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RESUMEN 

El uso de biofungicidas es una alternativa a los fungicidas convencionales, debido 

a su bajo impacto ambiental. El objetivo del estudio fue evaluar la eficiencia de las 

cepas bacterianas Bacillus methylotrophicus (FR4B12) y B. subtilis (P24), y la 

levadura Metschnikowia pulcherrima (NB9) como agentes de biocontrol de la 

podredumbre gris causada por Botrytis cinerea, en frutos de uva y plantas de vid. 

Para ello se realizaron ensayos in vitro mediante confrontaciones duales entre el 

patógeno y los antagonistas, donde se registró la inhibición del crecimiento 

micelial en cada tratamiento. Posteriormente, los antagonistas se llevaron a 

ensayos de control de infección en frutos de uva de mesa “Green seedless” 

previamente infectados con Botrytis, los valores obtenidos se convirtieron en 

grados angulares para su análisis de varianza y la prueba Post Hoc Tukey (95%). 

FR4B12 y NB9 fueron seleccionadas para aplicarse en dos variedades de vid 

(Vitis vinifera L.), “Cabernet Sauvignon” y “Syrah”, inoculadas previamente con B. 

cinerea. Después de dos semanas, la necrosis causada por Botrytis en hojas fue 

registrada mediante captura de imágenes digitales en el software ImageJ, el 

análisis de datos se realizó mediante la comparación del daño foliar entre los 

tratamientos, aplicando un modelo lineal generalizado con distribución de error 

quasibinomial y función de ligamiento logit. En los ensayos duales la cepa FR4B12 

mostró baja eficiencia para inhibir el crecimiento de B. cinerea con un 40.9%. 

Mientras que en frutos, las cepas P24 y NB9 mostraron un 90.1% y 89.7%, 

respectivamente, en control de la infección, siendo similares entre ellos (P>0.05). 

En los ensayos en planta en invernadero, el tratamiento con FR4B12 registró 6.5% 

del área dañada en las hojas, y NB9 un 19.7% de daño (P <0.05). No 

encontrándose diferencias en la incidencia de daños en comparación con el 

control positivo (P> 0.05%) (84.3%). En conclusión FR4B12 y NB9 presentan 

mejor efecto de biocontrol de Botrytis en hojas y frutos, respectivamente.  

Palabras clave: Bacillus subtilis, Bacillus methylotrophicus, Metschnikowia 

pulcherrima, antagonismo, Querétaro. 
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ABSTRACT 

The use of biofungicides is an alternative to conventional fungicides, due to its low 

environmental impact. The objective in this study was to evaluate the efficiency of 

the bacterial strains Bacillus methylotrophicus (FR4B12) and B. subtilis (P24), and 

the yeast Metschnikowia pulcherrima (NB9) as biocontrol agents of gray rot caused 

by Botrytis cinerea, this in grape fruits and grape plants. For this, in vitro tests were 

carried out by means of dual confrontations between the pathogen and the 

antagonists, where the growth radius was measured in each treatment, the same 

antagonist strains were tested in grape fruits "Green seedless" that was previously 

induced infection, the damage values presented in both cases were converted into 

angular degrees for their analysis of variance and the Post Hoc Tukey test (95%). 

FR4B12 and NB9 were selected to be applied to two varieties of vine plants (Vitis 

vinifera L.), “Cabernet Sauvignon” and “Syrah”, previously inoculated with B. 

cinerea. After two weeks, the necrosis caused by Botrytis in leaves was recorded 

by digital image capture in the ImageJ software, the data analysis was performed 

by comparing the leaf damage between the treatments, applying a generalized 

linear model with quasibinomial error distribution and logit linkage function. In the 

dual tests the strain FR4B12 showed low efficiency to inhibit the growth of B. 

cinerea with 40.9%. While in fruits, the P24 and NB9 strains showed 90.1% and 

89.7%, respectively, of control in damage, being similar between them (P> 0.05). In 

the greenhouse plant trials, the treatment with FR4B12 registered 6.5% of the 

damaged area on the leaves, and NB9 a 19.7% damage (P <0.05). No differences 

were found in the incidence of damage compared to the positive control (P> 

0.05%) (84.3%). In conclusion, FR4B12 and NB9 show a better biocontrol effect of 

Botrytis in leaves and fruits, respectively. 

Key Words: Bacillus subtilis, Bacillus methylotrophicus, Metschnikowia 

pulcherrima, antagonism, Querétaro.  Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



4 
 

DEDICATORIAS 

A mis padres, con cada sonrisa, abrazo, sacrificio, regaños y palabras 

me motivaron, por ellos llegué a este momento. 

 

A mis hermanos, los cuales sé que siempre estarán ahí. 

 

A Paola Isabel y Fátima Ojeda, quienes se convirtieron  

en mi segunda familia en este trayecto. 

 

A Maximiliano Ruíz, quien con sus pláticas, salidas, risas, corajes, 

preguntas y compañía me ayudó a ver un mejor mundo. 

 

A mis docentes, ahora amigos, los cuales 

siempre complementaron mi desarrollo profesional y  

personal, además de hacerme aceptar cada reto. 

 

A mis nuevos amigos de Química, quienes me hicieron 

 sentir bienvenido en su facultad. 

 
 

 

“La vida es una unión simbiótica y cooperativa que permite triunfar a 

los que se asocian” – Lynn Margulis  

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



5 
 

AGRADECIMIENTOS 

 

A CONACyT, que apoya el desarrollo del proyecto de problemas nacionales con 

número de registro FCQ201843, gracias al cual se pudo desarrollar esta 

propuesta. 

Al Dr. Juan Ramiro Pacheco, quien me abrió las puertas de su laboratorio, además 

de sus consejos sobre cómo compartir, desarrollar y plasmar las ideas.  

A la Universidad Autónoma de Querétaro que siempre motiva el desarrollo 

profesional de los alumnos que la conforman. 

A todo el equipo del laboratorio, por sus consejos, dirección, comentarios, risas y 

buenos ratos en el desarrollo del proyecto. 

 

  

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



6 
 

ÍNDICE 

 

RESUMEN ......................................................................................................................... 1 

ABSTRACT ....................................................................................................................... 3 

DEDICATORIAS ................................................................................................................ 4 

AGRADECIMIENTOS ........................................................................................................ 5 

ÍNDICE .............................................................................................................................. 6 

ÍNDICE DE CUADROS ...................................................................................................... 8 

ÍNDICE DE FIGURAS ........................................................................................................ 9 

I.      INTRODUCCIÓN .................................................................................................. 11 

II.     ANTECEDENTES ................................................................................................. 13 

II.I Biología e importancia de la uva (Vitis vinifera L.) ................................................... 13 

II.II Producción de uva .................................................................................................. 14 

II.III Enfermedades que afectan la vid .......................................................................... 17 

II.IV Biología de B. cinerea ........................................................................................... 20 

II.V Reproducción y dispersión ..................................................................................... 20 

II.VII Métodos de detección .......................................................................................... 23 

II.VIII Tratamientos convencionales y nuevas alternativas del manejo de enfermedades

 ..................................................................................................................................... 24 

II.IX Biocontrol de B. cinerea ........................................................................................ 29 

III. HIPÓTESIS ........................................................................................................... 32 

IV. OBJETIVOS .......................................................................................................... 33 

IV.I General .................................................................................................................. 33 

IV.II Específicos ........................................................................................................... 33 

V.     METODOLOGÍA ................................................................................................... 34 

V.I Material biológico .................................................................................................... 34 

V.II Ensayo in vitro: cultivos duales .............................................................................. 34 

V.III Ensayo in vivo: frutos de vid ................................................................................. 36 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



7 
 

V.III Ensayo in vivo: invernadero .................................................................................. 39 

V.IV Área foliar afectada .............................................................................................. 43 

V.V Incidencia y severidad de daño ............................................................................. 45 

VI. RESULTADOS ...................................................................................................... 46 

VI.I Ensayo in vitro: Cultivos duales ............................................................................. 46 

VI.II Ensayo in vivo: Frutos de vid ................................................................................ 48 

VI.II Resultados de ensayo en vivero ........................................................................... 50 

VII. DISCUSIÓN .......................................................................................................... 54 

VIII. CONCLUSIONES ................................................................................................. 60 

LITERATURA CITADA .................................................................................................... 61 

ANEXO ............................................................................................................................ 76 

 

  

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



8 
 

ÍNDICE DE CUADROS 

 

Cuadro 1. Principales variedades y uso de uva cultivadas en México .................. 16 

Cuadro 2. Principales fungicidas químicos empleados en prevenir o 

combatir la pudrición gris ..................................................................... 26 

Cuadro 3. Principales fungicidas con base en extractos de plantas 

comercializados en México. ................................................................. 27 

Cuadro 4. Características de morfología y de madurez de las uvas usadas 

en el ensayo. ........................................................................................ 36 

Cuadro 5. Analisis de datos entre los factores, donde se muestra a los 

tratamientos como variable significativa. .............................................. 51 

Cuadro 6. Comparacion entre tratamientos, donde se muestra la diferencia 

que existe entre tratamientos. .............................................................. 51 

Cuadro 7. Porcentajes de incidencia y severidad para cada tratamiento. 

Letras diferentes representan diferencias significativas. ...................... 53 

 

  

 

 

  

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



9 
 

ÍNDICE DE FIGURAS 

Figura 1. Caracteres morfologicos de la hoja de vid que permiten su 

caracterización a nivel de variedad ...................................................... 13 

Figura 2. Proporciones de producción de uva en cada continente para el 

ciclo 2016-2017. ................................................................................... 15 

Figura 3. Producción de uva neta en México para el ciclo 2016-2017. ................. 15 

Figura 4. Enfermedades que afectan a la vid. ...................................................... 19 

Figura 5. B. cinerea infectando un cotiledón de Lisianthus; B. cinerea 

creciendo en medio enriquecido con jugo de tomate ........................... 20 

Figura 6. Ciclo de vida de Botrytis. ....................................................................... 21 

Figura 7. Estructuras de resistencia desarrolladas por Botrytis según las 

condiciones, en placas petri. ................................................................ 22 

Figura 8. Cuerpo fructífero de Botrytis, llamado Botryotinia fuckeliana ................. 22 

Figura 9. Desarrollo de un agente de biocontrol para su futura 

comercialización................................................................................... 28 

Figura 10. Establecimiento de cultivos duales para ensayos de 

confrontación ....................................................................................... 35 

Figura 11. Placa petri que muestra el crecimiento de B. cinerea, previo al 

ensayo con antagonistas y, grupo de réplicas en los ensayos 

duales. ................................................................................................. 36 

Figura 12. Proceso para la obtención de esporas del patógeno y obtención 

de células de los antagonistas provenientes de cultivos líquidos ........ 37 

Figura 13. Uvas estériles para el ensayo de control de infección y esquema 

del montaje .......................................................................................... 38 

Figura 14. Distribución de las plantas de vid empleadas para el ensayo de 

control de infección en invernadero. .................................................... 41 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



10 
 

Figura 15. Montaje de la prueba en invernadero .................................................. 42 

Figura 16. Registro de las condiciones, temperatura y humedad relativa ............. 42 

Figura 17. Esquema de la captura de imágenes en el ensayo en 

invernadero .......................................................................................... 43 

Figura 18. Imágenes capturadas para determinar el daño por Botrytis en 

hoja en cada tratamiento ...................................................................... 44 

Figura 19. Eficiencia de los agentes de control biológico sobre seis cepas 

de B. cinerea, de acuerdo al porcentaje de inhibición in vitro. ............. 46 

Figura 20. Cultivos duales de B. cinerea vs antagonistas ..................................... 47 

Figura 21. Porcentajes de inhibición de cada antagonista sobre cada cepa 

de B. cinerea evaluada ........................................................................ 48 

Figura 22. Uvas de la variedad Green seedless empleadas para el ensayo. ....... 49 

Figura 23. Actividad inhibitoria de los agentes antagonistas en el ensayo en 

frutos.. .................................................................................................. 50 

Figura 24. Porcentaje de área total foliar sana y con daño en cada 

tratamiento ........................................................................................... 52 

  

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



11 
 

I. INTRODUCCIÓN 

Durante los últimos años la producción de uva (Vitis vinifera L.) ha aumentado un 

6.05% en nuestro país (SAGARPA, 2017) donde la calidad del fruto es lo que 

determina la rentabilidad del cultivo, Velásquez et al. (2013) indican que el mal 

manejo de los viñedos, la susceptibilidad a plagas y la incidencia de enfermedades 

merma la cosecha. 

Entre las enfermedades con mayor incidencia en vid se encuentran la pudrición 

negra, la agalla de la corona, la enfermedad de Pierce, el enrollamiento de las 

hojas, el oídio y la podredumbre gris (Kiss et al., 2016). B. cinerea es el agente 

causal de la podredumbre gris, reportado en más de 200 especies de plantas, 

tales como manzana, fresa, col, zanahoria, mostaza, pimiento y uva entre otros, 

en las que primeramente es observable un característico micelio gris que culmina 

en pudrición (Pande et al., 2006; Koike et al., 2016). 

Se le considera de importancia económica, ya que se calcula una inversión global 

de hasta mil millones de euros anuales en su prevención (Dean et al., 2012; Kiss 

et al., 2016), dicho impacto se considera un obstáculo para alcanzar los objetivos 

de comercialización de uva, tal es el caso de Querétaro, el cual cuenta con las 

condiciones climáticas necesarias para su cultivo, sin embargo, el alto costo de los 

insumos y servicios requeridos, la falta de capacitación, lo demandante y delicado 

que es atender el plantío de vid, entre otras, dando como resultado una baja 

producción según el potencial calculado (Amo-Flórez, 2018; SAGARPA-CMV, 

2018; ENA, 2018).  

El monitoreo temprano, evaluación e identificación de enfermedades en plantas es 

importante para evitar pérdidas. Al inicio resultaban costosos estos análisis; sin 

embargo, han mejorado y reducido sus costos, por lo que ha beneficiado 

diferentes áreas de estudio, tal es el caso de la farmacéutica, biotecnología y 

agronomía, entre otras (Kolukisaoglu y Thurow, 2010; Mayr y Bojanic, 2009) lo que 

ha permitido el desarrollo de alternativas para hacer frente a tales obstáculos. 
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El desarrollo de programas de software para estimar daños ha sido extenso, entre 

ellos destaca ImageJ, por ser de código libre y operar en cualquier sistema 

operativo (Abramoff et al., 2004; Ferreira y Rasband, 2012), Papadupolus et al. 

(2007) describen al programa como una eficiente herramienta por su fácil 

adaptación según el objetivo de estudio.  

Anteriormente, al observar señales de infección en cultivos, se hacía uso de 

fungicidas sintéticos para combatir la enfermedad, su adquisición y uso se 

regularizó por daños al ambiente y a la salud pública (Romanazzi y Feliziani, 2014; 

Romanazzi et al., 2016). Sin embargo, disminuir su uso no resultaba factible por la 

demanda de alimentos por lo tanto es indispensable el desarrollo de alternativas 

sustentables para el control de enfermedades; el control biológico surgió como una 

alternativa para el tratamiento de enfermedades en diferentes cultivos (Janisiewicz 

y Korsten, 2002).  

Se define como biocontrol al conjunto de estrategias aplicadas para prevenir o 

tratar enfermedades usando otros organismos vivos como levaduras, hongos o 

bacterias o bien compuestos segregados por ellos, que presenten actividad 

antagónica sobre el patógeno, sin afectar al huésped o al humano (Romanazzi et 

al., 2016; Haidar et al., 2016; Flores-Ruíz et al., 2015). 

Shafi et al. (2017) y Tejera-Hernández et al. (2011) señalan a las bacterias del 

género Bacillus como eficientes al aplicarlas como control biológico. Por otro lado 

en las levaduras se reconocen representantes de los géneros Candida, 

Metschnikowia, Saccharomyces y Wickerhamomyces como agentes antagonistas 

de patógenos (Manso y Nunes, 2011; Parafati et al., 2015). 

El objetivo del presente trabajo consistió en evaluar el potencial antagónico de las 

bacterias B. methylotrophicus (Cepa FR4B12), B. subtilis (Cepa P24) y la 

levadura, M. pulcherrima (Cepa NB9), contra el hongo causante de la 

podredumbre gris (B. cinerea), mediante pruebas in vitro, en fruto y en plantas de 

vid infectadas. 
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II. ANTECEDENTES 

II.I Biología e importancia de la uva (Vitis vinifera L.) 

Rubio-Ramos (2011) describe la vid como arbusto o liana de tallo herbáceo con 

zarcillos opuestos a las hojas; Reynier (1995) señala a las hojas como estructuras 

que permiten el reconocimiento de las variedades de vid que se han desarrollado 

durante su domesticación (Figura 1).  

Figura 1. “Caracteres ampelográficos de la hoja, la hoja está organizada alrededor de las 
nervaduras […]” Descripción básica de hoja, de la cual con sus cambios permite 
reconocer algunas  variedades de vid (Reyinier, 1995). 

Las condiciones climáticas poseen una gran influencia en el ciclo fenológico y en 

la calidad del fruto, se conoce que es exigente de calor y humedad para su 

desarrollo, sin embargo puede resistir temperaturas bajas, entre los 10° y 30°C, 

llegando a tolerar hasta -15°C y una humedad relativa entre el 60 y 70%, 

resistiendo periodos de sequía (Rubio-Ramos, 2011; Song et al., 2015). 
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El consumo de uva o sus productos se asocia a efectos positivos a la salud 

humana. Toscano-Tavares et al. (2015) reportan mejoras en el estado de humor 

en personas que usualmente se encontrarían bajo estrés por incluir vino en sus 

dietas; Esteves-Mar (2016) menciona beneficios en el consumo de jugos a base 

de uva para personas con diabetes. Sus propiedades benéficas lo han convertido 

en un cultivo atractivo no solo como alimento. México está colocado como el 

vigésimo noveno productor de uva en el mundo; de manera interna el 50% de la 

producción en México se destina como uva industrial, principalmente para elaborar 

vino (SAGARPA-SIAP, 2018). 

 II.II Producción de uva  

Por sus características, propiedades y creciente popularidad, el cultivo de uva es 

uno de los de mayor producción, tan solo para el 2016 la FAO (por sus siglas en 

inglés: Food and Agriculture Organization) (2019) registró una producción de 74, 

992,047 toneladas y para el 2017 reportaron 74, 276,583 toneladas cosechadas 

globales. Siendo Europa quien se lleva la mayor producción de uva y Oceanía 

quien menos produce (Figura 2). 

Durante los últimos años la producción en nuestro país ha ido en aumento; tan 

solo en el periodo 2015 - 2016 se registró un crecimiento del 6.05%, con 351,309 

toneladas del fruto respecto al ciclo 2016 – 2017 donde se cosecharon 415, 889 

toneladas de uva (FAO, 2019) (Figura 3).  

En México se cultivan cerca de 80 variedades de uva (Cuadro 1), cuya producción 

se distribuye en 31,419 hectáreas del suelo nacional, de la uva obtenida el 50% se 

considera uva industrial  (SAGARPA-SIAP, 2019), es decir, entra en proceso para 

obtener un producto, tal es el caso del vino; entre las variedades cultivadas 

principalmente, se encuentra Cabernet sauvignon como la favorita para obtener 

vino tinto (SAGARPA-SIAP, 2018). Dire
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Figura 2. Proporciones de producción de uva en cada continente para el ciclo 2016-2017 
(Tomado de FAO, 2019). 

 

 

Figura 3. Producción de uva neta en México para el ciclo 2016-2017 (Tomado de FAO, 
2019). 
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Registros de la SAGARPA-SIAP (2018) reporta a Baja California como el principal 

productor de uva industrial para México; en la sexta posición podemos encontrar a 

Querétaro, en el cual durante las últimas dos décadas ha tomado fuerza la 

producción de uva principalmente por el sector de turismo que crece a la par de la 

demanda del producto (SAGARPA-CMV, 2018).  

Cuadro 1. Principales variedades y uso de uva cultivadas en México (Tomado de 
CEDRSSA, 2017). 

Variedades Tipo de vino  

 

Tintas, Nebbiolo, Garnacha, Petit 

Cabernet y Turinga Nacional. 

 

 

Tinto 

Merlot, Syrah, Chardonnay, Sauvignon 

Blanc, Moscatel, Lenuar, Globo Rojo, 

Malbec, Zinfandel y Chenin. 

 

Vino de mesa (blanco, tinto y generoso) 

Sauvignon Blanc, Macabeo, Pinot noir, 

Saint Emilio, Chenin Blanc y 

Chadonnay. 

 

Vinos espumosos (80%) 

Vinos tranquilos (20%) 

Syrah, Tempranillo, Cabernet 

Sauvignon, Salvador y Carignan. 

 

Tinto reserva, Tinto joven, blancos y 

rosados.  

Salvador y Carignan. Tinto, Blanco, Brandy Leal y 

Aguardiente de uva. 

 

 

El Consejo Mexicano Vitivinicola A.C. (2018) tiene registradas con mayor 

producción y consumo en el país las variedades rojas Cabernet Sauvignon, Merlot, 
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Syrah, Nebbiolo, Tempranillo, Zinfandel y Cabernet Franc y en variedades blancas 

estan Chardonnay, Chenin Blanc, Sauvignon Blanc. En el estado de Querétaro las 

variedades que se cultivan principalmente son Cabernet Sauvignon, Carignan, 

Salvador, Merlot, Tempranillo y Syrah (SAGARPA-SIAP, 2018). 

SIACON-SIAP (2019) reporta que en el estado de Querétaro se cultiva uva en los 

municipios de El Marqués, Ezequiel Montes, Huimilpan, Querétaro, San Juan del 

Río y Tequisquiapan; siendo Ezequiel Montes el mayor productor de uva en el 

estado y el municipio de Querétaro el menor con 1,073 y 3.4 toneladas, 

respectivamente para el año 2018, por lo que la producción de uva tiene un 

impacto en la economía del estado. 

Querétaro cuenta con una de las dos rutas del vino más importantes de México, 

dicha ruta comprende los municipios de Ezequiel Montes, San Juan del Rio y 

Tequisquiapan, en los que se considera de importancia económica por la derrama 

económica que representa para la población (Arévalo-Pacheco, 2018). 

Según la AVQ (2011) las condiciones climáticas del estado, tales como la 

variación de calor y frio, entre estaciones como el día y la noche, la humedad 

relativa,  radiación solar y vientos, entre otros, permiten cultivos de vid de calidad. 

La producción puede verse comprometida por retos sociales, sin embargo son los 

patógenos quienes afectan el rendimiento de la producción, principalmente de 

manera negativa (Citado en Juárez-Campusano, 2017, p. 6; Hunter y Bonnardot, 

2011), por lo que el desarrollo de estrategias sustentables para prevenir o tratar 

enfermedades se convierte en una necesidad para los productores locales y no 

locales.  

 II.III Enfermedades que afectan la vid 

Entre las principales enfermedades que afectan la producción de uva se 

encuentran la pudrición negra, la agalla de la corona, la enfermedad de Pierce, 

enrollamiento de las hojas, oídio y la podredumbre gris (Kiss et al., 2016), tales 

enfermedades son las que afectan con mayor incidencia los cultivos alrededor del 
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globo, por lo que estudios sobre prevenirlas y tratarlas han tomado fuerza en los 

últimos años. 

Guignardia bidwellii es el agente causal de la pudrición negra, germina después de 

haber tiempo húmedo prolongado, sólo afecta hojas jóvenes, por otro lado es el 

fruto donde el patógeno puede ingresar durante cualquier momento de su 

desarrollo (Figura 4A) (SENASICA, 2019). 

Agrobacterium tumefaciens, es la bacteria a la que se le atribuye la agalla de la 

corona, afecta diversos cultivos, entre ellos la vid, producen una excesiva  

multiplicación de las células de las plantas disminuyendo su vigor hasta llegar al 

decaimiento de la planta (Figura 4C)  (Coca-Morante, 2009). 

Xillela fastidiosa es quien causa la enfermedad de Pierce, se caracteriza por 

desarrollar clorosis en los márgenes de las hojas, las cuales se van secando 

concéntricamente con el paso del tiempo, hasta que cae la lámina de la hoja 

dejando el peciolo pegado al tallo (Figura 4D) (Guevara-Lugo, 2005). 

El enrollamiento de la hoja es atribuida a, por lo menos, nueve diferentes virus 

pertenecientes a la familia Closteroviridae, los cuales producen un enrollamiento 

de las láminas hacia abajo, junto con racimos de uva más pequeños y con menos 

cantidad de azúcar, los cuales también duran menos tiempo antes de pudrirse 

(Figura 4E)  (Monis, 2008). 

Erysiphe necator, hongo patógeno causante del Oídio en diferentes cultivos, entre 

ellos la vid, disminuye los sólidos solubles totales, cambia el color y aumenta la 

acidez de las plantas infectadas, es resistente a climas secos y extremadamente 

lluviosos (Figura 4F)  (Campbell et al., 2007). 

B. cinerea se considera de importancia económica por las pérdidas que genera, ya 

que es el agente causal de la podredumbre gris (Figura 4B). Tal enfermedad 

puede manifestarse según la planta y el órgano infectado; sin embargo, tiende a 

pudrir tejidos y producir un característico micelio gris. La prevención de la 
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enfermedad se dificulta por su capacidad de desarrollo, infección, dispersión y 

resistencia. Se reporta como agente de infección en más de 200 especies de 

plantas, entre ellas la vid (Koike et al., 2016). 

Myresiotis et al. (2007) mencionan plasticidad adaptativa en B. cinerea, el cual 

desarrolla resistencia a fungicidas químicos que se aplicaban para su tratamiento 

o prevención, por otro lado, la misma característica le permite desarrollarse en 

tejidos dañados, senescentes o muertos. Sus estrategias de dispersión son 

conidios, esporas asexuales, racimos de esporas y esclerocios, ésta última le 

permite soportar condiciones secas, calurosas o frías.  

Las características que se han reportado, le permiten dispersarse por aire, 

salpicadura de agua, herramienta y suelo que haya tenido contacto con alguna 

planta previamente infectada (Figura 4B) (Holz et al., 2007), por lo que el 

desarrollo de estudios para tratar y prevenir la podredumbre gris se ha impulsado 

en los últimos años. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D E F 

A B C 

Figura 4. Ejemplos de enfermedades en vid: A) pudrición negra, B) Pudrición gris, C) 
Agalla de la corona, D) Enfermedad de Pierce, E) Enrollamiento de hoja y F) Oídio 
(Tomadas de SYNGENTA, 2011). 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



20 
 

II.IV Biología de B. cinerea 

El género Botrytis alberga más de 30 especies (Walker, 2016). De Miccolis-

Angelini et al. (2016) señalan dos clados diferenciados, uno contiene cuatro 

especies patógenas exclusivas de eudicotiledóneas, mientras que el segundo 

alberga quince especies que afectan monocotiledóneas y tres patógenas de 

eudicotiledóneas.  

Este patógeno tiene un estilo de vida necrotrófica, por lo que después de la 

infección y muerte de los tejidos, continua su ciclo reproductivo en los tejidos 

muertos (Koike et al., 2016) tal comportamiento dificulta su control por lo que el 

registro de hospederos conocidos va en aumento, llegando a 596 géneros de 

plantas vasculares susceptibles (Figura 5A y 5B) (Elad et al., 2016). Sanzani et al. 

(2012) señalan que su capacidad de mantenerse en latencia dificulta su detección, 

por lo tanto disminuye las oportunidades de prevención o mitigación de daños.  

 

Figura 5. A) B. cinerea infectando un cotiledón de Lisianthus; B) B. cinerea creciendo en 
medio enriquecido con jugo de tomate (Tomado de Elad et al., 2016). 

II.V Reproducción y Dispersión 

Como muchos hongos, B. cinerea cuenta con dos fases de reproducción, sexual y 

asexual (Figura 6). En su estadio asexual produce numerosos conidios (Figura 

7A), tales estructuras son de vida corta por su baja resistencia a las condiciones 

ambientales; sin embargo, también pueden producir estructuras de mayor 
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resistencia, tal es el caso de los esclerocios (Figura 7B), los cuales son 

considerados como la estructura más importante en la supervivencia y dispersión 

del patógeno; bajo condiciones controladas se calcula una vida media de doce 

semanas viable (Blanco et al., 2006; Holz et al., 2007). 

 

 

El estado teleomorfo de B. cinerea (Figura 8) es conocido como Botryotinia 

fuckeliana, su propagación es principalmente por viento (Dewey y Grant-Downton, 

2015). Faretra y Antonacci (1987) y Faretra et al. (1988) reportaron protocolos 

para inducir la generación de apotecios de B. cinerea en condiciones de 

laboratorio (Citado en Beever y Weeds, 2007), la poca información que se tiene 

sobre esta especie puede ser al no considerarle de importancia económica por la 

baja incidencia y casi nulos daños en cultivos de interés alimenticio. 

Figura 6. Diagrama del ciclo de vida de B. cinerea (Anónimo, 2018). 
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Figura 8. Cuerpo fructífero de Botrytis, llamado Botryotinia fuckeliana (Tomado de Beever 

y Weeds, 2007). 

Holz et al. (2007) señalan a los ciclos de vida de B. cinerea intrínsecamente 

relacionados con la fenología de las plantas hospederas. La latencia del hongo, 

así como las estructuras que genera para resistir las condiciones climáticas, 

juegan un rol importante en los ciclos de la enfermedad (Miclea et al., 2015) ya 

que cada parte del hongo, en cualquiera de sus ciclos, puede fungir como inoculo 

para dispersarse (Beever y Weeds, 2007; Elad et al., 2016). 

Figura 7. Estructuras de resistencia desarrolladas por Botrytis según las condiciones, A) 
conidióforos y B) esclerocios formados en placas petri (Tomado de Brankica et al., 2014). 
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La temperatura promedio para la proliferación de B. cinerea, a través de conidios y 

micelio, es de 20 °C. La edad de la planta influye en el desarrollo de la 

sintomatología producida por el patógeno además de las condiciones de humedad 

y temperatura, las cuales se consideran los factores más importantes para el 

desarrollo completo del ciclo de infección (Ciliberti et al., 2015; Biratu, 2017). 

La inversión para prevenir la enfermedad en nuestro país asciende a $36,539 

pesos por hectárea, esto con el uso de químicos y fungicidas comerciales, sin 

dejar las actividades básicas necesarias en el mantenimiento de los cultivos. El 

uso de dichos productos resta valor a la cosecha por la creciente popularidad de 

los llamados cultivos orgánicos por lo que en los últimos años se han registrado 80 

centavos de utilidad por cada peso invertido en cultivos de uva (Borja-Bravo et al., 

2016), señalando la importancia del desarrollo de alternativas sustentables para 

dicho problema, haciendo los cultivos más rentables y competitivos en el mercado 

nacional e internacional. 

II.VII Métodos de detección 

Para la selección del método de prevención o tratamiento es necesario una 

correcta identificación del agente causal de la enfermedad. Convencionalmente se 

hace uso de claves dicotómicas, en las que por las estructuras morfológicas se 

identifica al organismo, por ejemplo el tamaño de conidios, apariencia de la 

colonia, color y forma de micelio, entre otras (Khazaeli et al., 2010), por el 

desarrollo tecnológico se han aplicado nuevas técnicas en la identificación y 

detección del patógeno en los cultivos que son susceptibles, tales como 

autofluorescencia, métodos inmunológicos y PCR, entre otras (Dewey y Meyer, 

2004; Staats, 2004; Belanger et al., 2011; Brankica et al., 2014).   

La autofluorescencia implica una aplicación de luz con una onda conocida, la cual 

es reflejada con cierta longitud si la planta se encuentra sana o bien se encuentra 

enferma (Belanger et al., 2011).  
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Los métodos inmunológicos consisten en la aplicación de anticuerpos 

monoclonales que se unen a regiones específicas de las proteínas o moléculas de 

las estructuras de Botrytis las cuales son observables mediante tinciones, reflexión 

de luz o con un microscopio óptico (Dewey y Meyer, 2004). 

El PCR se hace mediante la amplificación de regiones conservadas del ADN de 

Botrytis, las cuales al correrse por una placa de gel y ubicar su presencia por el 

peso molecular se da como positiva o negativa su presencia (Staats, 2004). 

II.VIII Tratamientos convencionales y nuevas alternativas de manejo 

Sepúlveda (2017) hace hincapié en ubicar cultivos potencialmente susceptibles a 

alguna enfermedad, principalmente cuando se cubren las condiciones en el 

entorno que beneficien al patógeno; tales necesidades a considerar incluyen la 

presencia de un hospedero, ambiente y el patógeno. Tales puntos permiten tomar 

acciones antes de tener un problema mayor.  

De manera convencional se han usado fungicidas sintéticos (Cuadro 2) que 

intervienen en el desarrollo de B. cinerea; estos químicos se pueden clasificar en 

los que afectan la respiración del hongo, los que dañan la función de los 

microtúbulos, la osmorregulación o intervienen en la biosíntesis de algunos 

metabolitos esenciales para el hongo (Romanazzi y Feliziani, 2014). 

El uso de químicos, aunado a los rápidos ciclos de vida de los microorganismos, 

provoca que se presenten casos de resistencia a estos compuestos, tales como a 

la Anilinopirimidina, Benzimidazol, Boscalide, Dicarboximida, Fenhexamida, 

Fenilpirrol y Hidroxianilida entre otros (Myresiotis et al., 2007; Fillinger et al., 2008; 

De Miccolis-Angelini et al., 2010) dificultando los tratamientos cuando la 

enfermedad está presente.  

La aparición de resistencias a los químicos originó la creación de asociaciones, 

quienes monitorean la eficiencia de los fungicidas para prolongar su uso en el 

mercado; tal es el caso de FRAC (Fungicide Resistance Action Committee), 
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NAFRAC (North American Fungicide Resistance Action Committee), FRAG UK 

(Fungicide Resistance Action Group in United Kingdom), FRAG NL (Fungicide 

Resistance Action Group in Netherlands), FRAC Brasil (Fungicide Resistance 

Action Committee in Brazil) y CropLife Australia, entre otras, quienes se encargan 

de monitorear problemas que se involucren el uso de químicos en la producción 

de alimentos, reúne información y la distribuye entre los que hacen uso de los 

químicos, brindan consejos e instrucciones para reducir la aparición de resistencia 

a dichos productos, se encargan de nombrar y clasificarlos con ayuda de la IUPAC 

(International Union of Pure and Applied Chemistry) considerando los mecanismos 

de acción del producto (FRAC, 2017; FRAC, 2019) además de evaluar sus riesgos 

y daños al ambiental o al humano. 

El uso de los fungicidas se popularizó por aumentar la producción de alimentos 

(Romanazzi et al., 2016) ya que disminuían considerablemente los daños o 

perdidas por enfermedades o insectos, haciendo posible que se cubriera la 

creciente demanda a finales del siglo anterior. Años después del uso 

indiscriminado de químicos, fueron asociados con problemas en la salud humana 

y afectaciones al ambiente, principalmente por residuos que continuaban activos 

después de su aplicación. Por tales situaciones fueron regulados en cuanto a su 

comercialización y aplicación, además comenzó la búsqueda de alternativas 

sustentables para combatir enfermedades en cultivos. 

Janisiewicz y Korsten (2002) reconocen la importancia de mantener fresco el 

producto desde su cosecha hasta su venta, el uso de químicos hizo posible 

preservar fresco el fruto postcocecha, al regular tales productos se fomentó el 

desarrollo de nuevas estrategias para evitar su uso de manera pre y pos-cosecha, 

además sin dejar de cubrir la demanda de productos. 
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Cuadro 2. Principales fungicidas químicos empleados en prevenir o combatir la pudrición 
gris (Tomado de Romanazzi y Feliziani 2014). 

Ingrediente 

activo (%) 

Nombre 

comercial 
Compañía Grupo químico 

Código 

FRAC 

Boscalid (70) Cantus Basf Pirimidinas-carboximidas 7 

Cyprodinil 

(37.5)+ 

Fluodioxinil (25) 

Switch Syngenta 
Anilinopyrimidines+ 

phenylpyrroles 
9 + 12 

Cyprodini (75) Vangard Syngenta Anilinopyrimidines 9 

Fenexamid (50) 
Elevate / 

Teldor 

ArystaLife 

Science/ 

Bayer Crop 

Science 

Hydroaxynilides 17 

Fenpyrazamine 

(50) 
Prolectus 

Sumito 

Chemical 

Company 

Aminopyrazolinone 17 

Fluazinam (40) Omega Syngenta 2, 6- Dinitroanilines 29 

Fluodioxonil 

(20.4) 
Scholar Syngenta Phenylpyrroles 12 

Fluodioxonil (50) Geoxe Syngenta Phenylpyrroles 12 

Fluopyram (50) 
Luna 

Privilege 

Bayer Crop 

Science 

Pyridinyl-

ethylbenzamides 
7 

Iprodione Rovral Basf Dicarboximides 2 

Pyraclostrobin 

(6.7) + Boscalid 

(26.7) 

Signum Basf 
QoIfungicides + 

Pyridinecarboxamides 
7 + 11 

Pyrimethanil 

(54.6) 
Scala 

Bayer Crop 

Science 
Anilinopyrimidines 9 

 

La producción de alimentos sin el uso de químicos podría verse comprometida, la 

relación producción y uso de químicos se ha reconocido (Romanazzi et al., 2016), 

sin embargo por las consecuencias asociadas se han explorado alternativas, por 
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ejemplo Castillo-Reyes et al. (2018) señalan a los fungicidas con base en 

extractos de metabolitos secundarios de plantas como una alternativa sustentable 

que se ha explorado en las últimas décadas (Cuadro 3), la eficiencia de estos 

productos se ha probado in vitro y en cultivos. Por ejemplo, contra B. cinerea, 

donde se interrumpe la germinación de conidios, el crecimiento micelial, la 

esporulación y disminuye la incidencia de la enfermedad en cultivos (Vargas-Díaz 

et al., 2014; Boiteux et al., 2015). 

Cuadro 3. Principales fungicidas con base en extractos de plantas comercializados en 
México (Basado en reportes por Castillo-Reyes et al., 2018). 

Producto 
Ingrediente 

Activo 
Plaga Empresa 

Registro 

COFEPRIS 

Agrilife 
Ácido ascórbico y 

ácido cítrico 

Xanthomonas campestris 

pv. vesicatoria, Pythium 

debaryanum, B. cinerea 

Ingenieria 

Industrial 

SA de CV 

RSCO-MEZC-

1393- 

301-375-002 

Fubagro 

Extracto de 

Larrea 

tridentata, de 

Pinus pinaster, 

de Citrus 

limonum (L.) 

Burm y 

Citrus aurantium 

Pseudoperonospora 

cubensis, 

B. cinerea 

Ecoprotecto 

SA de CV 

RSCO-MEZC- 

1302A-301-

096-047 

Fractal 

Extracto de 

cítrico (Citrus 

x aurantium L.) 

Clavibacter 

michiganensis 

Xanthomonas campestris 

Xanthomonas vesicatoria 

B. cinerea 

Berni Labs, 

S de R L 

(MI) 

RSCO-MEZC-

1301L- 

0417-013-10 

Sedric 4x 

 

Extracto de 

Yucca 

schidigera 

Ortgies 

Phytophthora infestans 

Sclerotinia sclerotiorum 

Alternaria brassicae 

Biocampo 

SA de CV 

RSCO-FUNG- 

0106Y-0145-

2.16 
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El biocontrol comenzó como alternativa al uso de químicos ya que se busca 

mitigar el daño a plantas y al ambiente al aplicar organismos vivos que actúen de 

forma antagónica con el patógeno (Nicot et al., 2016); por otro lado, Fravel (2005) 

remarca la importancia de los estudios previos para el uso de biocontrol y así 

afectar lo menos posible las interacciones ecológicas que ya se encontraban en el 

entorno.  

El desarrollo de productos comerciables para biocontrol dio comienzo, por lo que  

se han descrito nueve pasos generales (Figura 9) para el desarrollo de un 

producto para biocontrol, los cuales muestran el tiempo mínimo requerido por las 

pruebas necesarias; por otro lado, hacen mención de los ensayos para disminuir 

los riesgos ecológicos (Köhl et al., 2011). Se consideran puntos generales ya que 

pueden adaptarse, además de seleccionar el mecanismo de acción según la 

problemática. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Evaluación de cultivos, enfermedades y 

mercado especifico 

Aislamiento de candidatos antagonistas 

Pruebas de rendimiento, seguridad, 

ecología y producción 

Bases de datos, registros, seguridad, 

riesgos ambientales y ecología 

Eficiencia en bioensayos 

Evaluación de producción en masa 

Formulación piloto y registros 

Mejora de la producción en masa y pruebas 

de campo 

Integración a sistemas de cultivo 

Figura 9. Pasos a cubrir durante el desarrollo de un agente de biocontrol para su futura 
comercialización (Basado en Kohl et al., 2011). 
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El biocontrol se clasifica según el mecanismo de acción sobre el patógeno que se 

desee controlar, dichas clasificaciones son competencia, antibiosis, parasitismo, 

inducir resistencia en el hospedero y producción de metabolitos secundarios 

(Jamalizadeh et al., 2011). 

La competencia, ya sea, por nutrientes o espacio es un mecanismo de biocontrol 

asociado principalmente a levaduras, en el cual ambos organismos utilizan los 

mismos recursos y compiten; sin embargo, el agente de biocontrol debe verse 

beneficiado en velocidad respecto al patógeno (Spadaro y Gullino, 2004; 

Jamalizadeh et al., 2011). 

Al mecanismo denominado antibiosis se le considera como la inhibición de 

microorganismos dañinos por sustancias que produce el agente de biocontrol, de 

manera tal que es imposible encontrar a uno si el otro se encontraba previamente 

en el producto (Melin et al., 2007; Jamalizadeh et al., 2011). 

El parasitismo se considera cuando el antagonista se alimenta del patógeno o lo 

usa para su beneficio, dejando a las plantas poco expuestas al daño potencial del 

patógeno (Bonaterra et al., 2003; Jamalizadeh et al., 2011). 

La inducción de resistencia se da cuando la planta aprovecha algunas sustancias 

producidas por microorganismos, nutriéndose de ellas fortaleciendo al hospedero 

y haciendo más difícil la entrada de algún organismo extraño o su establecimiento 

(Castoria et al., 2001; Jamalizadeh et al., 2011).  

Los compuestos volátiles son aquellos con un bajo peso molecular y baja 

solubilidad en agua, por lo que se pueden volatilizar y llegar a varios puntos en 

lugares de almacenamiento cerrados, dichos compuestos usualmente interrumpen 

el ciclo de vida del patógeno de interés (Jamalizadeh et al., 2011). 

 II.IX Biocontrol de B. cinerea 

Para hacer uso de algunos organismos para control biológico se toman algunos 

puntos a considerar, principalmente en patógenos que se reportan en diferentes 
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puntos del mundo, tal es el caso de B. cinerea. Por ejemplo, hacer uso de 

antagonistas encontrados de manera natural o de antagonistas artificialmente 

introducidos, o bien, si la aplicación es pre o post cosecha, entre otras. Los 

ensayos según las necesidades y características del cultivo según el entorno, 

hace que se desarrolle una estrategia de control más eficiente y especifica aunque 

sea el mismo patógeno (Sharma et al., 2009). 

Se han registrado diversos géneros de bacterias con actividad antagónica sobre B. 

cinerea, por ejemplo Bacillus, Brevibacterium, Burkholderia, Erwinia, 

Gluconobacter, Lactobacillus, Paenibacillus, Pantoea, Pseudomonas, Rhanella, 

Serratia, Streptomyces y Xenorhabdus, entre otras, tanto in vivo como in vitro 

(Haidar et al., 2016; Flores-Ruíz et al., 2015).  

Se han encontrado diferentes mecanismos de biocontrol sobre B. cinerea, por 

ejemplo Paenibacillus elgii quien inhibe el desarrollo de B. cinerea interrumpiendo 

la actividad de la enzima quitinasa; por otro lado, Bacillus amyloliquefaciens, se ha 

descrito como un microorganismo endófito que promueve el desarrollo vegetal, 

disminuyendo daños por B. cinerea y  Calonectria gracilis (Paz et al., 2018; Kim et 

al., 2019). 

Bacillus es uno de los géneros de bacterias más estudiados en la línea de 

biocontrol, esto debido a sus características biológicas, tales como su desarrollo 

aerobio, su forma bacilar y su capacidad de formar endospora, la cual le permite 

vivir en condiciones de calor extremas, desecación y a diferentes pH, entre otras 

características, además se considera habitante común en cultivos (Calvo y Zúñiga, 

2011; Tejera-Hernández et al., 2011). Shafi et al. (2017) señalan algunas formas 

de acción de especies pertenecientes al género Bacillus, donde algunos pueden 

producir lipopéptidos y/o antibióticos, y hormonas que promueven el desarrollo 

vegetal, generan resistencia de las plantas contra algunos organismos patógenos 

y/o producen enzimas que degradan las paredes celulares de los hongos, tales 

como la quitinasa o β-1,3-glucanasa. 
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Por otro lado, Parafati et al. (2015) señalan algunos géneros de levaduras y 

hongos que también han mostrado actividad antagonista, entre ellas destacan los 

géneros Aureobasidium, Candida, Metschnikowia, Saccharomyces y 

Wickerhamomyces entre otras. Por ejemplo, Candida pyralidae y Pichia kluyveri 

han mostrado actividad inhibitoria sobre B. cinerea; de igual manera, 

Metschnikowia pulcherrima se asocia directamente con la disponibilidad de hierro, 

donde la levadura se ve beneficiada además de producir compuestos que inhiben 

la germinación de conidios y el crecimiento del micelio del patógeno, por la 

aplicación pre cosecha de Metschnikowia se han registrado bajas en la perdida de 

frutos postcosecha (Karabulut et al., 2003; Mewa-Ngongang et al., 2018), tal 

diversidad de mecanismos muestra potencial uso como agentes de biocontrol no 

específicos. 

El uso de químicos en cultivos fue una solución rápida a la creciente demanda de 

alimentos por la población; sin embargo, se reconocieron daños ocasionados por 

tales químicos al humano y a nuestro entorno, el control biológico se ha impulsado 

como parte de las estrategias para cubrir la demanda del mercado y evitar 

perjudicar la salud del humano y su entorno.  
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III. HIPÓTESIS 

Las cepas bacterianas Bacillus subtilis (P24), Bacillus methylotrophicus (FR4B12), 

aisladas de huertos de manzano, y la levadura Metschnikowia pulcherrima (NB9), 

obtenida de mostos de fermentación, inhiben el crecimiento in vitro del hongo 

patógeno Botrytis cinerea, de igual manera disminuye daño en frutos de uva 

comercial y en hojas de dos variedades de plantas de vid (Cabernet Sauvignon y 

Syrah), causado por Botrytis cinerea. 
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IV. OBJETIVOS 

IV.I General  

Evaluar la capacidad antagónica de las cepas bacterianas Bacillus subtilis (P24), 

Bacillus methylotrophicus (FR4B12) y la levadura Metschnikowia pulcherrima 

(NB9) sobre el hongo parásito Botrytis cinerea en pruebas in vitro, en frutos de uva 

y en invernadero en las variedades de vid, Cabernet sauvignon y Syrah. 

IV.II Específicos 

1. Evaluar mediante ensayos in vitro de confrontación dual, la capacidad de 

los agentes de control biológico para inhibir el crecimiento radial de cepas 

de B. cinerea. 

2. Determinar la actividad antagónica de P24, FR4B12 y NB9 respecto 

disminución de daño en frutos de uva comercial infectados con B. cinerea. 

3. Evaluar el efecto de los agentes de biocontrol en la disminución de área 

foliar afectada, así como su eficiencia a partir de medidas de incidencia y 

severidad en dos variedades de plantas de uva (Cabernet sauvignon y 

Syrah) infectadas con B. cinerea. 
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V. METODOLOGÍA 

V.I Material biológico 

Las cepas de B. cinerea (B63, B134, B137, B145, B152 y B155) son aislados de 

distintos viñedos Queretanos, mientras que las cepas de los candidatos a 

antagonistas P24, FR4B12 y la levadura NB9 fueron aisladas de la filósfera del 

fruto de uva y manzana de diferentes cultivos del estado de Querétaro; tanto 

cepas del patógeno como de los antagonistas se secuenciaron genéticamente en 

trabajos previos, ambas colecciones se encuentran en el cepario del laboratorio de 

Plantas y Biotecnología Agrícola en la Facultad de Ciencias Químicas de la 

Universidad Autónoma de Querétaro. 

Las plantas de uva (Vitis vinifera L.) pertenecientes a las variedades de “Cabernet 

Sauvignon” y “Syrah” fueron obtenidas a través de su propagación mediante 

estacas, previamente trasplantadas a inicios del 2019 y se mantuvieron en el 

invernadero perteneciente al laboratorio de Plantas y Biotecnología Agrícola. 

V.II Ensayo in vitro: cultivos duales 

Para la evaluación de potencial antagónico in vitro se usó la metodología descrita 

por Reinozo-Pozo et al. (2007) con algunas modificaciones; para ello se usaron 

placas con medio NYDA (8 g de caldo nutritivo, 2 g de extracto de levadura, 10 g 

de dextrosa y 20 g de agar), en las que se inoculó un círculo de micelio activo de 7 

mm de diámetro de cada cepa de B. cinerea en su centro, dejándose crecer 

durante 48 h, pasado este tiempo, se inocularon los antagonistas a 1 cm del borde 

de la caja de manera lineal y equidistante entre ellos, dejándose crecer a 

temperatura ambiente (~ 25 °C) (Figura 10A). 

Por cada cepa de B. cinerea se colocaron tres replicas con los tres antagonistas 

en cada placa (seis cepas con tres replicas cada una); de igual manera, por cada 

cepa de patógeno se colocaron tres placas control, únicamente con el hongo (seis 

placas control con tres replicas cada cepa) (Figura 10B). Los ensayos finalizaron 

hasta que los controles se extendieron por toda la caja, posteriormente se midió el 
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radio de los hongos con un Vernier digital Marca T&O Modelo 57-016-220 y el halo 

de inhibición en caso de presentarse (Figura 11A y 11B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El porcentaje de inhibición del hongo se calculó mediante la fórmula descrita por 

Chaiharn et al. (2009) de la siguiente manera:  

Inhibición (%)=(
(𝐶 − 𝑇)

𝐶⁄ ) ∗ 100 

Ecuación 1. Dónde C es el radio (cm) de la colonia control y T es el radio (cm) de 
la colonia tratada. 

El manejo de los radios obtenidos se hizo conforme a Hernández-Gómez et al. 

(2016), los cuales se convirtieron en grados angulares para poder realizar un 

análisis de varianza para conocer el efecto del antagonista sobre la inhibición de 

cada cepa del patógeno, posteriormente para encontrar diferencias estadísticas 

entre tratamientos se aplicó una comparación de medias, con la prueba post-hoc 

de Tukey (95%), y se reportaron como porcentajes.  

Figura 10. A) diseño de los cultivos duales, en el centro se inoculó B. cinerea y en líneas 
equidistantes se inocularon los candidatos a control biológico. B) placa evaluada durante 
el ensayo dual, se pueden ver los inoculos de patógeno y antagonistas al finalizar el 
ensayo. 

 

A B 

NB9 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



36 
 

 

Figura 11. A) Placa petri que muestra el crecimiento de B. cinerea, donde fue realizado el 
ensayo dual previo a colocar los antagonistas y B) Grupo de réplicas en los ensayos 
duales, con los tres antagonistas, tres réplicas y tres placas control. 

V.III Ensayo in vivo: frutos de vid  

Las uvas empleadas fueron caracterizadas, para ello se midió su diámetro usando 

un Vernier digital; el contenido de solidos solubles totales (SST)  se obtuvo con el 

Pocket Refractometer PAL-1 Atago, para obtener su pH se emplearon dos uvas 

las cuales se licuaron en un mortero, al tener suficiente cantidad de líquido se 

colocó en una vaso de precipitado, y se usó un potenciómetro Hanna Edge Digital. 

Cuadro 4. Características de morfología y de madurez de las uvas usadas en el ensayo. 

Diámetro (mm) Peso (gr) SST (°Brix) pH 

20.42 8.5 21.7 3.9 

23.49 7.4 20.8 4 

22.41 9.0 22.1 3.98 

22.40 7.8 20.7  

23.02 8.0 22.2  
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Para los ensayos in vivo se usó la metodología descrita por Scuderi et al. (2009) 

parcialmente modificada. Las bacterias fueron cultivadas en 50 ml de Caldo 

nutritivo (CN) y la levadura en 50 ml de medio NYDB durante 18 h en agitación 

constante (180 rpm) y temperatura ambiente (~ 25 °C). Trascurrido este tiempo, se 

recolectaron las células por centrifugación a 4000 rpm durante 15 min, se eliminó 

el sobrenadante y la pastilla obtenida se resuspendió en 10 ml de tween 20 al 

0.5%. Para su conteo, se empleó un hematocímetro y la concentración final de 

cada antagonista fue de 1X107 células/ml (Figura 12B) (citado en Parafati et al., 

2015). 

 

Figura 12. Esquema del proceso para la obtención de A) esporas del patógeno desde el 
raspado de placas con el patógeno, su filtrado y posterior recuperación del pellet al 
finalizar su centrifugación; B) obtención de células de los antagonistas desde medios 
líquidos, la cual se filtró en gasas para separar medio de las células, la alícuota fue 
centrifugada para recuperar el pellet con cada antagonista. 

Para la obtención de esporas de la cepa del patógeno seleccionada (B134) se 

colocó tween 20 al 0.5% en cajas y de la superficie se obtuvieron las esporas con 

mediante un raspado, la mezcla se filtró con gasas estériles para separar el 

micelio. Se empleó un hematocímetro para contar las esporas, llevándose a una 

concentración final de 1X104 esporas/ml (Figura 12A). 

Para inducir la infección con el patógeno en frutos se usó la metodología descrita 

por Parafati et al. (2015) con algunas modificaciones puntuales. Con ayuda de un 

sacabocado se hizo una herida a cada uva de 5 mm x 5 mm x 3 mm, donde se 

10 ml  de 

Tween 20  

4000 rpm A 

B 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



38 
 

colocaron 20 μl de agente de biocontrol (P24, FR4B12 y NB9), pasada una hora 

se aplicaron 20 μl del patógeno. 

Se consideraron cinco tratamientos, tres de ellos fueron la interacción patógeno vs 

antagonista y los otros dos eran fueron los tratamientos control, positivo y 

negativo. Cada tratamiento consto de cuatro cajas con tres divisiones, en cada 

división se colocaron dos uvas, siendo 24 uvas por tratamiento (para las 

interacciones patógeno y antagonista se emplearon 72 uvas, en los tratamientos 

control se emplearon 48 uvas; en total se usaron 120 uvas). Las uvas se dejaron 

en cámaras húmedas a temperatura ambiente, transcurridos cinco días se 

tomaron mediciones de daño de cada uva con un Vernier digital, las cuales se 

midieron desde el punto de inoculación hasta una orilla, considerando los cuatro 

puntos cardinales (Figura 13A y 13B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El porcentaje de inhibición del hongo se calculó con la ecuación 1, descrita 

previamente. Para el análisis de inhibición, los porcentajes fueron convertidos a 

grados angulares, sobre los cuales se hizo un análisis de varianza para reconocer 

el efecto de antagonistas sobre el patógeno; posteriormente se aplicó una 

A B 

Figura 13.  A) uvas estériles a usar en el ensayo. B) esquema de montaje para el ensayo 
en frutos y los cuatro puntos a medir desde las heridas (4 cajas x 6 uvas = 24 uvas por 
tratamiento) 
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comparación de medias usando la prueba post-hoc de Tukey (95%) para 

encontrar diferencias significativas entre tratamientos (Hernández-Gómez et al., 

2016). 

V.III Ensayo in vivo: invernadero  

El ensayo se realizó en el invernadero del laboratorio de Plantas y Biotecnología 

Agrícola en la Facultad de Química de la Universidad Autónoma de Querétaro, el 

cual inició el 4 de octubre de 2019. 

Para inducir la infección de las plantas de vid se hizo según la metodología 

descrita por Molina-Mercader et al. (2006) con algunas adaptaciones. Se 

obtuvieron inóculos de las cepas FR4B12 y NB9 como antagonistas, 

seleccionados por los resultados previos; por otro lado, para el inoculo de B. 

cinerea se empleó una combinación de las seis cepas del hongo, por no encontrar 

antagonismo entre las mismas en un ensayo previo. 

Para obtener las células de FR4B12 se dejaron crecer 24 h en 1.2 l de Caldo 

Nutritivo, por otro lado NB9 se inoculó en 1.2 l de NYDB, posteriormente se 

centrifugaron a 4000 rpm por 20 minutos, al obtener las pastillas estas se re 

suspendieron y se contaron en una cámara de Neubauer hasta obtener la 

concentración 1x107 células/ml en ambos casos, las cuales fueron colocadas en 

agua destilada con 0.01% de carboximetilcelulosa como agente adherente. 

Para la obtención de esporas del patógeno se usaron placas Petri con B. cinerea 

de 2 semanas de crecimiento previo, las cuales fueron raspadas con una asa 

estéril y se aplicó solución tween 20 al 0.5%, la mezcla se filtró con gasas estériles 

para separar el micelio y se hizo el conteo de las esporas ajustando a 1x104 

esporas/ml. 

Los grupos de interacción (hongo + FR4B12 y hongo + NB9), así como los grupos 

control positivo (Solo patógeno) y negativo (Sin patógeno y sin antagonista) se 

conformaron por seis plantas de la variedad “Cabernet Sauvignon” y seis de la 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



40 
 

variedad “Syrah”; por otro lado, para descartar daño por uso de los agentes 

candidatos se consideraron tratamientos control para los antagonistas (Figura 14 y 

15). 

Tales inóculos se asperjaron de manera uniforme a cada planta en 40 ml de 

solución con los agentes y el patógeno, se dejó un intervalo de doce horas en la 

aplicación de los agentes de biocontrol y la aplicación del patógeno. La aplicación 

de cada inoculo se hizo con una Pistola eléctrica ergonómica Master Hardware 

SKU#123881 de manera uniforme en cada planta. 

Durante el ensayo, se registró temperatura y humedad relativa diariamente a la 

misma hora usando un termómetro digital Steren Ter-140; el seguimiento de los 

registros se muestra a detalle en la Figura 16. 
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Figura 14. Esquema del invernadero y el acomodo que se dio para el ensayo en plantas. 
A) Control Negativo, B) Hongo + FR4B12, C) Control Positivo, D) Hongo + NB9, E) 
Grupos control de FR4B12 y NB9. 
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Figura 16. Registro de las condiciones, temperatura y humedad relativa, presentadas 

durante los días del ensayo. 

Figura 15. Montaje de la prueba en invernadero, cada tratamiento fue cubierto con plástico, 
cada entrada ubicada hacia un lado, la distribución de plantas fue al azar. 
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V.IV Área Foliar Afectada 

Para estimar el Área Foliar Afectada (AFA) se capturaron imágenes acorde a lo 

descrito por Rincón-Guerrero et al. (2012), con algunas adaptaciones. El registro 

fotográfico se realizó el 19 de octubre con una cámara digital SAMSUNG LENS 

WB35F; la captura se hizo de la parte media de las plantas para cada tratamiento, 

con ayuda de una base adherida a una regla se tomaron a 20 cm de distancia, se 

obtuvieron 221 fotografías totales (Figura 17).  

Los comandos para calcular el área foliar sana y con daño, fueron los 

mencionados por Rincón-Guerrero et al. (2012) y Aday-Díaz et al. (2017) usando 

la versión ImageJ2; se tomó como escala un centímetro en la base, se obtuvo el 

área total y posteriormente las áreas con daño para obtener los valores de área 

sin daño.  

Las áreas con daño a medir en las láminas foliares fueron puntos necróticos 

“achocolatados”, puntos con clorosis, puntos café oscuro, puntos necróticos 

alargados con apariencia de ser quemaduras y necrosis en el borde del limbo 

(González-Loza, 2004) (Figura 18). 

 

Figura 17. Esquema de la captura de imágenes en el ensayo en invernadero, para 
determinar daño en hojas. 
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Para el análisis de datos se usaron las áreas con daño y sin daño, por grupo 

(hongo+FR4B12, hongo+NB9, control positivo y control negativo) y variedad de 

uva (Cabernet sauvignon y Syrah); por la diferente cantidad de imágenes 

obtenidas por tratamiento se aplicó un modelo lineal generalizado (GLM, por sus 

siglas en inglés) con distribución de error quasibinomial y función de ligamiento 

logit (Díaz-Limón et al., 2016). 

 

Figura 18. Imágenes capturadas para determinar daño en cada tratamiento, A y B) hojas 
sin daño aparente atribuido a B. cinerea, C) puntos necróticos “achocolatados” alargados 
y con clorosis, D) puntos café oscuro sobre la lámina foliar y E) hoja con puntos necróticos 
con apariencia de quemadura y con clorosis. 
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V.V Incidencia y Severidad de Daño 

Para la evaluación en la disminución de la incidencia y el daño se usó la 

metodología descrita por Díaz-Limón et al. (2016) y Queijeiro-Bolaños et al. (2013) 

con algunas modificaciones; los cálculos se hicieron mediante la infección de 

hojas. La muestra total fue la cantidad de imágenes de hojas obtenidas (221), 

aquellas que no presentaban daño se consideraron como sanas, por otro lado las 

que presentaban área con daño se consideraron como infectadas; la incidencia se 

consideró como la cantidad de órganos que desarrollaron síntomas al aplicar de 

manera uniforme el patógeno el cual se comparó con el control positivo. 

 

Incidencia (%)= (𝐻𝐷 𝐻𝑇⁄ ) ∗ 100 

Ecuación 2. Dónde, HD es el número de hojas con daño, por cada tratamiento, y 

HT es el número de hojas totales por cada tratamiento. 

Severidad (%)= 
(𝐴𝐷 ∗ 100)

𝐴𝑇⁄  

Ecuación 3. Dónde, AD es el área con daño (cm2) y AT es el área total (cm2) de 

las hojas para cada tratamiento. 

Para el análisis de los datos se consideró a comparar HD y AD de cada 

tratamiento, se les aplicó un GLM con distribución de error quasibinomial y función 

de ligamiento logit para identificar los efectos entre variables y encontrar 

diferencias significativas entre tratamientos, se reportan porcentajes. 
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VI. RESULTADOS 

VI.I Ensayo in vitro: Cultivos duales 

Al finalizar el ensayo la cepa FR4B12 mostró 40.9% de inhibición en el crecimiento 

micelial de B. cinerea, respecto al grupo control; por otra parte la cepa de la 

levadura NB9 tuvo un control del 22.19% sobre el desarrollo del hongo. Entre 

tratamientos se encontraron diferencias (Figura 19).  

Las cepas de B. cinerea probadas mostraron diferente resistencia a los 

antagonistas (Figura 20); con un 42.48% de inhibición en su crecimiento, la cepa 

B137 fue la más susceptible a los agentes probados; por otro lado B152 fue quien 

tuvo mayor resistencia en las pruebas, con un 16.77% de inhibición, no se 

encontraron diferencias significativas entre la capacidad inhibitoria de las cepas 

B137 y B63  (Figura 21) (F=4.27, G.L.=20.44 P<0.05). 

  
Figura 19. Eficiencia de los agentes de control biológico sobre seis cepas de B. cinerea, 
según el porcentaje de inhibición en las cepas. Pruebas de Medias de Tukey 95%, 
diferentes letras indican diferencias significativas entre grupos (P<0.05). 
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Figura 20. Cultivos duales de B. cinerea y antagonistas; Placa control de cepa 1) 
B63, 2) B134, 3) B152, 4) B137, 5) B145 y 6) B155; A- NB9, B- P24 y C-FR4B12. 
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VI.II Ensayo in vivo: Frutos de vid 

Para las pruebas in vivo en fruto se seleccionó la cepa B137 para infectar los 

frutos (Figura 22), debido a su comportamiento en las pruebas in vitro, donde 

mostró baja susceptibilidad pero lo suficiente para que su control sea cuantificable. 

En el ensayo en frutos fue la cepa P24 quien mostró el mejor papel como agente 

de biocontrol con un 90.17% de inhibición, siendo muy similar a NB9 y ambas 

siendo significativamente diferentes a FR4B12 (Figura 23) (F=5.57, G.L.=173.5 

P<0.05). 

A 

A 

AB 

AB 

C 

AB 

Figura 21. Porcentajes de inhibición de cada antagonista sobre cada cepa de B. 

cinerea evaluadas. Prueba de medias de Tukey (95%), donde  letras diferentes 

indican diferencias significativas entre los tratamientos.  
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Figura 22. Uvas de la variedad Green seedless empleadas para el ensayo. A) Uvas sin B. 
cinerea, B) sólo con B. cinerea, interacción entre cepas de B. cinerea C) cepa B137 x 
P24, D) cepa B137 x FR4B12 y E) cepa B137 x NB9. 
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VI.II Resultados de ensayo en vivero  

En la evaluación del daño e incidencia en las plantas infectadas del ensayo en 

invernadero no se encontraron diferencias de susceptibilidad al daño entre las 

variedades de vid infectadas, caso contrario la comparación de tratamientos donde 

se encontraron diferencias (Cuadro 5). 

El porcentaje de daño en tratamientos control de FR4B12 fue de 1.12%, por otro 

lado NB9 registró 2.06% de daño, por lo tanto, su aplicación no afecta las plantas 

de vid; en el apartado “Anexo” ejemplos de hojas sanas y con daño.  

A 

B 

A 

Figura 23.  Actividad inhibitoria de cada candidato a antagonista en el ensayo en frutos. 
Prueba de medias de Tukey (95%), mismas letras indican no diferencias significativas 
entre los tratamientos. 
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De los tratamientos infectados, la interacción hongo x FR4B12 mostró un área 

promedio total de 4.28 cm2 con daño. 

Por otro lado, el comportamiento de la infección en los diferentes tratamientos 

mostró diferencias significativas entre ensayos positivo y negativo, además entre 

las interacciones hongo x FR4B12 y hongo x NB9; mostrando la cepa FR4B12 

mayor eficiencia obtenida en disminución de daño en hojas (Cuadro 6) (Figura 24).  

Cuadro 5. Análisis de datos entre los factores, donde se muestra a los tratamientos como 
variable significativamente diferente marcada con ***. 

 
DF Deviance residuals DF Residuals P 

 
Variedad 1 2.99 46 357.34 0.391  

Tratamiento 3 201.24 43 156.101 1.08E-10 *** 

 
 

Cuadro 6. Comparación entre tratamientos, los valores significativamente diferentes están 
marcados con ***; comparación entre los niveles de tratamiento en la escala logarítmica 
ajustada con el método de tukey. 

Contrast Estimate SE DF z.ratio P.value 
 

H-FR4B12 - H-NB9 1.236 0.326 Inf 3.791 0.0009 *** 

H-FR4B12 – Negativo -1.246 0.592 Inf -2.104 0.1518  

H-FR4B12 – Positivo 1.102 0.328 Inf 3.362 0.0043 *** 

H-NB9 – Negativo -2.482 0.553 Inf -4.487 <.0001 *** 

H-NB9 – Positivo -0.134 0.251 Inf -0.535 0.9505  

Negativo – Positivo 2.348 0.554 Inf 4.236 0.0001 *** 
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No se encontraron diferencias significativas (P> 0.05) sobre la incidencia del 

patógeno; al finalizar el ensayo, el tratamiento hongo x FR4B12 mostro 91.4% de 

incidencia de daño en hojas, en el caso del tratamiento hongo x NB9 el porcentaje 

fue 78.8%, por lo que solo el grupo control negativo reporta diferencias; por otro 

lado, la severidad disminuye en el tratamiento con FR4B12 (16.7%) a diferencia 

del tratamiento con NB9 (19.7%) (Cuadro 7). 

Figura 24. Porcentaje de área total foliar sana (azul) y con daño en cada tratamiento 
(vino); A) Grupo control negativo, B) Grupo control positivo, C) Plantas infectadas y 
tratadas con FR4B12 y D) Plantas infectadas y tratadas con NB9. Letras diferentes 
indican diferencias estadísticas significativas encotradas entre grupos. 

B A 

D C 

a 

b 

b a 

98% 

82% 

80% 
93% 

20% 
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Cuadro 7. Promedio de áreas con daño y sanas, porcentajes de incidencia y severidad 
para cada tratamiento en el ensayo de invernadero. Diferencias significativas señaladas 
con ***; comparación de tratamientos en escala logarítmica ajustada con tukey. 

  Área (Cm)         

Tratamiento Sana Dañada Total Sano% Daño% Incidencia% Severidad% 

Negativo 54.32 1.12 55.44 97.98 2.02 43.9 2 *** 

Positivo 53.15 11.40 64.56 82.34 17.66 84.3 17.7 

H + FR4B12 60.79 4.29 65.08 93.41 6.59 91.4 16.7 

H+ NB9 49.36 12.13 61.49 80.27 19.73 78.8 19.7 
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VII. DISCUSIÓN   

VII.I Ensayos In vitro: cultivos duales 

Para seleccionar organismos como agentes de biocontrol, se procura que sean 

aislados del entorno natural. El conocer las características biológicas, necesidades 

ambientales y mecanismos de acción de las cepas candidatas a antagonistas es 

importante para manejarlas y aplicarlas de manera eficiente. 

Por tales motivos las cepas evaluadas para fungir como agente de biocontrol 

fueron B. subtilis, B. methylotrophicus y M. pulcherrima, de las cuales mediante 

ensayos previos se encontró potencial de biocontrol. En ensayos in vitro se 

determinaron sus eficiencias como agentes de biocontrol a través del porcentaje 

de inhibición en el desarrollo de micelial de B. cinerea comparado con cultivos 

control, aunque no se tomaron en cuenta los mecanismos de acción. Los 

resultados señalan a FR4B12 como mejor antagonista en pruebas in vitro, lo cual 

permite considerarla para las siguientes pruebas. 

Se han reportado diversos mecanismos de B. subtilis en su papel como agente de 

biocontrol, donde el corto tiempo de respuesta le permite competir por espacio; la 

producción de lipopéptidos modifican y perforan la pared celular de los hongos, 

además de que inducen respuestas de defensa en las plantas (Nicot et al., 2016). 

Dunlap et al. (2019) señalan el grupo de Iturinas como los principales lipopétidos 

que intervienen en el biocontrol de enfermedades en plantas; además, promueve 

el crecimiento de su hospedero, reduciendo la susceptibilidad de las plantas a 

diversas enfermedades esto al secretar citoquininas (Shafi et al., 2017; Ramos et 

al., 2018); Gupta et al. (2000) la asocian con la producción de precursores de 

fitohormonas que se involucran en la activación de genes para defensa del 

hospedero, mientras que Leelasuphakul et al. (2006) describen como defensa 

inducida por B. subtilis la degradación de pared celular de patógenos a través de 

la enzima a β-1,3-glucanasa, por lo que su eficiencia mostrada puede asociarse a 

su característica de expresar varios mecanismos de acción para inhibir el 

desarrollo micelial del patógeno. 
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La especie B. methylotrophicus ha sido poco estudiada; coloniza lento, crece entre 

los 25° C y 45° C en un rango de pH entre 2 y 10, además de soportar altas 

concentraciones de metano (Madhaiyan et al., 2010). Trabajos previos reportan 

inhibición de patógenos en pruebas in vitro, donde se le atribuye la producción de 

antibióticos y cianuro de hidrógeno (Rios-Velasco et al., 2016); Zhang et al. (2012) 

señalan su potencial en biorremediación, ya que ha mostrado capacidad de 

remover nitratos y amoniaco en ambientes eutrofizados, además de compuestos 

orgánicos volátiles que aumentan concentraciones de auxina, un promotor de 

crecimiento (Pérez-Flores et al., 2017). 

Se menciona a M. pulcherrima como buen agente de biocontrol postcocecha, ya 

que es capaz de resistir bajas temperaturas, lo que le permite seguir activa 

durante el almacén y transporte del producto (Saravanakumar et al., 2008); 

diversos trabajos previos muestran que la aplicación de M. pulcherrima y hierro 

afecta directamente el desarrollo de B. cinerea, pero estas adiciones deben ser a 

concentraciones bajas, de lo contrario la eficiencia de la levadura se ve 

comprometida (Ruiz-Moyano et al., 2016; Morata et al., 2019); se ha registrado 

también la secreción de diversas enzimas proteolíticas, entre ellas la quitinasa, la 

cual degrada las paredes celulares de los hongos fitopatógenos que están 

conformadas por quitina (Pretscher et al., 2018), las necesidades tan específicas 

para la expresión de los mecanismos de acción sumado a su naturaleza de 

levadura podrían ser causas de la eficiencia que reportó en el ensayo. 

Esta plasticidad de mecanismos reportados para las cepas puede variar según las 

características del ambiente o el estrés al que esté sometido el agente; por lo 

tanto, su actividad inhibitoria puede verse comprometida, además de variar entre 

cepas o especies, por lo que ser aislados del entorno podría permitir una 

adaptación más eficaz; tal es el caso de las cepas de B. cinerea quienes se puede 

categorizar según su resistencia, las cepas B137 y B63 fueron las más 

susceptibles, seguidas de las cepas B134, B145 y B155, finalmente la cepa con 

mayor resistencia a los agentes de biocontrol fue B152. Tales variaciones 
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concuerdan con De Miccolis-Angelini et al. (2016) y Valiuškaitė et al. (2010) 

quienes mencionan que B. cinerea cuenta con polimorfismo genético; a dicha 

característica se le atribuye su gran rango de plantas hospederas, por lo que la 

diferencia en porcentajes de inhibición concuerda con esta característica genética 

de la especie. 

De manera general, el considerar únicamente la inhibición del desarrollo micelial 

es útil para fines de un primer acercamiento, cubriendo así el objetivo de evaluar 

su eficiencia y confirmar antagonismo; sin embargo, incluir sus mecanismos de 

acción nos permitiría conocer las condiciones donde el agente desarrollaría un 

mejor papel, por lo que es recomendable probar los mecanismos que podrían 

presentar las cepas.  

VII.II Ensayos In vivo: Frutos de vid 

La eficiencia reportada en los ensayos In vitro fue un primer acercamiento con el 

cual vimos la expresión de mecanismos antagónicos; sin embargo, la actividad en 

un ambiente con disponibilidad de recursos variables hizo que el desempeño del 

biocontrol no sea similar entre ellos. Un buen control en ensayos in vitro no 

asegura el mismo comportamiento en los ensayos in vivo. 

Los valores reportados por B. subtilis se ven relacionados con la cantidad de 

mecanismos de acción que se le han descrito, tales como su capacidad de 

producir surfactinas, iturina y fengicina, principalmente, las cuales interfieren en 

procesos intracelulares, convirtiéndose en factores importantes para la inhibición 

de hongos (Cawoy et al., 2014); Pedraza et al. (2020) citan la gran cantidad de 

mecanismos presentados por B. subtilis en pruebas in vivo, tales como la 

producción de compuestos antimicrobianos, síntesis de enzimas líticas y 

compuestos orgánicos volátiles; la gran diversidad de mecanismos reportados 

bajo diferentes condiciones y probado ante diversos patógenos, posiciona a la 

cepa como uno de los agentes de biocontrol más estudiado en los últimos años.  
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M. pulcherrima con potencial para prevenir perdidas post-cosecha en frutos, por su 

producción de compuestos orgánicos volátiles, dichos compuestos son productos 

en fase gaseosa a base de carbono, estando entre los sólidos solubles totales en 

frutos lo que permite obtener los carbohidratos simples necesarios para M. 

pulcherrima, aunque su capacidad fermentativa sea baja es suficiente para 

generar sus productos (Castrillo et al., 2016 y Morata et al., 2019); de igual 

manera, su capacidad de competencia por hierro, dificulta el crecimiento de 

algunos patógenos (Oro et al., 2014); algunos autores la asocian en la prevención 

de cambios de color de la cascara, firmeza del fruto, solidos solubles del fruto y 

concentraciones de vitamina C (Prendes, 2016; Tian et al., 2017). Su actividad 

durante el ensayo puede relacionarse a los nutrientes disponibles en las uvas 

probadas según los mecanismos antagónicos mencionados en pruebas in vivo 

para la cepa. 

Diversos autores mencionan a B. methylotrophicus como promotor del desarrollo y 

crecimiento vegetal; por ejemplo, la presencia del gen acdS codificante para 1-

aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa (ACC) precursor inmediato de 

etileno, involucrado en la maduración de frutos (Madhaiyan et al., 2010); caso 

similar durante su aplicación en Arabidopsis thaliana donde se reporta como 

promotor del desarrollo de raíces a través de la acetoina, clasificado como 

compuesto orgánico volátil, donde la levadura es señalada como responsable de 

aumentar las concentraciones de auxina en las zonas meristemáticas (Pérez-

Flores et al., 2017). De igual manera se le reconoce como promotor de resistencia 

en hojas de uvas por estimular la actividad de LOX, PAL y quitinasas (Trotel-Aziz 

et al., 2008); sin embargo, su baja actividad puede relacionarse con la ausencia de 

celulasa, arginina dihidrolasa, ureasa, β-galactosidasa y de no fermentar glucosa, 

puesto que los azucares representan la mayor concentración en frutos, 

posiblemente su baja capacidad de usarlos la puso en desventaja ante el 

patógeno. 
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La importancia de conocer la biología, considerar sus necesidades ambientales y 

las características químicas de sus compuestos inhibitorios otorga mayor peso a la 

selección de agentes de biocontrol y en el sistema de manejo que sea apropiado 

aplicar, permitiendo diseñar planes para la prevención o tratamiento de 

enfermedades. 

Debido a las consideraciones anteriores y los datos mostrados, se escogieron las 

cepas NB9 y FR4B12 para probar su eficiencia en la disminución de daño en 

plantas de uva. 

VII.III Ensayo en invernadero 

La presencia de organismos dañinos para el humano es común en nuestro 

entorno; sin embargo, su población se ve controlada por las interacciones que 

existen, algunas se promueven entre ellos, otros se inhiben. Esta red de 

interacciones se ve comprometida por el excesivo uso de plaguicidas, por lo que la 

red trófica del entorno natural es importante que deba ser considerada en el uso 

de organismos como agentes de biocontrol (Castrillo-Cachón, 2018). 

A través del tiempo y con la intervención del humano, se crearon las variedades 

de uva según las características que preferían, por lo que hay diferencias entre las 

variedades de uva “Cabernet sauvignon” y “Syrah”, tales como la actividad 

fotosintética, y concentraciones en xilema de ABA, actividad estomática, 

transpiración y potencial hídrico de hojas. Estas características se reportan como 

factores en el desarrollo de dichas variedades, por ejemplo en la longitud de los 

brotes, el área foliar, concentración de clorofila, densidad de estomas, temperatura 

media de las hojas y composición de frutos (Rogiers et al., 2009), por lo que 

considerar tales datos de las variedades de uva durante las evaluaciones de 

biocontrol debe ser de importancia para futuros ensayos.  

Tian et al. (2017), para M. pulcherrima, señalan la presencia de hierro, pH de 

4.5~6 y glucosa como elementos necesarios para la síntesis de Compuestos 
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Orgánicos Volátiles (COV), que son mencionados como su principal mecanismo 

de inhibición, por lo que es un factor de importancia en su desempeño como 

agente, relacionado con su eficiencia aquí mostrada. Por otro lado, al no depender 

de una sola ruta de inhibición muestra disminución de la incidencia de daño en 

hojas por el desarrollo de biofilm a corto plazo, permitiendo una rápida 

colonización sobre las hojas (Oro et al., 2014) por lo tanto su aplicación es 

eficiente para tratamientos postcosecha, donde cuenta con fuentes de carbono 

disponibles para expresar la producción de compuestos orgánicos volátiles.  

Por otro lado, B. methylotrophicus y la eficiencia antagónica que obtiene sobre B. 

cinerea en plantas de vid concuerda con los mecanismos de acción reportados, 

tales como promover el desarrollo vegetal al inducir la expresión de genes 

codificantes para defensa de las plantas, por ejemplo ACC deaminasa, GUS, LOX, 

PAL, quitinasas y acetoína las cuales inducen en el crecimiento y/o desarrollo 

vegetal (Madhaiyan et al., 2010). Bézier et al. (2002) mencionan algunos genes 

que se han descrito durante la defensa de plantas de uva, por ejemplo PAL, StSy, 

VCH3, VCHIT1b, quitinasa y compuestos orgánicos volátiles, sin embargo, la 

activación de estas estrategias son lentas, la infección total de hojas se registra 

completa en no más de tres días (Pérez-Flores et al., 2017), por lo que la 

eficiencia aquí registrada puede mejorar; por lo tanto la cepa es buen candidato 

para su uso en disminución de daño asociado a la infección por B. cinerea en 

plantas de vid.  
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VIII. CONCLUSIONES  

Los datos mostrados en las pruebas in vitro, en fruto e invernadero muestran poca 

correlación en el desempeño del antagonista sobre el patógeno, fungiendo como 

primer acercamiento a la prescencia de antagonismo. 

Los agentes de biocontrol evaluados presentan diferentes rangos de inhibición de 

B. cinerea en cada escenario, donde la levadura NB9 mostró mayor efecto en 

fruto.  

La cepa FR4B12 tiene menor eficiencia en frutos y mayor control de daño en 

hojas, por lo que la actividad mostrada en dichos órganos la señala como 

candidato a usarse en invernadero, por otro lado NB9 se desempeña mejor en 

frutos que en hojas apuntando su potencial uso en frutos, además hay organismos 

como P24 que se expresan bien en diversas condiciones. 

De manera específica sirven como un primer acercamiento para corroborar la 

competencia entre organismos y poder buscar las características de los entornos 

que beneficien la eficiencia de cada antagonista. 

VIII.I Perspectivas de estudio 

• Identificar los mecanismos de acción de FR4B12 y NB9 para su uso en 

cultivos. 

• Identificar los mecanismos de acción de M. pulcherrima y mejorar su 

eficiencia para conservar frutos de vid. 

• La cepa B. methylotrophicus puede considerarse para identificar sus 

mecanismos de acción y poder considerar su aplicación en plantas de vid. 

• Evaluar la eficiencia antagónica de los agentes en diferentes momentos de 

desarrollo de la planta. 

• Tomar en cuenta la biología de los agentes es importante para evitar 

deficiencias en su desempeño mostrado. 
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ANEXO 

  A 
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 2 
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Imagen 1. Imágenes capturadas para obtención de área total y con daño en la variedad 
"Syrah"; A) Tratamiento Control de FR4B12, B) Tratamiento Control de NB9 y C) 
Tratamiento Control Negativo; 1) Bordes de la lamina foliar con daño, 2) inicio de daño en 
el limbo de la hoja. 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 de
 la

 U
AQ



77 
 

  

A 

B 

C 

 1 

 2 

 3 

Imagen 2. Imágenes capturadas para obtención de área total y con daño en la 
variedad "Syrah", izquierda hojas sanas, derecha hojas con daño; A) Tratamiento 
Control Positivo, 1) puntos café oscuro distribuidos en la lámina; B) B. cinerea x 
FR4B12, 2) borde del limbo con puntos necróticos y C) B. cinerea x NB9, 3) 
manchas necróticas alargadas. 
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Imagen 3. Imágenes capturadas en el ensayo en invernadero de la variedad “Cabernet 
sauvignon”; A) Tratamiento Control de FR4B12; 1) limbos de la hoja con daño, B) 
Tratamiento Control de NB9, 2) puntos oscuros distribuidos en la lámina foliar y C) 
Tratamiento Control Negativo; 3) inicio de daño en el limbo de la hoja. Dire
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Imagen 4. Imágenes capturadas en el ensayo en invernadero de la variedad “Cabernet 
sauvignon”; izquierda hojas sanas, derecha hojas con daño; A) Tratamiento Control 
Positivo, 1) borde del limbo dañado, se ve afectada el haz de la hoja  B) B. cinerea x 
FR4B12, 2) borde del limbo con puntos necróticos y clorosis en la lámina y C) B. cinerea x 
NB9, 3) afectaciones en el limbo de la hoja. Dire
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