de pitahaya (Hylocereus sp.) de la variedad 

Selenicereus undatus. 

 

OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el potencial antagonista de Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum. frente 

al hongo fitopatógeno Fusarium oxysporum del cultivo de pitahaya Hylocereus undatus. en 

pampa el Alto-Punta de Bombón, Arequipa 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Aislar e identificar Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum y Fusarium oxysporum 

nativos del campo de cultivo de Pitahaya (Hylocereus sp.) de la variedad Selenicereus 

undatus en Pampa El Alto, Punta de Bombón, Arequipa. 

2. Seleccionar el medio de cultivo adecuado para el crecimiento de Bacillus subtilis y 

Trichoderma harzianum mediante cinéticas de crecimiento.  

3. Evaluar la actividad antagónica de 2 cepas frente a Fusarium oxysporum. 

4. Proponer la preparación de un inoculante biológico a base de la cepa seleccionada 

con mayor actividad antagónica contra Fusarium oxysporum. 
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_______________________________________________________________________ 

1. CAPITULO 1 

MARCO TEORICO 

_____________________________________________________ 
 

1.1 Pitahaya 

 

La Pitahaya o Hylocereus undatus es un es un fruto tropical perteneciente a la 

familia de las epífitas cactáceas (11).  Su clasificación taxonómica se muestra 

en la Tabla 1.  

Tabla 1.  Clasificación taxonómica de la Pitahaya (Hylocereus spp.)  

Nombre Científico Hylocereus spp. 

Reino Plantae 

División Magnoliophita 

Clase Magnoliopsida 

Orden Caryophyllale 

Familia Cactaceae - cactácea 

Tribu Hylocereeae 

Género Hylocereus 

Especie 

H. extensus (Salm- Dyck ex De Candolle) H. setaceus 

(Salm-Dyck ex De Candolle) H. tricae (Hunt) H. minutiflorus 

Br. and R. H. megalanthus (Schum. ex Vaupel) H. stenopterus 

(Weber) Br. and R. H. calcaratus (Weber) Br. and R. H. 

undatus (Haw.) Br. and R. H. escuintlensis (Kimn.) H. 

ocamponis (Salm-Dyck) Br. and R. H. guatemalensis (Eich.) 

Br. and R. H. purpusii H. costaricensis (Weber) Br. and R. H. 

trigonus (Haw.) Safford H. triangularis (L.) Br. and R H. 

monacanthus (11)  
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Presenta diversos nombres comerciales como pitaya o fruta del dragón y se 

encuentra ampliamente distribuida en América central y América del sur. La pitahaya 

se caracteriza por presentar un aspecto de piel escamosa, pulpa de sabor dulce y la 

tonalidad del fruto es capaz de variar a blanco, amarillo, purpura y rojo brillante (12).   

Además, se ha registrado que dicha fruta presenta un alto valor nutricional, 

especialmente en ácido ascórbico que en la especie roja se llega a encontrar entre 4 – 

25 % (p/p), también presenta capacidad antioxidante, entre sus compuestos activos 

tenemos la betalainas, betaninas y betacianinas (13). En cuanto a la producción, en 

estado silvestre se le suele encontrar en regiones tropicales y subtropicales, 

mayormente en México, Colombia, Brasil, Ecuador, Perú, entre otros (14). Es 

cultivada en algunos países como China, Taiwán, Australia, Estados unidos y Malasia 

(15). Según el Instituto Nacional de Estadísticas e Informática menciona que se 

exportó 2 TN por US$ 9 mil, eso representa un incremento de 125 % con respecto al 

2020.  

1.1.1 Manejo agronómico 

En cuanto al manejo agronómico, la pitahaya es comúnmente cultivada en 

regiones tropicales y subtropicales, sin embargo, debido a la explotación comercial, 

han sido cultivadas en campos abierto bajo elevada radiación solar. En cuanto al 

clima, se requiere de un ambiente cálido tropical con una exposición considerable a 

la luz directa (16), el suelo de cultivo debe ser ligeramente ácido (17). Para asegurar 

un excelente cultivo se debe hacer un pretratamiento al suelo con abundante materia 

orgánica, y mantener un pH entre 6 y 7.  

Es importante tener en cuenta las diferentes especies comerciales de pitahaya, 

entre las más comunes esta la Hylocereus undatus, que se caracteriza por tener una 

pulpa blanca y Hylocereus costaricensis y Hylocereus polyrhizus que se caracteriza 

por tener una pulpa roja, va a depender de las exigencias del mercado y las 

condiciones climáticas para elegir la especie adecuada a cultivar (11). 
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La propagación de este fruto se da mediante semillas y esquejes la 

propagación por esquejes suele ser más común y produce plantas más uniformes. Los 

esquejes deben tener al menos 30 centímetros de longitud y se deben dejar secar 

durante unos días antes de plantarlos en el suelo o en un medio de cultivo adecuado 

(18)(19) .    

La pitahaya tiene una demanda de agua moderada. Durante la etapa de 

crecimiento activo, se debe proporcionar riego regular para mantener el suelo 

ligeramente húmedo al menos durante los primeros meses. Sin embargo, es 

importante evitar el encharcamiento, ya que el exceso de agua puede dañar 

considerablemente a las raíces (20). 

En cuanto al control de enfermedades es necesario mantener el campo de 

cultivo libre de malezas para evitar la competencia por nutrientes y agua. A su vez, 

las plagas comunes que presenta este cultivo son la antracnosis, mildiú velloso y los 

ácaros (21). 

1.1.2 Principales enfermedades y patógenos  

 

Dentro de las principales enfermedades que padece la pitahaya tenemos a los 

siguientes géneros de hongos patógenos Neoscytalidium, Alternaria, Colletotrichum, 

Phytophthora, Botrytis, Fusarium entre otros (22). La mayoría de estos hongos 

provocan pudrición y marchitez de la planta como es el caso de Fusarium y 

Phytophthora, además de manchas oscuras en el caso de Alternaria y Colletotrichum 

(11). Estas son solo algunas de las enfermedades comunes que pueden afectar a la 

pitahaya. Es importante mantener una adecuada gestión agronómica, incluyendo 

prácticas de saneamiento, control de plagas y enfermedades, así como el uso de 

variedades resistentes, para minimizar los impactos de estos patógenos (23) .  

Fusarium  

El hongo Fusarium es un fitopatógeno que provoca un crecimiento anómalo 

en diversos cultivos, entre los más afectados son pepino, tomate y frutos como 
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pitahaya y plátano (24)(25). La especie patógena principal es Fusarium oxysporum, 

presenta una morfología filamentosa compuesta de higas largas y delgadas que a su 

vez forman un micelio interconectado. En un medio de cultivo las colonias suelen 

presentar un crecimiento rápido con una tonalidad blanca o crema en los primeros 

días hasta tornarse a tonalidades rosadas o marrones. Este hongo se reproduce 

mediante conidios y clamidosporas, provocando la formación de cadenas de esporas 

en el extremo de las hifas. Tiene la capacidad de sobrevivir en el suelo durante 

prolongados periodos de tiempo en forma de clamidosporas. Presenta una 

característica de especificidad de hospedero, lo que la vuelve perjudicial solo para 

algunas especies de plantas, en este caso a la pitahaya. Dentro de su mecanismo de 

acción se sabe que el hongo penetra en las raíces de las plantas huésped a través de 

heridas o mediante la colonización directa de los tejidos. Una vez dentro de la planta, 

Fusarium oxysporum produce toxinas y enzimas que dañan los tejidos y obstruyen 

los vasos de la xilema, interfiriendo con el transporte de agua y nutrientes 

(26)(27)(28). 

Phytophthora  

Estos oomycetes, que se asemejan a hongos, desencadenan la pudrición de la 

raíz y el cuello en las pitahayas. Su acción implica la invasión de las estructuras 

radiculares y del cuello de la planta, provocando la descomposición de estos tejidos. 

Esto, a su vez, reduce la capacidad de la pitahaya para absorber nutrientes y agua, lo 

que se refleja en síntomas como marchitez, amarilleo de las hojas y, en última 

instancia, la muerte de la planta (2). 

Alternaria  

Los hongos del género Alternaria generan manchas en las hojas de las 

pitahayas. Estas manchas aparecen en forma de lesiones marrones o negras que 

pueden propagarse por toda la superficie de las hojas. A medida que avanza la 

infección, las hojas afectadas pueden secarse y desprenderse, lo que afecta la 
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capacidad de la planta para realizar la fotosíntesis y, en consecuencia, su crecimiento 

y producción de frutas de calidad (29). 

Xanthomonas  

Las bacterias del género Xanthomonas causan enfermedades bacterianas en 

las pitahayas, manifestándose en forma de manchas en las hojas y pudrición en la 

fruta. Estas bacterias ingresan en los tejidos de la planta a través de heridas o aberturas 

naturales, lo que provoca lesiones y daños en las hojas y la fruta. Este deterioro puede 

afectar negativamente la calidad de la fruta y reducir el rendimiento general de la 

planta (30). 

1.1.2.1 Control de enfermedades agrícolas  

 

Para tener un control de enfermedades en la pitahaya se precisa de la 

implementación de diversas estrategias para reducir la incidencia y severidad 

de enfermedades. Se recomienda prácticas de saneamiento en el área de 

cultivo, como la eliminación de material vegetal infectado y la utilización de 

herramientas limpias y desinfectadas. Se debe tener un control en el manejo 

de riego, ya que las enfermedades por hongos relacionadas con exceso de 

humedad en el área de cultivo son muy frecuentes. Por último, el control de 

la fertilización asegura una nutrición adecuada en plantas ya que esto 

permitirá a la planta a hacerle frente de mejor manera frente a enfermedades 

(31).  

1.2 Controladores biológicos 

 

La utilización de controladores biológicos ha emergido como una estrategia 

prometedora en la agricultura sostenible para el control de patógenos y plagas.  Los 

controladores biológicos son organismos que son utilizados para mitigar la presencia 

de plagas o enfermedades en cultivos en ambientes naturales. Son importantes ya que 

se presentan como alternativas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente, en 
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comparación con los agentes químicos que actúan como pesticidas. Existen diferentes 

tipos de controladores biológicos como los organismos predadores como aves 

insectívoras que se alimentas de organismos considerados plagas. Los parasitoides, 

que tienen la característica de infectar a otros organismos, en su mayoría insectos 

causando su muerte. Por ejemplo, las avispas parasitoides. Los microorganismos 

benéficos que incluyen hongos y bacterias, entre ellos Trichoderma y Bacillus 

respectivamente, que son capaces de infectar y matar plagas (32) . 

1.2.1 Principales controladores 

Trichoderma 

Trichoderma es un hongo saprófito y entomopatógeno perteneciente a la 

familia de hongos Hypocreaceae y a la clase de los euascomycetes, ha demostrado 

ser un agente prometedor en el control biológico de enfermedades de plantas en la 

agricultura. A nivel macroscópico, las colonias de Trichoderma presentan una 

apariencia algodonosa, con una variedad de colores que incluyen blanco, amarillo, 

verde y verde azulado. A nivel microscópico, se observan conidios unicelulares, 

elipsoides o en forma de lágrima, que se forman en cadenas o en conidióforos en 

forma de pincel. Estas características macro y microscópicas permiten la 

identificación y diferenciación de las especies y cepas de Trichoderma (33,34) . 

 

Figura 1.1. Estructura de Trichoderma harzianun (35). 
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Las propiedades de Trichoderma son diversas y han sido objeto de numerosos 

estudios. Entre las propiedades destacadas se encuentran su capacidad competitiva, 

producción de enzimas antagónicas y estimulación del crecimiento de la planta (36). 

Trichoderma compite eficientemente con otros hongos patógenos por nutrientes y 

espacio, lo que limita el crecimiento y la dispersión de los patógenos en el ambiente. 

Además, este género de hongos produce enzimas tales como quitinasas, proteasas y 

celulasas, las cuales degradan la pared celular de los fitopatógenos, debilitándolos y 

conduciendo a su eventual muerte (37). Asimismo, se ha demostrado que 

Trichoderma puede solubilizar nutrientes y sintetizar hormonas vegetales, 

promoviendo así el crecimiento y desarrollo de las plantas huésped (38) . 

La eficacia de Trichoderma en el control de enfermedades de plantas se ha 

estudiado en diversos fitopatógenos. Este género de hongos ha mostrado actividad 

antagónica contra hongos fitopatógenos como Fusarium, Rhizoctonia, Botrytis, 

Pythium y Phytophthora. Además, se ha observado que ciertos aislados de 

Trichoderma exhiben actividad antagónica contra nematodos fitoparásitos. Estos 

hallazgos respaldan el potencial de Trichoderma como agente de control biológico en 

diferentes sistemas de cultivo (39). 

El mecanismo de acción de Trichoderma implica múltiples estrategias. La 

rápida colonización de los sustratos permite a Trichoderma competir con los 

fitopatógenos por recursos esenciales, limitando su establecimiento y desarrollo. La 

producción de enzimas antagónicas, como las quitinasas, proteasas y celulasas, 

permite la degradación de la pared celular de los fitopatógenos, causando su 

debilitamiento y eventual muerte. Además, se ha sugerido que Trichoderma induce 

resistencia sistémica en las plantas huésped, activando su sistema de defensa y 

brindándoles una mayor resistencia contra los ataques patogénicos (40,41).   

Bacillus subtilis 

Bacillus subtilis es una bacteria grampositiva con forma de bastón bajo 

microscopio, se destaca por su capacidad para sobrevivir en diferentes condiciones 
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ambientales y colonizar los sustratos, incluyendo el suelo y los tejidos vegetales. A 

nivel microscópico, se observa la presencia de esporas, que son estructuras de 

resistencia que permiten la supervivencia de Bacillus subtilis en condiciones 

adversas.  

 

Figura 1.2. Bacteria Bacillus subtilis tomada en TEM (43). 

Esta bacteria presenta una serie de propiedades beneficiosas que la hacen 

valiosa en el control biológico de enfermedades de plantas. Bacillus subtilis produce 

una variedad de compuestos antimicrobianos, como péptidos antimicrobianos, 

enzimas y sideróforos, que actúan directamente contra fitopatógenos. Además, 

produce enzimas como quitinasas, glucanasas y proteasas, que tienen la capacidad de 

degradar los componentes de la pared celular de los fitopatógenos, debilitándolos y 

llevándolos a su eliminación (44–46). 

La efectividad de Bacillus subtilis como agente de control biológico se ha 

demostrado en varios fitopatógenos. Esta bacteria ha mostrado actividad antagónica 

contra hongos fitopatógenos como Fusarium, Rhizoctonia, Botrytis y Phytophthora. 

Además, ha demostrado ser eficaz contra bacterias patógenas como Xanthomonas y 

Pseudomonas (47) . Estos hallazgos respaldan el potencial de Bacillus subtilis como 

una herramienta eficiente en el manejo de enfermedades de plantas.  

El mecanismo de acción de Bacillus subtilis implica diferentes estrategias. La 

colonización rápida de los sustratos por parte de esta bacteria permite la competencia 

con los fitopatógenos por nutrientes y espacio, limitando su crecimiento y 
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establecimiento. Además, la producción de compuestos antimicrobianos y enzimas 

degradativas contribuye a la inhibición y eliminación de los fitopatógenos. Se ha 

observado que Bacillus subtilis también induce respuestas de defensa en las plantas 

huésped, activando su sistema de defensa y aumentando su resistencia contra 

enfermedades (48,49) . 

La identificación de esta bacteria a nivel macroscópico se observa que forma 

colonias circulares, lisas y de color blanco-crema en medios de cultivo adecuados. 

Además, es importante destacar que Bacillus subtilis presenta una morfología de 

células en forma de bastón, con una disposición en cadenas o pares. Estas 

características macroscópicas y microscópicas proporcionan una primera indicación 

de la posible presencia de Bacillus subtilis en una muestra (50,51) . 

En cuanto a las pruebas bioquímicas para una identificación precisa están las 

siguientes (50,51) : 

- Prueba de la catalasa: Bacillus subtilis produce la enzima catalasa, que 

descompone el peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno. La presencia de 

burbujas de oxígeno indica un resultado positivo para la catalasa. 

- Prueba de la oxidasa: Bacillus subtilis es negativo para la enzima oxidasa, 

lo que significa que no produce cambios de color en un reactivo oxidasa. 

- Prueba de hidrólisis de almidón: La prueba de hidrólisis de almidón se basa 

en la actividad enzimática de la amilasa, producida por Bacillus subtilis. La 

amilasa tiene la capacidad de romper los enlaces glucosídicos del almidón, 

lo que resulta en la liberación de azúcares más simples, como la maltosa y 

la glucosa. Esta hidrólisis del almidón es detectable mediante una serie de 

pasos bien definidos. 

1.2.2 Pruebas para identificar eficacia de controladores biológicos 

Pruebas de inhibición de crecimiento:  

Las pruebas de inhibición de crecimiento se utilizan para evaluar la 

capacidad del controlador biológico para restringir o detener el crecimiento 
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del patógeno objetivo. Estas pruebas implican la siembra conjunta del 

controlador biológico y el patógeno en un medio de cultivo adecuado. Se 

analiza y compara el crecimiento del patógeno en presencia y ausencia del 

controlador biológico, determinando su efecto inhibitorio mediante 

parámetros como la velocidad de crecimiento, la formación de colonias o la 

producción de biomasa (52) . 

 

Pruebas de antagonismo directo:  

Las pruebas de antagonismo directo evalúan la capacidad del 

controlador biológico para competir directamente con el patógeno. Se realizan 

mediante la siembra conjunta del controlador biológico y el patógeno en un 

medio de cultivo o en condiciones específicas. La interacción entre ambos 

organismos se observa y analiza, considerando aspectos como el 

desplazamiento del patógeno, la inhibición de su crecimiento o la producción 

de metabolitos antagónicos por parte del controlador biológico (53). 

 

En caso de una prueba de antagonismo directo entre Trichoderma y 

Fusarium el medio de cultivo debe cumplir con las necesidades de los 

microorganismos, se puede utilizar medio agar Sabouraud o agar papa 

dextrosa (PDA) generalmente alrededor de 25-30 °C. Se realiza una 

inoculación central en la superficie del medio de cultivo de Trichoderma, en 

la misma placa, a cierta distancia del centro, coloca una cantidad similar 

micelio de Fusarium. Durante el período de incubación, se deberá registrar y 

evaluar la aparición de colonias además de cualquier signo de antagonismo. 

La capacidad de Trichoderma para actuar como antagonista de Fusarium se 

basa en diversos mecanismos biológicos. Trichoderma compite con Fusarium 

por recursos como nutrientes y espacio y produce enzimas y metabolitos 

secundarios antifúngicos que pueden dañar la estructura celular de Fusarium 

y afectar sus procesos metabólicos. En algunos casos, Trichoderma actúa 
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como micoparásito, penetrando y degradando las células de Fusarium. 

También puede inducir la resistencia sistémica en las plantas hospederas y 

producir sideróforos que privan a Fusarium de hierro, un nutriente esencial. 

Además, su rápido crecimiento y colonización limitan el espacio disponible 

para Fusarium. En conjunto, estos mecanismos hacen que Trichoderma sea 

un antagonista eficaz y un candidato prometedor como controlador biológico 

en la protección de cultivos contra infecciones de Fusarium (54) 

Pruebas de biocontrol en condiciones de campo 

Las pruebas de biocontrol en condiciones de campo son esenciales 

para evaluar la eficacia del controlador biológico en un entorno real. Se 

seleccionan áreas o parcelas específicas donde se aplica el controlador 

biológico según las recomendaciones de dosis y método de aplicación. Se 

comparan las tasas de incidencia o severidad de la enfermedad o plaga en las 

parcelas tratadas y no tratadas, obteniendo datos sobre la eficacia del 

controlador biológico en la supresión de la enfermedad o plaga objetivo 

(55,56). 

Ensayo para evaluar rendimiento:   

Para una prueba como esta en campo afectado por Fusarium 

inicialmente se debe producir suficiente material biológico (Trichoderma), 

este controlador biológico debe de ser distribuido uniformemente en el campo 

mediante diferentes métodos, según la cepa y la disponibilidad.  Se debe 

realizar un seguimiento constante de la infección de Fusarium en las plantas 

del campo de cultivo. Esto incluye observaciones visuales y muestreos 

regulares. Bajo un análisis sistemático Se debe analizar y comparar el 

rendimiento de Trichoderma en la reducción de la infección por Fusarium en 

comparación con el área de control (57). 

 

𝑹𝒆𝒏𝒅𝒊𝒎𝒊𝒆𝒏𝒕𝒐 (%) =
𝑪𝒖𝒍𝒕𝒊𝒗𝒐 𝒄𝒐𝒏 𝑻𝒓𝒊𝒄𝒉𝒐𝒅𝒆𝒓𝒎𝒂 + 𝑭𝒖𝒔𝒂𝒓𝒊𝒖𝒎

𝑪𝒖𝒍𝒕𝒊𝒗𝒐 𝒔𝒊𝒏 𝑻𝒓𝒊𝒄𝒉𝒐𝒅𝒆𝒓𝒎𝒂 𝒔𝒊𝒏 𝒇𝒖𝒔𝒂𝒓𝒊𝒖𝒎
 𝒙 𝟏𝟎𝟎 
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         Ecuación (1) 

En donde: 

Cultivo con Trichoderma+Fusarium: Representa la producción 

(cosecha) obtenida en el área de cultivo donde se aplicó Trichoderma y se 

evaluó el antagonismo frente a Fusarium. 

Cultivo con Sin Trichoderma sin Fusarium: representa la producción 

obtenida en un área de control que no recibió tratamiento con Trichoderma ni 

fue expuesta a Fusarium. 

El resultado se expresa en porcentaje, lo que permite cuantificar el 

impacto relativo del antagonismo entre Trichoderma y Fusarium en el 

rendimiento del cultivo. 

Pruebas de persistencia y establecimiento  

Las pruebas de persistencia y establecimiento se centran en evaluar la 

capacidad del controlador biológico para mantenerse y establecerse en el 

ambiente agrícola durante un período prolongado. Se aplican métodos de 

muestreo y análisis para determinar la presencia y viabilidad del controlador 

biológico en suelos, tejidos vegetales u otros sustratos relevantes. Estos 

análisis pueden incluir técnicas de cultivo (57).
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_________________________________________________________________________ 

2. CAPITULO II 

MATERIALES Y MÉTODOS 

_____________________________________________________ 

2.1 LUGAR DE EJECUCIÓN 

La investigación se realizó sobre el cultivo de Pitahaya instalado en la Parcela 

M20 del Sector de la pampa El Alto del distrito de la Punta de Bombón de la provincia de 

Islay en la Región Arequipa. 

Tabla 2.1 . Ubicación del proyecto. 

Datos Generales Localización 1 

Distrito Punta de Bombón 

Provincia Islay 

Departamento Arequipa 

Latitud 17° 10’ 26.5’’ Sur 

Longitud 71° 44’ 27.0’’ Oeste 

Altitud 188 msnm 

 Fuente propia. 
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Figura 2.1. Plantación de pitahaya en la Parcela M20 del Sector de la pampa 

El Alto del distrito de la Punta de Bombón de la provincia de Islay en el Región 

Arequipa. Fuente propia. 

 

El procesamiento microbiológico se realizó en las instalaciones y laboratorio de la 

empresa Industria Biotecnológica del Sur ubicada en Urb. Villa el Prado A12 Yanahuara. 

 

2..2. MATERIALES 

 

2.2.1. Material biológico 

o Partes vegetales de pitahaya (Hylocereus undatus). 

o Fusarium spp. 

o Trichoderma harzianum 

o Bacillus subtilis 

2.2.2. Insumos 

o Agua destilada 

o Arroz 

o Algodón 

o Gasas 

o Vasos de plástico 
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o Bolsas de polipropileno 

o Gasa 

o Ligas 

o Bolsas de polipropileno 

o Harina de arroz 

o Harina de soya 

o Harina de garbanzo 

o Melaza 

2.2.3. Reactivos químicos 

o Etanol al 70% 

o Agar Papa Dextrosa (PDA) 

o Agar Sabouraud 

o Caldo agar papa dextrosa (PDA) 

o Almidón soluble 

o Peptona bacteriológica  

o Glucosa 

o Fosfato de potasio dihidratado 

o Lugol 

o Solución KOH 40% 

o Alfa naftol 5% 

o Agua oxigenada 

o Solución de hipoclorito de sodio al 1% 

o Kit de tinción de Gram 

o Tween 20 

2.2.4. Materiales de laboratorio 

o Matraces 250 mL 

o Beakers de 250 mL 

o Pipetas 1 mL  

o Pipetas de 5 mL 
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o Pipetas de 10 mL 

o Propipeta 

o Espátula  

o Bagueta 

o Piceta  

o Placas Petri 90 mm de diámetro 

o Tubos de ensayo 

o Mechero bunsen 

o Asa de Kohl 

o Bisturí N°8 y 10 

o Espátula 

o Porta objeto 

o Cubre Objeto 

o Cámara newbauer 

o Tamiz N°60 y 80 

2.2.5. Aparatos y equipos 

o Balanza analítica Ohaus. Scout Pro  

o Microscopio binocular Labortech 

o Autoclave 18L Kyntel  

o Estufa Kert LAb 

o Cocinilla eléctrica 

o Computadora  

2.2.6. Software 

o Google Earth 

o Statgraphics Centurion XVII (StatPoint INC. , Warrenton, Virginia, 

EEUU)  

o Microsoft Office Excel Professional Plus 2021 (Microsoft 

Corporation, Redmon, Whashington, EEUU) 
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o Microsoft Office Word Professional Plus 2021 (Microsoft 

Corporation, Redmon, Whashington, EEUU) 

 

2.2.7. Otros 

o Lampa 

o Cuchillo  

o Botas de goma 

o Mandil de laboratorio 

 

 

2.3. MÉTODOS  

 

2.3.1. Aislamiento e identificación de Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum y 

Fusariums spp.  nativos del campo de cultivo de Pitahaya (Hylocereus sp.) de la 

variedad Selenicereus undatus en el sector paraje de la Pampa El Alto, Punta de 

Bombón, Arequipa.. 

 

Obtención de muestras biológicas 

Para la obtención de los microorganismos se consideró el aislamiento a 

partir de muestras de suelo, partes vegetales y trampas de arroz.   

El muestreo de suelo se realizó en base a lo establecido por el Laboratorio 

de análisis de muestreo de suelos del Instituto Nacional de Innovación Agraria – 

INIA, para ello se realizó un croquis del terreno y se anotaron características 

resaltantes del mismo. Se tomaron 20 puntos de muestreo distribuidos en zigzag, 

en cada punto se realizó un corte en forma de “V” de 20 cm de profundidad con 

ayuda de la pala y se recolectó de uno de los bordes un kilogramo de suelo el cual 

fue dispuesto en bolsas rotuladas. Las muestras fueron trasladadas en una 
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conservadora para mantener sus condiciones, posteriormente en laboratorio se 

homogeneizó las muestras y se tomó tres submuestras de 1 kg para luego realizar 

el análisis microbiológico. 

En el caso de muestreo de partes vegetales se tomó hojas y raíces para su 

observación en laboratorio, en el caso de raíces se recolectó aún incluso sin 

sintomatología visible obteniendo un total de 10 submuestras.  

La captura mediante trampas de arroz se realizó cocinando 1 kg de arroz 

con adición de 20 mL de melaza diluida al 5% y agua, finalizada la cocción se 

esterilizó en autoclave el arroz para obtener un sustrato estéril.  En vasos 

previamente desinfectados se colocó el arroz cocido llenando solo 1/3 del 

volumen para luego cubrir con malla y sostener con ligas.  

Se obtuvo 20 trampas de arroz que se distribuyeron aleatoriamente en el 

campo de cultivo, para lo cual se retiró la cubierta vegetal y se hizo un agujero 

de aproximadamente 5 a 10 cm de profundidad, se colocó la trampa y se esperó 

7 días para su recolección.  

 Aislamiento de microorganismos 

Para las muestras de suelo, se tamizó la muestra por tamices número 60 y 

80 mesh con aberturas correspondientes a 250 µm y 180 µm, con la finalidad de 

separar material grueso como vegetales, meso y macrofauna presente. Se pesó 5 

gramos del tamizado y se mezcló con 45 mL de solución salina por 5 minutos 

agitando vigorosamente, a continuación, en 5 tubos conteniendo 9 mL de 

solución salina al 0.9% de cloruro de sodio se inoculó 1 mL en forma de 

diluciones seriadas hasta la obtención de la concentración de 1:100000 o 10-5. 

(58). Las diluciones 10-2 y 10-³se sembraron en agar Sabouraud para 

determinación de hongos y las diluciones 10-4 y 10-5 se sembraron en agar 

nutritivo y puestas en incubación a 37°C para aislamiento de bacterias.  
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En el caso de las trampas de arroz, para bacterias se realizó diluciones 

seriadas para aislamiento de bacterias y en el caso de hongos se realizó siembra 

directa por punción según la coloración observada en las trampas.  

Para el caso de bacterias luego de 48 se observaron las características 

morfológicas de las colonias y se realizó la purificación mediante la técnica de 

siembra por agotamiento. En el caso de hongos se realizó repiques sucesivos 

hasta obtención de colonias puras(58). 

Identificación de microorganismos 

Para identificación de las especies de Bacillus subtilis, se empleó la clave 

de identificación de Gordon, Haynes y Pang (1973) (59) realizando identificación 

morfológica, seguida de tinción de Gram, prueba de catalasa, siembra en medio 

Voges Proskauer, método del frasco de vela para crecimiento aerobio/anaerobio 

y finalmente la prueba de hidrolisis de almidón (60). 

La tinción de Gram se realizó colocando una gota de agua destilada sobre 

un portaobjetos limpio y seco, se realizó un frotis con el microorganismo y se 

realizó la fijación por calor suave sobre el mechero. Se aplicó cristal violeta por 

1 minuto seguido de un enjuague suave con agua destilada, a continuación, se 

aplicó solución de Lugol por 1 minuto y se lavó con agua destilada, se decoloró 

con alcohol por 15 segundos y se aclaró con agua destilada, por último, se 

procedió a la tinción con safranina durante aproximadamente un minuto y se 

enjuagó nuevamente con agua destilada dejando secar la muestra al aire. 

Posteriormente, las muestras se examinaron bajo microscopio a un aumento de 

100x.  

Las colonias Gram positivas continuaron la identificación bioquímica. 

Para la prueba de catalasa, con el asa de siembra se colocó una colonia pura sobre 

un portaobjeto y luego se adicionó una gota de solución de peróxido de hidrógeno 

al 3%. La siembra en el medio Voges Proskauer se realizó en tubos, luego de 48 

horas de crecimiento se adicionó 0.2 mL de solución de KOH al 40% y 0.6 mL 
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de alfa naftol al 5%, se agitó y se dejó en reposo por 15 minutos para propiciar el 

desarrollo de color en el medio.  

Para la observación del crecimiento aerobio y anaerobio se empleó dos 

frascos de vidrio en los cuales se colocó las placas con agar nutritivo previamente 

inoculadas, en el frasco para crecimiento aerobio las placas fueron dispuestas 

apiladas y el frasco con la boca abierta se colocó en incubadora, en el segundo 

frasco de crecimiento anaerobio las placas inoculadas en agar nutritivo se 

colocaron boca abajo apiladas una sobre otra, encima de ellas se colocó una vela 

pequeña y se selló el frasco para que mediante la acción de la vela se consuma el 

oxígeno de la atmósfera (60,61). 

Respecto al medio de hidrólisis de almidón se empleó medio nutritivo al 

cual una vez disuelto se adicionó almidón soluble en concentración al 2% (p/v), 

una vez homogeneizado el medio se procedió a colocar en tubos de ensayo.  

Luego de 48 horas de la siembra se adicionó 2 gotas de solución de yodo al 3% 

sobre el medio y se dejó reposar por 5 minutos (62). 

Para la identificación de Fusarium y Trichoderma se empleó la calve 

simplificada de identificación de hongos de Williams-Woodwars de la 

Universidad de Georgia (2001)(63), complementado con la clave de Leslie & 

Summerell (2006) para Fusarium (64)y la clave de Kubicek & Harman (1998) 

para Trichoderma (65). Se realizó impresión en cinta sin tinción y con tinción de 

azul de lactofenol.  

2.3.2. Selección el medio de cultivo adecuado para el crecimiento de cepas nativas 

y cepas comerciales de Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum mediante cinéticas 

de crecimiento.  

Para la cinética de Bacillus subtilis se empleó caldo nutritivo como medio 

sintético y un medio industrial denominado caldo soya-melaza el cual está 

compuesto por harina de soya 2 % (p/v) y 5 % (p/v) de melaza.  
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De la placa de cultivo con el microorganismo aislado se procedió a tomar 

con un asa una muestra pequeña de colonia la cual fue resuspendida en un 

eppendorf con 2.5 mL, a continuación, se procedió a contar en cámara de 

newbauer la concentración del microorganismo para con ello obtener un inoculo 

de concentración conocida que fue incorporado a los matraces conteniendo los 

medios de cultivo mencionados.  

La cinética fue realizada por triplicado por cada medio y cada cepa, se 

midió la concentración bacteriana tomando una alícuota de 1 mL cada hora por 

un periodo de 12 horas empezado a tiempo cero al momento de la inoculación. 

Las lecturas se realizaron en cámara de newbauer y se realizaron las curvas de 

crecimiento respectivas. 

Para la cinética de Trichoderma harzianum se empleó dos medios de 

cultivo uno de ellos correspondiente a caldo papa dextrosa y el otro medio 

industrial arroz-frijol en concentraciones de 3 g/L de harina de arroz y 2.9 g/L de 

harina de frijol. Se preparó un inóculo de concentración conocida y fue sembrado 

a los matraces con medio de cultivo, las toma de alícuotas se realizó cada 12 

horas por 5 días, las alícuotas se diluyeron con 9 mL de tween 20 al 0.1 % y se 

realizó su conteo en cámara.   

Todo el procedimiento se realizó por triplicado en un diseño 

completamente aleatorizado (DCA). La selección del mejor medio de 

crecimiento fue evaluada mediante un análisis de varianza factorial de medidas 

repetidas. 

2.3.3.  Evaluación de la actividad antagónica de 2 cepas frente a Fusarium 

oxysporum. 

Para la prueba de antagonismo en placas de agar PDA se sembró por 

punción Trichoderma harzianum y Fusarium oxysporum en placas 

independientes para obtener cultivos madre, al cabo de 72 horas, en placas de 

agar papa dextrosa (PDA) se inició el antagonismo sembrando discos del cultivo 
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madre en extremos opuestos de la placa dejando en incubación a 25°C por 14 

días registrando cada 24 horas el radio de crecimiento de cada hongo. 

Simultáneamente se realizó placas control solo con Trichoderma y sólo con 

Fusarium.  

Para el caso del antagonismo de Bacillus subtilis frente a Fusarium 

oxysporum, de la placa madre de Fusarium de 72 horas de crecimiento se sembró 

por punción en un extremo de una placa con medio PDA. Bacillus subtilis fue 

sembrado en medio líquido 24 horas antes realizando la inoculación mediante 

siembra en línea al lado opuesto de la placa.  Se tuvo como control una placa 

sembrada con Fusarium oxysporum y una placa sembrada con agua en lugar de 

Bacillus subtilis.  Las placas se dejaron incubando a 30°C por 14 días registrando 

el radio de crecimiento de Fusarium y su comportamiento diariamente.  

Los tratamientos efectuados para la prueba de antagonismo se muestran 

en la Tabla 2.2, el estudio se realizó en un diseño completamente aleatorizado 

(DCA) por triplicado. Para las las placas control se realizó la medición del 

diámetro de crecimiento cada 24 horas por 7 días calculando con ello la velocidad 

de crecimiento (cm/días) mediante pendiente de ecuación lineal.  

Tabla 2.2 Tratamientos para la prueba de antagonismo 

Clave Tratamiento 

C1 Placa con Fusarium oxysporum 

C2 Placa con Trichoderma harzianum nativo 

C3 Placa con Trichoderma harzianum comercial 

F-TN  Antagonismo Fusarium oxysporum vs. Trichoderma harzianum 

nativo 

F-TC Antagonismo Fusarium oxysporum vs. Trichoderma harzianum comercial 

F-BN Antagonismo Fusarium oxysporum vs. Bacillus subtilis nativo 

F-BC Antagonismo Fusarium oxysporum vs. Bacillus subtilis comercial 
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Se realizó comparaciones cualitativas en base a la escala de Bell et. al 

(1982) (Tabla2.3) y evaluación cuantitativa del efecto antagónico a los14 días de 

crecimiento en placa para lo cual se calculó el porcentaje de inhibición de 

crecimiento radial (PICR), según la ecuación 2. 

Tabla 2.3. Escala de Bell  

Clave Características 

I Crecimiento de Trichoderma sp. que cubrió toda la superficie 

del medio y redujo el crecimiento micelial del patógeno 

II Crecimiento de Trichoderma sp. que cubrió al menos 2/3 partes 

del medio. 

III Trichoderma sp y fitopatógeno crecieron ½ y ½ la superficie del 

medio, uno no se sobrepuso al otro. 

IV Hongo patógeno creció al menos 2/3 partes del medio y resistió 

a la invasión de Trichoderma sp. 

V Crecimiento del patógeno que cubrió toda la superficie del 

medio. 

                  Fuente: Bell et al, 1982. 

 

PICR= (Mc – Ma) x 100 

                                                         Mc    Ecuación (2) 

Donde  

PICR: porcentaje de inhibición del crecimiento radial 

Ma: Micelio del fitopatógeno en antagonismo. 

Mc: Micelio de Hongo fitopatógeno en placa control. 

2.3.4. Preparación de inoculante biológico a base de la cepa seleccionada con 

mayor actividad antagónica sobre Fusarium oxysporum 

La cepa de Trichoderma harzianum nativa, que mostró mayor 

capacidad de inhibición de Fusarium oxysporum, se empleó para la 
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producción masiva. Para ello se partió del medio líquido arroz-frijol con 

adición de cloranfenicol inoculando una concentración de 1x106 esporas/mL 

de Trichoderma harzianum. 

En bolsas de polipropileno se pesa 800 g de arroz con 200 mL de agua 

destilada se sella con dos dobleces y grapas para luego ser homogeneizado y 

autoclavado a 121°C por 45 minutos, culminado el tiempo se retiran las bolsas 

y se homogeneizan con guantes resistentes al calor.  Las bolsas se dejan toda 

la noche para favorecer su enfriamiento y ser posteriormente inoculadas con 

30 mL de medio arroz-frijol de 5 días de crecimiento, se dejan en la cámara 

de crecimiento en oscuridad por 24 horas y luego se deja por 5 días para su 

esporulación. Culminado el tiempo se pasa a bandejas de secado por 5 días 

para finalmente cosechar las conidias. 

Con las esporas obtenidas se realizó dos formulados uno en 

presentación sólida y otro en líquido a los cuales se les evaluó parámetros de 

control de calidad de concentración, viabilidad y pureza. 
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_______________________________________________________________________ 

3. CAPITULO III 

RESULTADOS Y DISCUSIONES 

_____________________________________________________ 

3.1 Aislamiento e identificación de Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum y 

Fusariums spp.  nativos. 

EL aislamiento de microorganismos se realizó en el campo de cultivo de Pitahaya 

(Hylocereus sp.) de la variedad Selenicereus undatus en la parcela M20 del sector paraje 

de la Pampa El Alto, distrito de la Punta de Bombón, de la provincia de Islay en la Región 

Arequipa, con coordenadas geográficas de latitud -17.1740174 y longitud -71.7408206 

ubicado a 1200 metros de la carretera Panamericana de la Punta de Bombón- Camaná. 

Figura 3.1 

La parcela corresponde al Centro de investigación agropecuaria Revilla’s y se 

encuentra vinculado con la Asociación de Productores Agraria para Exportación 30 de 

Octubre. 

 

Figura 3.1. Ubicación de parcela M20. Fuente: Google Earth. 

En campo se observó el cultivo en buenas condiciones, no se observó la presencia 

de signos visibles de enfermedad por hongos pero si en algunos tallos se observó 
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sintomatología indicativa de la presencia de Fusarium (Figura 3.2), color café en la base 

del tallo cerca a la raíz que al acto es blanca, y al limpiar muestra interior amarillo rosado.  

 

Figura 3.2. Sintomatología en pitahaya de la parcela M20. 

Esta sintomatología concuerda con lo mencionado en la Guía técnica del cultivo 

de Pitahaya emitida por el Instituto Nacional de Innovación Agraria (INIA), 2020, en 

Pitahaya la presencia inicial de Fusarium se observa con pequeñas manchas de color 

amarillo que pueden tener tamaños menores a 10 mm de diámetro, en las pencas estas 

manchas viran a color marrón con el tiempo y en los tallos la lesión avanza desde el 

suelo en dirección ascendente. Adicionalmente se encontraron manchas redondas color 

anaranjado oscuro con zonas cloróticas en mitad de los tallos característico de 

antracnosis causada por Colletotrichum y puntas de hojas color amarillo parduzco con 

interior blando característico de infección por Erwinia sp.  

De los tallos colectados se logró aislar Fusarium, observando colonias 

aterciopeladas de color rosado morado con reverso amarillo – mostaza, desde un punto 

de vista morfológico la cepa aislada presentó conidióforos largos, macroconidias 

hialinas semicurvas con 3 a 4 septos, y microconidias elipsoides (Figura 3.3). Se puede 

diferenciar a F.Oxysporum de F.solani debido a su fiálide la cual en es mucho más larga 

en F.solani.  En investigaciones realizadas sobre el fruto de Selenicereus megalanthus 

se identificó 2 especies de Fusarium, siendo F. oxysporum y F. fujikuroi (7), además en 

Murcia, se reportó 24 hongos fitopatógenos en pitahaya amarilla destacando en el fruto 
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la presencia de Fusarium sp. y de Colletotrichum sp. (66). Como se ha mencionado 

Fusarium se desarrolla preferentemente en tallo o fruto con sintomatología que 

comienza con una mancha amarilla en el tallo, cerca del punto donde el fruto se une a la 

penca, lo que le da una apariencia madura antes de tiempo. Esta infección progresa hacia 

el centro del fruto causando deterioro parcial que puede afectar hasta la mitad de su 

superficie, con el tiempo se nota una pudrición blanda o seca de color marrón 

característico en la parte inferior del fruto (67). Un informe realizado en agosto del 2022 

por la Universidad Nacional Agraria la Molina mencionó que en esquejes de Pitahaya 

variedad roja de la parcela M20 se identificó la presencia de Fusarium sp, además de 

otros microorganismos. El control cultural llega a ser una práctica de suma importancia 

e implica retirar el material enfermo, sin embargo, si no se realiza la desinfección de las 

herramientas empleadas se puede dar la diseminación a distancia, en caso los frutos se 

desechen al suelo o caigan por sí mismos Fusarium puede continuar su crecimiento en 

el material en descomposición o caso contrario desarrollar clamidiosporas que le 

permitirán permanecerán en suelo por años hasta encontrar condiciones favorables (68). 

La identificación temprana a partir de signos, síntomas es importante, pero más aún lo 

es un análisis microbiológico preventivo puesto que permite anticiparse al desarrollo de 

enfermedad identificando patógenos aun en forma de esporas. Esto es realmente 

importante puesto que para que la enfermedad progrese se requiere de los tres 

componentes clave de la enfermedad que son: hospedero, microorganismo y 

condiciones, lo cual indicaría que al estar Fusarium presente en suelo u otras partes 

vegetales aun sin signos ni síntomas visibles este será capaz de desarrollar y generar 

posible enfermedad bajo las condiciones ambientales propicias; por ello su control 

preventivo es significativo en el manejo de la pitahaya en la parcela M20.   
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Figura 3.3. Fusarium oxysporum a partir de trampas de arroz. A) Observación 

macroscópica. B) Observación microscópica 40X.  

 

En los aislamientos en suelo, se observó que la presencia de bacterias fue baja, 

sin embargo, se logró aislados de muestras de rizosfera, esto debido a que como 

menciona Lynch, 1990, la concentración de bacterias es mayor en la zona de la rizosfera 

debido a la presencia de nutrientes que rodean las raíces (69). De las colonias aisladas 

se seleccionó aquellas que a tinción de Gram mostraron la presencia de bacilos Gram 

positivos en cadenas cortas seleccionando 5 cepas las cuales fueron sometidas a pruebas 

bioquímicas (Figura 3.4) llegando a identificar a tres especies: Bacillus subtilis, Bacillus 

brevis, y Bacillus pumilus (Tabla 3.1). Bacillus subtilis dio como resultado esporas 

centrales sin deformación del bacilo, catalasa positivo (efervescencia), Voges Proskauer 

positivo (rosado), anaerobiosis negativo (ausencia de crecimiento), hidrolisis de almidón 

positivo es decir en reacción con Lugol no desarrolló color morado.   

Bacillus en condiciones adversas se mantiene en estado vegetativo e induce 

esporulación (70) , por tanto, es probable que debido a la características del suelo de la 

parcela M20 tales como textura arenosa, baja capacidad de retención de agua y baja 

cantidad de materia orgánica los Bacillus aislados se encuentren en forma de esporas lo 

cual les confiere resistencia ante condiciones adversas.  
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Figura 3.4. Pruebas bioquímicas. A) Tinción de Gram Observación microscópica 40X, 

B) Voges Proskauer, C) Hidrólisis de almidón.  

Tabla 3.1. Caracterización bioquímica de especies de Bacillus 

Prueba B1 B2 B3 B4 B5 

Tinción Gram  + + + + + 

Esporas centrales
 (1)

 + - + + + 

Catalasa + - - + + 

Voges Proskauer + - + + + 

Anaerobiosis - - - - - 

Hidrolisis de almidón  + - - - - 

Género y especie B. subtilis B. brevis Bacillus sp B. pumilus B. pumilus 

(1) Esporas centrales que no deforman bacilos 

Para hongos se logró obtener crecimiento de Aspergillus spp. en placa 

identificados por sus características macroscópicas y microscópicas. Aspegillus mostró 

colonias algodonosas pulvurulentas de color blanco que cambiaron a color a negro al 

cabo del tercer día llegando a ocupar todo el volumen de la placa enmascarando de esta 

manera la presencia de otros hongos en placa, su microscopía evidenció la presencia de 

micelio hialino, con cabezas esféricas y fiálides ubicadas en 360° y conidias abundantes 

(Figura 3.5), dichas características facilitaron su identificación mediante la clave 

simplificada de identificación de hongos de la Universidad de Georgia, definiendo al 

hongo como Aspergillus Niger (63). 
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Figura 3.5. Aspergillus en muestras de suelo. A) Observación macroscópica . b) 

Observación microscópica 40X. Fuente propia. 

 

Las características macroscópicas mostradas corresponden con lo reportado por 

Aristizábal (2022), el cual detalla que las colonias de Aspergillus aisladas de suelo 

presentan en un 68% colonias pulvurulentas, finas y algodonosas en medios como Agar 

extracto de malta (MEA), Agar papa dextrosa (PDA) y Sabouraud, en algunos otros 

medios como Czapek-extracto de levadura (CYA) las colonias pueden presentar textura 

algodonosa laxa o densa (71).  

Así mismo, Vásquez, 2020; en observación por microcultivo reportó que 

Aspergillus presenta esporulación rápida iniciando a los 5 minutos de su siembra, 

llegando a desarrollar estructuras incluso a las 24 horas de su inoculación. Es por ello 

que cuando está presente Aspergillus dificulta el aislamiento de otros hongos del suelo 

puesto que desarrolla a mayor velocidad que otros géneros, esta situación sumada a las 

características propias de la parcela M20 tales como: textura arenosa, baja capacidad de 

retención de agua, pobre cantidad de materia orgánica, entre otras no favorecieron el 

desarrollo de microorganismos.   

Específicamente se ha reportado por medio de un análisis de caracterización de 

suelos que la parcela M20 tiene una textura arenosa y en capas más profundas arena 

franca; el estudio microecológico en suelos áridos realizado por Jhoncon & Gutierrez-

Correa,   1982, confirma lo antes mencionado, pues se afirma que en condiciones bajas 
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de humedad el número de UFC de bacterias disminuye y se tiende a incrementar la 

presencia de hongos pero en forma de esporas, es por ello que el muestreo de suelos no 

permitió aislar los géneros deseados para el presente estudio (72).  

Otras características importantes por mencionar de la parcela M20 es la 

concentración de materia orgánica que se encuentra en valores de 0.2 % a 0.33 % siendo 

clasificado como extremadamente pobre y la conductividad eléctrica se encuentra entre 

5.90 y 8.74 dS/m correspondiendo a suelos salinos; estas condiciones extremas son 

toleradas por el cultivo de pitahaya el cual en presencia de sales no se ve afectada la 

longitud de brotes ni crecimiento de raíces (73). 

La captura de microorganismos por medio de trampas de arroz  permitió capturar 

de manera más eficiente a aquellos que en suelo se encuentran en bajas concentraciones 

o en forma de reposo observando en la matriz de las trampas la presencia de colonias de 

color rosadas, verdes, amarillas y cremas identificadas con flechas de color rojo, verde, 

naranja y el resto confundidas con el color del arroz (Figura 3.6), dichas colonias fueron 

sembradas para favorecer el aislamiento y la identificación de microorganismos.  

 

Figura 3.6. Trampas de arroz contaminadas con microorganismos.  

Respecto a hongos se lograron aislados de Penicillum sp. Fusarium sp. y 

Trichoderma sp. El crecimiento de Penicillium en medio de cultivo Sabouraud presentó 

colonias aterciopeladas con micelio blanco radial de color verde oscuro, surcos radiales 

y reverso de color amarillo con presencia de pliegues; al microscopio con aumento 40 X 

se observó conidias esféricas, en columnas largas monoverticiliadas (Figura 3.7) estas 

características corresponderían con la especie Penicillium glabrum reportada por 
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Fatemeh (74) y corroborada siguiendo la clave determinativa del género Penicillium de 

Gomez (75), el género Penicillium es un género diverso distribuido en todo el mundo se 

encuentra principalmente en suelo, aire y materia en descomposición, sus especies 

desempeñan funciones importantes como descomponedores de materiales orgánicos y 

suelen causan pudriciones destructivas en la industria alimentaria, donde producen una 

amplia gama de micotoxinas, en específico P. glabrum no se reporta como fitopatógeno 

durante el cultivo lo cual conllevaría a considerarlo como un hongo beneficioso en la 

descomposición de materia orgánica del suelo, sin embargo, en post cosecha (76) las 

esporas de P.glabrum podrían inocular el fruto y generar pérdidas.  

 

 

Figura 3.7. Penicillium a partir de trampas de arroz. A) Observación 

macroscópica . B) Observación microscópica 40X.  

Así mismo, se aisló Trichoderma a partir de las trampas de arroz, la colonia 

aislada fue de textura polvosa a algodonosa de color verde oscuro y reverso crema, sus 

características morfológicas fueron conidióforos ramificados, con fiálides laterales 

ampuliformes y conidios globosos (Figura 3.8). Estas características concuerdan con 

Trichoderma harzianum, identificado según la calve mostrada por Kubicek & Harman, 

2002 (65), se detalla también que esta especie es de conidiación densa y crecimiento 

rápido, usualmente presente en suelos  y materia en descomposición rara vez asociada a 

enfermedades en plantas  vivas, es por ello que debido a la baja cantidad de materia 
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orgánica en la parcela M20 fue necesario el empleo de trampas de arroz para favorecer 

el crecimiento de Trichoderma harzianum. 

 

Figura 3.8. Trichoderma harzianum a partir de trampas de arroz.  

A) Observación macroscópica. B) Observación microscópica 40X.  

3.2. Selección el medio de cultivo adecuado para el crecimiento de Bacillus subtilis y 

Trichoderma harzianum mediante cinéticas de crecimiento.  

Se realizó la cinética crecimiento de Bacillus subtilis nativo aislado del campo 

de Pitahaya de la parcela M20, se trabajó con dos medios de crecimiento: caldo nutritivo 

como medio sintético y soya melaza como medio industrial. Se realizó un inóculo de 

concentración 1x106 UFC/mL y se cuantificó cada hora la concentración microbiana por 

un lapso de 12 horas, luego el conteo se espació a las 14, 15, 24 y 48 horas, con ello se 

realizó las curvas de crecimiento respectivas para cada medio empleado (Figura 3.9), se 

observó que el crecimiento en caldo nutritivo alcanzó la fase de crecimiento exponencial 

a partir de la hora 6 con una concentración de 8.73x107 UFC/mL  llegando a un valor 

máximo de crecimiento de 1.65x108 UFC/mL  a la hora 12,  la fase estacionaria se 

mantuvo hasta la hora 14 e inmediatamente se ingresó a la fase de muerte celular; en 

medio soya melaza el inicio de la fase de crecimiento exponencial fue más lento 

iniciándose a partir de la octava hora de crecimiento llegando a inicial su fase 

estacionaria a partir de las 24 horas con una concentración de 7.08x108 UFC/mL, la 
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concentración alcanzada en medio soya melaza fue superior a la obtenida en el medio 

sintético comercial. La identificación de fases mencionada es corroborada con las 

diferencias de concentraciones mostradas en la Tabla 3.4. 

 

 

Figura 3.9. Cinética de crecimiento de Bacillus subtilis.. 

 

Para confirmar estadísticamente el crecimiento de Bacillus subtilis los datos de 

concentración fueron procesados mediante el análisis factorial de medidas repetidas, 

teniendo como factor inter-sujeto el tiempo medido en horas y como factor entre-sujetos 

los medios de cultivo empleados; el test de esfericidad fue significativo (W=0.001) lo 

cual indicó que se debe emplear el factor de corrección de Greenhouse-geiss de 0.128 

para el análisis de varianza (Tabla 3.2). En el análisis de varianza inter sujeto se observó 

una diferencia significativa en el factor horas [F(1.920, 5.760)= 860.56, p=0.001] lo cual 

confirmó que la concentración de Bacillus subtilis a través del tiempo fue cambiando 

evidenciando un crecimiento bacteriano en ambos casos.   

Tabla 3.2. Análisis de varianza para factor horas en la cinética de Bacillus subtilis 
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Origen 

Suma de 

cuadrados   gl 

Media 

cuadrática Valor-F Valor-p 

Horas 1.134x1018 1.920 5.909x1017 860.56 0.001 

Horas*medio 1.172x1018 1.920 6.104x1017 889.04 0.001 

Error(HORAS) 3.955x1015 5.760 6.866x1014   

 

Por su parte, el análisis de varianza para el factor entre sujetos (medio de cultivo) 

se muestra en la Tabla 3.3, en la cual se observa que existió diferencias estadísticamente 

significativas entre el crecimiento mostrado por Bacillus subtilis en caldo nutritivo y 

caldo soya melaza [F(1,3)= 414.63, p=0.001]. 

Tabla 3.3. Análisis de varianza para factor medios de cultivo en la cinética de 

Bacillus subtilis 

Origen 
Suma de 

cuadrados 
gl 

Media 

cuadrática 
  Valor-F Valor-p 

Medios 4.019x1016 1 4.194x1016    414.63      0.001 

Error Medios) 3.035x1014 3 1.012x1014   

             

La prueba post hoc empleada fue la de Bonferroni y los resultados se muestran 

en la Tabla 3.4, en ella se muestra el crecimiento contante de Bacillus subtilis en ambos 

medios de cultivo llegando a entrar en fase estacionaria a las 12 horas para medio caldo 

nutritivo ya partir de las 24 horas para caldo soya melaza. 

 

Tabla 3.4. Comparaciones múltiples para concentración de Bacillus subtilis 

a través del tiempo para cada medio de cultivo 

 Caldo nutritivo Medio soya melaza 

1 3.13𝑥106 UFC/ml (a) 1.5𝑥106UFC/ml (a) 

2 4.77𝑥106UFC/ml (b) 1.93𝑥106UFC/ml (b) 
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3 6.25𝑥106UFC/ml (c) 2.78𝑥106UFC/ml (c) 

4 7.17𝑥106UFC/ml (d) 3.75𝑥106UFC/ml (d) 

5 1.87𝑥107UFC/ml (e) 4.88𝑥106UFC/ml (e) 

6 8.73𝑥107UFC/ml (f) 6.4𝑥106UFC/ml (f) 

7 1.23𝑥107UFC/ml (g) 7.2𝑥106UFC/ml (g) 

8 1.41𝑥108UFC/ml (h) 3.65𝑥106UFC/ml (h) 

9 1.49𝑥108UFC/ml (i) 5.23𝑥107UFC/ml (i) 

10 1.61𝑥108UFC/ml (j) 5.5𝑥107 UFC/ml (j) 

11 1.63𝑥108UFC/ml (k) 6.45𝑥107UFC/ml (k) 

12 1.65𝑥108UFC/ml (l) 1.03𝑥108UFC/ml (l) 

14 1.65𝑥108UFC/ml (l) 1.67𝑥108 UFC/ml (m) 

15 1.55𝑥108UFC/ml (m) 2.28𝑥108UFC/ml (n) 

24 8.8𝑥107UFC/ml (n) 7.7𝑥108UFC/ml (o) 

48 2.38𝑥107UFC/ml (o) 7.7𝑥108UFC/ml (o) 

                

 

En las comparaciones realizadas para identificar en que medio se dio mayor 

crecimiento a cada hora evaluada, se observó que a pesar que en ambos casos se inoculó 

la concentración de 1x106 UFC/mL el medio sintético de caldo de cultivo permitió mayor 

desarrollo hasta la hora 14 en la cual ambos medios alcanzan la misma concentración 

1.6x108 UFC/mL , es a partir de esa hora en la que Bacillus subtilis entra en fase de 

muerte celular y disminuye su concentración; sin embargo, esto no sucede en el medio 

industrial de soya melaza en el que el crecimiento continúa y supera al medio sintético 

llegando a obtenerse hasta 7.7x108 UFC/mL (Tabla 3.5). 

Se puede afirmar, por tanto, que Bacillus subtilis tiene un adecuado crecimiento 

en el medio industrial soy amenaza permitiendo alcanzar concentraciones de hasta 7x108 

UFC/mL y manteniendo la fase estacionaria por mayor tiempo esto puede deberse a la 

composición propia del medio industrial puesto que el medio líquido soya melaza 
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presentaba un sedimento no disuelto lo cual podría ser asimilado progresivamente por 

las bacterias en desarrollo sin llegar a su agotamiento. 

Tabla 3.5. Comparaciones múltiples realizadas cada hora para la concentración de 

Bacillus subtilis en dos medios de cultivo. 

 Horas 

 1 2 3 4 5 6 7 8 

CN 3.13E6 (a) 4.77E6 (a) 6.25E6 (a) 7.17E6 (a) 1.87E7 (a) 8.73E7 (a) 1.23E8 (a) 1.41E8 (a) 

SM 1.5E6 (b) 1.93E6 (b) 2.78E6 (b) 3.75E6 (b) 4.88E6 (b) 6.4E6 (b) 7.2E6 (b) 3.65E7 (b) 

 Horas 

 9 10 11 12 14 15 24 48 

CN 1.49E8 (a) 1.61E8 (a) 1.66E8 (a) 1.65E8 (a) 1.65E8 (a) 1.55E8 (a) 1.41E8 (a) 1.49E8 (a) 

SM 5.23E7 (b) 5.5E7 (b) 6.45E7 (b) 1.03E8 (b) 1.67E8 (a) 2.28E8 (b) 3.65E7 (b) 5.23E7 (b) 

Donde: CN: caldo nutritivo, SM caldo soya melaza.  

Investigaciones realizadas por Ramos, 2021, reportan que Bacillus subtilis tiene 

un crecimiento paralelo en medios el LB y soya, alcanzando la fase estacionaria a las 8 

horas en medio soya con una concentración de 1x106 UFC/mL generando 0.5 más 

bacterias y 0.8 veces más esporas que el medio sintético (77) , así mismo, los ensayos de 

Sarmiento, 2012, en los medios mencionados confirman que el crecimiento y 

esporulación debe B. subtilis fue mayor en el medio soya (78), con lo cual se acepta el 

medio formulado a base de harina de soya como fuente de nitrógeno asimilable que 

favorece el crecimiento y esporulación de cultivos de B. subtilis. Esta mejora en los 

rendimientos pueden deberse a la capacidad del almidón para hidrolizarse lentamente a 

glucosa en cultivos líquidos (79), en específico la harina de soya pueden mejorar la 

producción de esporas, ya que es rica en nutrientes nitrogenados y  posee un 43.83 % de 

aminoácidos necesarios para el crecimiento y esporulación, en medios optimizados con 

productos industriales para Bacillus subtilis Chen, 2009 fue capaz de obtener una 

concentración de 1x1010 UFC/mL al cabo de 36 horas de incubación en medio 

conteniendo harina de soya (80).  

La cinética de Trichoderma harzianum se realizó en medio sintético papa 

dextrosa y medio industrial arroz frijol, la evaluación de la concentración de esporas se 
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realizó cada 24 horas por 11 días (Figura 3.10), se observó que existió crecimiento en 

ambos medios de cultivo siendo mayor en el medio industrial y alcanzando la fase 

estacionaria a las 144 horas, en el medio sintético papa dextrosa la fase estacionaria se 

alcanzó a los 168 días.  

 

Figura 3.10. Cinética de crecimiento de Trichoderma harzianum. Fuente propia. 

 

El análisis factorial de medidas repetidas confirmó estadísticamente el 

crecimiento de Trichoderma harzianum en ambos medios de cultivo, la prueba de 

esfericidad requerida para el procedimiento de análisis de datos fue significativa 

(W=0.001) requiriéndose el uso del factor de corrección de Greenhouse-geisser de 0.178 

para el análisis de varianza (Tabla 3.6).  

En el análisis de varianza inter sujeto se observó una diferencia significativa en 

el factor horas [F(1.920, 5.760)= 860.56, p=0.001] lo cual confirmó que existe un 

crecimiento de Trichoderma harzianum a través del tiempo.  

Tabla 3.6. Análisis de varianza para factor horas en la cinética de Trichoderma 

harzianum 
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Horas 4.574x1018 1.776 2.576x1018 1477.82 0.001 

Horas medio 1.748x1017 1.776 9.847x1016 56.50 0.001 

Error(HORAS) 9.28x1015 5.327 1.743x1015   

            

 

Así mismo, el análisis de varianza para el factor entre sujetos (medio de cultivo) 

evidenció que existió diferencias estadísticamente significativas [F(1,3)= 1252.63, 

p=0.001] entre el crecimiento mostrado por Trichoderma harzianum en los dos medios 

empleados, es decir el crecimiento fue distinto en medio papa dextrosa que frijol arroz 

(Tabla 3.7). Mediante las pruebas post hoc se identificó que durante toda la cinética se 

obtuvo un mayor crecimiento con el medio industrial arroz frijol obteniendo una 

concentración de 8.78x108 esporas/mL a las 144 horas correspondientes al sexto día de 

crecimiento.  Se puede concluir que Trichoderma harzianum desarrolla favorablemente 

en medio arroz frijol alcanzando concentraciones de hasta 8x108 esporas/mL superior a 

la máxima concentración alcanzada por el medio papa dextrosa en el cual sólo se llegó 

a concentraciones de 6x108 esporas/mL, estas diferencias permiten seleccionar el medio 

industrial como apto para el desarrollo del bio controlador puesto que permite su uso en 

producción a mayor escala por el menor costo que representa su composición. 

Tabla 3.7. Análisis de varianza para factor medios de cultivo en la cinética de 

Trichoderma harzianum 

Origen 
Suma de 

cuadrados 
gl 

Media 

cuadrática 
Valor-F Valor-p 

Medios 7.205x1017 1 7.205x1017 1252.63 0.001 

Error(Medios) 1.725x1015 3 5.752x1014   

 

 

Tabla 3.8. Comparaciones múltiples para concentración de Trichoderma harzianum 

a través del tiempo para cada medio de cultivo 

 PDA Arroz frijol 
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24 7.63 x106 esporas/mL(a) 1.28 x107 esporas/mL (a) 

48 2.1 x107 esporas/mL (b) 8.97 x107 esporas/mL (b) 

72 3.23 x107 esporas/mL (c) 2.83 x108 esporas/mL (c) 

96 2.53 x108 esporas/mL (d) 4.33 x108 esporas/mL (d) 

120 3.63 x108 esporas/mL (e) 8.23 x108 esporas/mL (e) 

144 5.5 x108 esporas/mL (f) 8.78 x108 esporas/mL (f) 

168 6.22 x108 esporas/mL (g) 8.88 x108 esporas/mL (g) 

192 6.28 x108 esporas/mL (h) 8.63 x108 esporas/mL (h) 

216 6.25 x108 esporas/mL (i) 8.83 x108 esporas/mL (i) 

240 6.15 x108 esporas/mL (j) 8.65 x108 esporas/mL (j) 

264 6.35 x108 esporas/mL (k) 9.08 x108 esporas/mL (k) 

               

 

Tabla 3.9. Comparaciones múltiples realizadas cada hora para la concentración de 

Trichoderma harzianum en dos medios de cultivo. 

 Horas 

 24 48 72 96 120 144 

PDA 7.63 x106 (b) 2.1 x107 (b) 3.23 x107 (b) 2.53 x108 (b) 3.63 x108 (b) 5.5 x108 (b) 

Arroz frijol 1.28 x107 (a) 8.97 x107 (a) 2.83 x108 (a) 4.33 x108 (a) 8.23 x108 (a) 8.78 x108 (a) 

 Horas 

 168 192 216 240 264  

PDA 6.22 x108 (b) 6.28 x108 (b) 6.25 x108 (b) 6.15 x108 (b) 6.35 x108 (a)  

Arroz frijol 8.88 x108 (a) 8.63 x108 (a) 8.83 x108 (a) 8.65 x108 (a) 9.08 x108 (b)  

       

 

La investigación realizada por Cárdenas, 2010, evaluó medios de fermentación 

líquida con diferentes combinaciones de harina de arroz, harina de frijol y melaza 

identificando que los medios con menor concentración de nutrientes favorecieron el 

crecimiento y la esporulación de Trichoderma (81), esto concuerda además con lo 

mencionado por Gao, 2007 (82) el cual refiere qué a menos concentración de nutrientes 

se acelera el inicio de esporulación debido al estrés generado en la cepa, así mismo se 

favorece la conidio génesis en medios sin melaza pues esta actúa como un inhibidor, por 
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ello en la presente investigación la esporulación fue mayor en concentración y en menor 

tiempo en el medio industrial compuesto por las harinas arroz-frijol pues representan 

una fuente de proteína con capacidad de ser hidrolizada por las celulasas, glucosidasas, 

amilasas, entre otras  enzimas de Trichoderma (83). 

La cinética realizada para ambas cepas permite identificar el momento en el cual 

se alcanza la mayor producción de biomasa, este tiempo es considerado como el ideal 

para su cosecha y empleo en formulados biológicos (84). Asimismo, el inicio de la fase 

estacionaria es un indicativo de agotamiento de la fuente de carbono con lo cual en 

medios industriales se pueden realizar evaluaciones sobre los componentes que 

favorezcan el crecimiento y retarden la fase estacionaria. En ambas cinéticas tanto para 

Bacillus subtilis como para Trichoderma harzianum se logró un mayor crecimiento en 

los medios industriales llegando así a reemplazar componentes de origen sintético a 

menor escala por componentes hacer usados en medios industriales con un menor costo 

económico. 

3.3. Evaluación de la actividad antagónica frente a Fusarium oxysporum. 

Para realizar la evaluación de la capacidad antagónica frente a Fusarium 

oxysporum se contó con cepas comerciales obtenidas a partir de productos ofrecidos por 

proveedores nacionales de biocontroladores. Se realizó el aislamiento de las cepas de 

cada formulado comercial observando una elevada contaminación tanto para 

Trichoderma comercial como para Bacillus comercial, por lo que fue necesario realizar 

varios repiques para poder obtener cepas puras. Esta situación es realmente alarmante 

puesto que al no contar con un adecuado control de calidad se corre el riesgo de generar 

productos contaminados los cuales al ser incorporados al campo podrían no sólo 

favorecer la introducción de cepas controladoras sino también de patógenos, por ello se 

recomienda emplear productos de empresas registradas ante la autoridad nacional 

SENASA que cuenten con el registro de productos biológicos de uso agrícola (PBUA) 

lo cual asegura no sólo una buena calidad sino también un producto con la concentración 

requerida y con un ensayo de eficacia respaldado por experimentación controlada en 

campo.  
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Con las cepas aisladas se realizó la evaluación de efecto antagónico mediante 

enfrentamiento, en la Figura 3.11 se muestra el resultado de los crecimientos al cabo de 

14 días de crecimiento, es importante resaltar que los enfrentamientos se realizaron por 

triplicado y fueron monitoreados diariamente. Se observó que existió un mayor control 

con las cepas nativas versus las cepas comerciales esto probablemente por la exposición 

natural de las cepas aisladas de la parcela M20 frente al patógeno instalado en el cultivo 

de Pitahaya lo cual le hace tener una mayor especificidad frente a las cepas comerciales, 

dichas cepas al provenir de un producto que no se encontraba en óptimas condiciones de 

calidad conllevaría a disminuir la efectividad de la cepa comercializada. 

 

Figura 3.11. Antagonismo controladores biológicos frente Fusarium oxysporum  

En la tabla 3.10 se muestran los parámetros cuantificados de la prueba de 

antagonismo, se observó qué Trichoderma harzianum nativo presentó mayor velocidad 

de crecimiento con 1.4071 cm/día, seguido de Trichoderma comercial con 0.99 cm/día 

y finalmente de Fusarium Oxysporum con 0.36 cm/día; respecto al porcentaje de 
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inhibición de crecimiento radial (PICR) el tratamiento T. harzianum nativo fue el que 

presentó un mayor porcentaje de inhibición de Fusarium oxysporum con un 76.28% y 

un tipo de antagonismo de clase I es decir que T. harzianum nativo cubrió toda la 

superficie del medio y redujo el crecimiento del patógeno no dejándolo desarrollar. En 

el caso de los antagonismos de F.oxysporum vs. T. harzianum comercial el antagonismo 

fue de clase II y para los antagonismos de F.oxysporum vs Bacillus  tanto en la cepa 

nativa como comercial el antagonismo fue de clase III, esta clasificación está basada en 

lo indicado por Bell, y se refiere a una medida cualitativa de crecimiento radial sobre 

placa. 

Tabla 3.10. Parámetros de la prueba de antagonismo de Fusarium oxysporum 

frente a controladores biológicos. 

Trata

miento Nombre 

Velocidad de 

crecimiento  

(cm/d) 

PICR 
Clase de 

antagonismo 

C1 Fusarium oxysporum 0.36   

C2 Trichoderma harzianum nativo 1.41   

C3 Trichoderma comercial 0.99   

F-TN  F.oxysporum vs. T. harzianum nativo  76.28%a I 

F-TC F.oxysporum vs. T. harzianum comercial  18.97%c II 

F-BN F.oxysporum vs.  B.Subtilis nativo  40.71%b III 

F-BC F.oxysporum vs.  B.Subtilis comercial  28.85%d III 

Donde: PICR= porcentaje de inhibición de crecimiento radial. Fuente propia. 

Morales et.al (2020) evalúa la velocidad de crecimiento de diversos hongos 

identificando que para la cepa del Trichoderma aislada la velocidad de crecimiento fue 

de 1.86+/-0.22 cm/día y para Fusarium 0.47+/-0.006 cm/día (85) evidenciando qué 

Trichoderma tiene una mayor capacidad de reproducción lo que le permite colonizar de 

manera rápida el suelo y competir por el espacio frente a patógenos. Otros estudios 

confirman la superioridad de Trichoderma frente a Fusarium (86) el cual es capaz de 

reducir la tasa de crecimiento de patógenos siendo un indicador de capacidad 

biocontroladora.  
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Diversos autores reportan porcentajes de inhibición de crecimiento radial de 

Fusarium en promedio del 50 % (87,88) con el antagonismo de clase 2. Por su parte 

Suárez et al, 2008, en ensayo realizado con 12 cepas de T. harzianum obtuvo porcentajes 

de inhibición entre 60 y 70% esto debido a que contó con aislamientos de cepas nativas, 

esto confirma que las cepas obtenidas de un campo de cultivo afectado estarán adaptadas 

para responder con mayor eficacia para el control de los patógenos presentes (89).   

En el caso de Trichoderma la secreción de enzimas hidrolíticas (83) pueden 

contribuir en los mecanismos de bio control de dicha especie pues le permite asimilar 

nutrientes con mayor facilidad que los patógenos y competir con ellos por alimento 

permitiendo de esta manera un crecimiento más rápido   y una mayor área colonizada, 

así mismo Trichoderma es capaz de producir antibióticos responsables de inhibir el 

desarrollo de patógenos (86).  

Por su parte, B. subtilis es capaz de controlar diversos fitopatógenos en especial 

Fusarium sp.  debido a su la competencia por la rizosfera (90), producción de 

lipopéptidos enzimas (91) y antibiosis (92). Adicionalmente, la aplicación de B. subtilis 

en presencia o ausencia de F. oxysporum mejora la fisiología vegetal de las plántulas, 

incluida la clorofila total, los carotenoides totales, los niveles de enzimas antioxidantes 

(catalasa y peroxidasa) y el contenido total de prolina (93). 

3.4.  Preparación de inoculante biológico con la cepa seleccionada. 

La preparación de los productos finales a base de Trichoderma harzianum nativo 

se realizó en las instalaciones de la empresa Industria biotecnológica del Sur debido a que 

cuentan con la autorización de SENASA para producir, formular, envasar y distribuir 

productos biológicos, luego del proceso de producción masiva en sustrato arroz se realizó 

la preparación de dos inoculantes biológicos destinados a uso comercial (Figura 3.12) 

(Tabla 3.11).  
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Figura 3.12. Bioformulados a base de Trichoderma harzianum nativo.          

En A) Producción en sustrato sólido, B) Formulación polvo mojable, C) Formulación 

suspensión concentrada. 

 

Tabla 3.11 Características de formulados a base de Trichoderma harzianum nativo 

 Formulación 

1 

Formulación 2 

Tipo de 

formulación 

Polvo 

mojable (WP) 

Suspensión 

concentrada 

(SC) 

Estado Sólido Líquido 

Concentración 1x108 

esporas/g 

1x108 

esporas/mL 

Viabilidad 97% 97% 

Pureza 100% 100% 
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 Se obtuvo dos formulaciones, una en formulación sólida de tipo polvo mojable (PM) 

con una concentración de 1x108 esporas/g y una formulación en líquido de tipo suspensión 

concentrada (SC) con una concentración de 1x108 esporas/mL. En formulaciones de 

plaguicidas comerciales existen las formulaciones comunes en líquido y sólido y las 

formulaciones especiales; dentro de las formulaciones líquidas se tiene a líquidos solubles, 

concentrados emulsionables, concentrados suspendidos, micro emulsiones, emulsiones 

concentradas en agua , suspoemulsiones y líquidos ultrabajo volumen cada una de ellas con 

su características propias, en esta investigación se desarrolló la fórmula de suspensión 

concentrada por ser un líquido con principio activo sólido más sustancias auxiliares y 

componentes especiales (95), no cae dentro de la categoría líquido soluble puesto que se 

empelan esporas de Trichoderma como principio activo mas no una sustancia química hidro 

soluble y es en base agua, por ello la formulación empleada de suspensión concentrada es 

adecuada puesto que el empleo de un dispersante permite la suspensión homogénea de las 

esporas en el medio acuoso manteniendo su estabilidad, las ventajas de la formulación líquida 

recaen en evitar polvos aspirables, evitar sedimentos solubles que taponen sistemas de riego 

tecnificado, evitar sedimentación que afecte la dosificación , facilitar aplicación por drones 

o avión y optimizar la eficacia del principio activo (94) .  

Por su parte la formulación de polvo mojable difiere de la de polvo soluble puesto que para 

tener la clasificación de polvo soluble el principio activo deberá ser soluble y en conjunto 

formar una solución verdadera, en este caso el polvo mojable a base de Trichoderma es 

comúnmente utilizado por su facilidad en formulación y estabilidad al almacenamiento, sin 

embargo presenta desventajas como difícil dosificación, requiere agitación, puede afectar los 

accesorios del sistema tecnificado y se tiene exposición al polvillo al momento de la 

preparación. 

En revisión bibliográfica en textos en idioma inglés y español se registraron 164 artículos 

referentes a la formulación de polvo mojable o polvo humectable y 211 para la formulación 

de suspensión concentrada, siendo un número mucho menor para otro tipo de formulaciones. 

Por ello, están dos formulaciones son las más adecuadas para el desarrollo de un producto 

comercial de Trichoderma siendo su empleo en formulación sólida o líquida según los fines 
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convenientes, por ejemplo, en cultivos tecnificados o en grandes áreas destinadas para 

exportación se recomienda el uso de la formulación en líquido como suspensión concentrada 

y en producciones pequeñas o tradicionales es viable el uso de formulación en polvo mojable. 

Ambas formulaciones han sido desarrolladas a nivel comercial sin embargo no se dio su 

evaluación en campo debido a la normativa vigente emitida por el ministerio de agricultura 

y Riego (MINAGRI), en el cual según DS 001-2015- MINAGRI (94) que aprueba el 

reglamento del Sistema Nacional de Plaguicidas de uso Agrícola para realizar ensayos en 

campo se requiere de ensayos de eficacia realizados bajo protocolo aprobado por SENASA 

y ejecutados por un ingeniero agrónomo inscrito en el padrón de experimentadores de ensayo 

habilitados por SENASA, de realizarse ensayos de eficacia sin permiso por la autoridad 

competente recae en una infracción de tipo grave y de realizarse otros ensayos previos sin 

permiso experimental son infracciones muy grave; por lo consiguiente, es importante 

mencionar que se tienen ambos formulados los cuales serán validados siguiendo la normativa 

vigente en cumplimiento con las normas peruanas no siendo posible realizar pruebas propias 

en campo.  
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_____________________________________________________________________ 

4. CAPITULO IV 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

_____________________________________________________ 

1.1. CONCLUSIONES 

 

PRIMERA 

Se aislaron cepas nativas de la parcela M20 del Sector de la pampa El Alto del distrito de la 

Punta de Bombón de la provincia de Islay en el Región Arequipa; Fusarium oxysporum fue 

aislado a partir de tallo afectado, Bacillus subtilis a partir de suelo específicamente de la 

rizosfera, Trichoderma harzianum fue aislado mediante trampas de arroz. Adicionalmente se 

observó la presencia de Aspergillus niger y Penicillium glabrum.  

SEGUNDA  

Para la cinética de crecimiento de los biocontroladores se trabajó en ambos casos con dos 

medios uno sintético y un medio industrial. Para Bacillus subtilis nativo se obtuvo un mayor 

desarrollo en medio soya melaza alcanzando una concentración de 7.08x108 UFC/mL a las 

24 horas a diferencia del caldo nutritivo donde solo se alcanzó 1.65x108 UFC/mL a las 12 

horas. Trichoderma harzianum tuvo buen crecimiento en los dos medios evaluados 

mostrando mayor desarrollo de en medio arroz frijol con 8.78x108 esporas/mL a las 144 horas 

y caldo papa dextrosa alcanzó 6.22x108 esporas/mL al cabo de 168 horas. Se evidencia que 

los medios industriales representan una alternativa económica y viable para el cultivo de los 

biocontroladores. 

TERCERA 

Se realizó la evaluación del porcentaje de inhibición de crecimiento radial de Fusarium 

oxysporum por acción de Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis tanto de las cepas 

nativas como de cepas comerciales.  Identificando que Trichoderma harzianum nativo 
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presentó elevada capacidad de inhibición con un 76.28%, seguido de Bacillus subtilis nativo 

con 40.71%, luego por Bacillus subtilis comercial con 28.85% y finalmente por Trichoderma 

harzianum comercial con 18.97%, esto probablemente debido a que las cepas nativas se 

encontraban adaptadas y activas en comparación con las cepas comerciales que provenían de 

productos contaminados y de baja calidad. 

CUARTA 

Se realizó la preparación de dos formulados comerciales empleando Trichoderma harzianum 

nativo como principio activo, su producción masiva se realizó sobre arroz y en bolsas según 

proceso estandarizado de SENASA. La formulación polvo humectable presentó una 

concentración de 1x1010esporas/g y la suspensión concentrada una concentración de 2X108 

esporas/mL, en ambos casos la viabilidad fue de 97% y la pureza 100%.  
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1.2. RECOMENDACIONES 

 

- Realizar el diagnóstico fitopatológico completo del cultivo incluyendo la 

identificación de bacterias en partes vegetales puesto que se observaron lesiones en 

tallos. 

- Actualizar el análisis de suelo de la parcela M20, para poder mejorar el manejo 

agronómico del cultivo de pitahaya. 

- Se recomienda implementar una zona para el descarte de las partes vegetales 

enfermas y de esta manera evitar diseminación en el cultivo. 

- Aplicar los formulados obtenidos para mantenimiento preventivo del cultivo de 

pitahaya y favorecer la inoculación de Trichoderma harzianum nativa en la parcela 

M20.
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ANEXOS 

Anexo 1. Cinética crecimiento Bacillus. 

 

 

CN1 CN2 CN3 CN1 CN2 CN3 CN1 CN2 CN3 CN1 CN2 CN3

1 10 7 12 20 15 21 27 24 35 29 25 34

2 7 16 20 18 19 17 24 21 22 31 30 35

3 12 14 15 17 14 18 25 23 24 25 25 33

4 11 17 10 19 23 24 20 26 25 28 30 27

5 13 14 10 15 22 24 28 29 22 24 23 31

dilucion

UFC/ml 2.65E+06 3.40E+06 3.35E+06 4.45E+06 4.65E+06 5.20E+06 6.20E+06 6.15E+06 6.40E+06 6.85E+06 6.65E+06 8.00E+06

CN1 CN2 CN3 CN1 CN2 CN3 CN1 CN2 CN3 CN1 CN2 CN3

1 79 64 80 42 32 30 54 36 45 74 45 57

2 83 79 81 42 41 39 54 50 50 72 45 64

3 62 70 72 36 36 40 44 47 49 60 48 51

4 70 73 81 23 33 21 37 46 51 54 48 52

5 75 68 86 43 34 32 49 67 57 62 44 68

dilucion 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10

UFC/ml 1.85E+07 1.77E+07 2.00E+07 9.30E+07 8.80E+07 8.10E+07 1.19E+08 1.23E+08 1.26E+08 1.61E+08 1.15E+08 1.46E+08

CN1 CN2 CN3 CN1 CN2 CN3 CN1 CN2 CN3 CN1 CN2 CN3

1 66 65 50 74 65 67 66 65 70 62 66 62

2 60 68 52 72 65 64 70 68 62 69 78 58

3 62 43 51 60 68 71 62 63 71 63 65 68

4 61 43 60 54 58 62 61 63 60 62 66 74

5 73 63 79 62 54 68 73 63 79 70 58 67

dilucion 0.10 0.10 0.10 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1

UFC/ml 1.61E+08 1.41E+08 1.46E+08 1.61E+08 1.55E+08 1.66E+08 1.66E+08 1.61E+08 1.71E+08 1.63E+08 1.67E+08 1.65E+08

CN1 CN2 CN3 CN1 CN2 CN3 CN1 CN2 CN3 CN1 CN2 CN3

1 60 64 65 62 59 55 32 45 30 85 109 94

2 66 62 68 64 62 68 33 33 28 91 88 80

3 63 69 67 60 67 70 45 29 35 91 111 90

4 69 74 66 56 61 52 28 41 44 100 118 72

5 66 66 66 69 60 63 30 36 39 92 123 81

dilucion 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1

UFC/ml 1.62E+08 1.68E+08 1.66E+08 1.56E+08 1.55E+08 1.54E+08 8.40E+07 9.20E+07 8.80E+07 2.30E+07 2.75E+07 2.09E+07

caldo nutritivo
1 2 3 4

6 7 8

10 11 12

15 24

9

14 48

5

CN1 CN2 CN1 CN2 CN1 CN2 CN1 CN2
1 6 7 8 8 12 10 16 15
2 7 8 9 9 8 13 11 12
3 5 6 8 8 15 16 16 15
4 4 5 4 7 9 9 12 18
5 6 6 9 7 10 9 19 16

dilucion
UFC/ml 1.40E+06 1.60E+06 1.90E+06 1.95E+06 2.70E+06 2.85E+06 3.70E+06 3.80E+06

CN1 CN2 CN1 CN2 CN1 CN2 CN1 CN2
1 25 18 22 21 32 30 14 12
2 22 17 35 23 29 30 16 10
3 20 25 24 25 33 28 19 8
4 15 20 30 18 29 26 20 15
5 14 19 26 32 22 29 13 19

dilucion
UFC/ml 4.80E+06 4.95E+06 6.85E+06 5.95E+06 7.25E+06 7.15E+06 4.10E+07 3.20E+07

CN1 CN2 CN1 CN2 CN1 CN2 CN1 CN2
1 15 17 18 30 23 25 35 35
2 19 24 22 19 26 31 41 44
3 22 27 25 17 30 26 30 52
4 21 20 19 25 25 23 49 49
5 25 19 23 22 24 25 39 36

dilucion 0.10 0.10 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
UFC/ml 5.10E+07 5.35E+07 5.35E+07 5.65E+07 6.40E+07 6.50E+07 9.70E+07 1.08E+08

CN1 CN2 CN1 CN2 CN1 CN2 CN1 CN2
1 52 69 9 11 22 31 38 36
2 55 79 4 8 28 30 32 32
3 68 80 12 12 31 25 26 29
4 80 52 8 10 30 28 31 30
5 69 65 8 9 26 32 30 24

dilucion 0.1 0.1 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
UFC/ml 1.62E+08 1.73E+08 2.05E+08 2.50E+08 6.85E+08 7.30E+08 7.85E+08 7.55E+08

MEDIO SOYA MELAZA

10 11 12

14 15 24 48

2 3 4

5 6 7 8

1

9
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Anexo 2. Cinética de crecimiento Trichoderma. 

 

 

PDA1 PDA2 PDA3 PDA1 PDA2 PDA3 PDA1 PDA2 PDA3 PDA1 PDA2 PDA3

1 35 29 42 45 109 94 11 15 18 8 11 9

2 24 39 36 74 88 80 12 16 11 12 9 9

3 20 35 29 61 111 100 19 9 12 9 8 12

4 19 30 38 60 118 72 13 11 9 12 7 13

5 22 30 30 42 123 81 10 17 11 11 13 9

dilucion 0.1 0.1 0.1 0.01 0.01 0.01

UFC/ml 6.00E+06 8.15E+06 8.75E+06 1.41E+07 2.75E+07 2.14E+07 3.25E+07 3.40E+07 3.05E+07 2.60E+08 2.40E+08 2.60E+08

PDA1 PDA2 PDA3 PDA1 PDA2 PDA3 PDA1 PDA2 PDA3 PDA1 PDA2 PDA3

1 15 16 12 25 20 25 23 22 32 25 23 28

2 15 17 15 25 29 19 29 21 20 27 28 28

3 18 15 16 18 26 23 32 30 21 27 23 21

4 12 12 12 19 19 20 22 21 22 21 25 22

5 11 15 17 22 19 21 20 29 29 25 27 27

dilucion 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

UFC/ml 3.55E+08 3.75E+08 3.60E+08 5.45E+08 5.65E+08 5.40E+08 6.30E+08 6.15E+08 6.20E+08 6.25E+08 6.30E+08 6.30E+08

PDA1 PDA2 PDA3 PDA1 PDA2 PDA3 PDA1 PDA2 PDA3 PDA1 PDA2 PDA3

1 26 27 27 28 29 26 23 28 27 21 25 20

2 29 21 28 22 25 23 26 20 27 21 29 25

3 22 28 24 21 24 21 27 24 21 22 20 23

4 23 25 26 23 23 27 28 28 29 26 21 25

5 26 21 22 26 21 30 27 20 26 23 23 24

dilucion 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

UFC/ml 6.30E+08 6.10E+08 6.35E+08 6.00E+08 6.10E+08 6.35E+08 6.55E+08 6.00E+08 6.50E+08 5.65E+08 5.90E+08 5.85E+08

216 240 264 288

120 144 168 192

caldo nutritivo
24 48 72 96

AF AF AF AF AF AF AF AF

1 30 66 398 316 9 10 16 15

2 38 45 402 352 12 13 21 20

3 36 63 352 298 11 16 16 15

4 46 69 389 308 13 9 17 18

5 42 75 410 364 11 9 19 16

dilucion 0.01 0.01 0.01 0.01

UFC/ml 9.60E+06 1.59E+07 9.76E+07 8.19E+07 2.80E+08 2.85E+08 4.45E+08 4.20E+08

CN1 CN2 CN1 CN2 CN1 CN2 CN1 CN2

1 31 38 35 39 40 39 38 38

2 41 30 33 31 35 32 31 38

3 31 32 35 33 31 35 30 34

4 32 33 36 36 34 39 35 32

5 31 30 39 34 39 31 37 32

dilucion 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

UFC/ml 8.30E+08 8.15E+08 8.90E+08 8.65E+08 8.95E+08 8.80E+08 8.55E+08 8.70E+08

CN1 CN2 CN1 CN2 CN1 CN2 CN1 CN2

1 38 40 39 40 40 39 38 39

2 36 30 34 37 40 33 34 30

3 39 32 30 37 39 34 36 35

4 39 30 31 31 30 32 33 32

5 34 35 36 31 37 39 37 37

dilucion 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

UFC/ml 9.30E+08 8.35E+08 8.50E+08 8.80E+08 9.30E+08 8.85E+08 8.90E+08 8.65E+08

168 192

216 240 264 288

120 144

MEDIO SOYA MELAZA

24 48 72 96
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Anexo 3. Resultados de análisis de suelos. 

 

Anexo 4. Parcela M20 con Pitahayas en el sector paraje de la Pampa El Alto, Punta de 

Bombón, Arequipa. 
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Anexo 5. Muestreo realizado en la parcela M20.  

 

Anexo 6. Síntomas en muestras vegetales recolectadas de la parcela M20. 
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Anexo 7. Preparación de trampas de arroz. 

 

Anexo 8. Trampas de arroz con microorganismos. 
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Anexo 9. Medios de cultivo para cinética microbiana. 

 

Anexo 10. Productos comerciales Trichoderma y Bacillus subtilis. 

 

Anexo 11. Composición de medio de cultivo Rojo de metilo Voges Proskauer (MRVP). 

MEDIO MRVP 

Composición medio MRVP g/L 

Peptona 7.0 

Glucosa 5.0 

Fosfato de potasio dihidratado 5.0 

        pH 6.9+/-0.2 
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Suspender 17 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Reposar 5 minutos. Calentar con 

agitación frecuente y llevar a ebullición para disolución total. Distribuir en tubos y 

esterilizar en autoclave a 118- 121°C durante 15 minutos. 

Lectura de Medio Voges: Prueba del Voges Proskauer: añadir 0,6 mL de alfa naftol al 5% 

en alcohol etílico y 0.2 mL de hidróxido de potasio al 40% a 2.5 mL de cultivo. Agitar 

vigorosamente el tubo, y dejar a temperatura ambiente durante 10-15 minutos. Observar el 

color de la superficie del medio. 

En algunas cepas positivas para la prueba VP, puede no desarrollar el color rojo en la 

superficie mediante el revelado por la metodología descripta anteriormente. En estos casos, 

se recomienda calentar el medio de cultivo para favorecer el desarrollo de color rojo. 

Prueba de Voges Proskauer: 

- Resultado positivo: desarrollo de un color rojo en pocos minutos después de una 

completa agitación del tubo. 

- Resultado negativo: ausencia de color rojo. 

 


