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RESUMEN 

 

El género Bacillus tiene una gran capacidad biocontroladora a través de diferentes mecanismos 

de defensa frente al desarrollo de fitopatógenos, por tanto el  presente trabajo tiene como objetivo 

aislar cepas de Bacillus spp. de la rizósfera de Vitis vinifera con capacidad antagónica frente a 

Botrytis cinerea en la Cooperativa Huacachina “Sector Hato”, el muestreo se realizó mediante la 

técnica de zig-zag en el campo A y B, las cepas seleccionadas se evaluaron por su capacidad 

antagónica mediante el porcentaje de inhibición del crecimiento radial, competencia de sustrato 

(escala de Ezziyyani) y la producción de metabolitos volátiles, se utilizó como control positivo     

B. amyloliquefaciens QST 713 (Serenade). Para la identificación parcial  de las cepas antagónicas 

se utilizaron las pruebas morfológicas y bioquímicas.  Se aislaron 18 cepas de Bacillus spp. con 

actividad antagonista frente B. cinerea. La inhibición radial de las cepas del campo A y B fue del 

62-73% y de 53 -71% respectivamente, con un grado de escala de 2 (½ invasión de la superficie 

de la cepa patógena), 3 (total invasión de la superficie de la cepa patógena) y 4 (total invasión de 

la superficie de la cepa patógena esporulación sobre ella), siendo todas las cepas positivas en la 

producción de metabolitos volátiles. Las cepas que tuvieron mejor actividad antagónica fueron 6 

cepas, no encontrándose  diferencia significativa con la cepa control.  En cuanto a la identificación 

todas las cepas pertenecieron al género Bacillus. Se concluye que las cepas aisladas de         

Bacillus spp. tienen efecto antagónico  frente a B. cinerea. 

 

 

 

 Palabras clave: Bacillus spp. , Botrytis cinerea, actividad antagonista, control biológico. 
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ABSTRACT 

 

 

The Bacillus genus has a great biocontrol capacity through different defense mechanisms against 

the development of phytopathogens, therefore the present work aims to isolate strains of      

Bacillus spp. of the rhizosphere of Vitis vinifera with antagonistic capacity against                   

Botrytis cinerea in the Huacachina "Sector Hato" Cooperative, the test was carried out using the 

zig-zag technique in field A and B, the selected strains were evaluated for their antagonistic 

capacity by means of the percentage of radial growth inhibition, substrate competition (Ezziyyani 

scale) and the production of volatile metabolites, was obtained as positive control                                

B. amyloliquefaciens QST 713 (Serenade). For the partial identification of the antagonistic strains, 

morphological and biochemical tests were used. 18 strains of Bacillus spp. with antagonistic 

activity against  B. cinerea. Radial inhibition of field strains A and B was 62-73% and 53-71%, 

respectively, with a scale degree of 2 (½ invasion of the surface of the pathogenic strain), 3 (total 

invasion of the surface of the pathogenic strain) and 4 (total invasion of the surface of the 

pathogenic strain, sporulation on it), all strains being positive in the production of volatile 

metabolites. The strains that had the best antagonistic activity were 6 strains, with no significant 

difference being found with the control strain. Regarding the identification, all the strains 

belonged to the genus Bacillus. It is concluded that the isolated strains of Bacillus spp. they have 

an antagonistic effect against  B. cinerea. 

 

 

Key words: Bacillus spp. , Botrytis cinerea, antagonist activity, biological control. 
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I. INTRODUCCIÓN 

El género Bacillus es una bacteria Gram positiva que se encuentra ampliamente distribuido a nivel 

mundial en diversos hábitats, como en ecosistemas acuáticos y terrestres1, este género se 

caracteriza por ser  aerobios estrictos o en ocasiones anaerobios facultativos, presentar una 

morfología bacilar de tamaño variable que oscila de 0.5 a 10 um 2. Son bacterias esporuladas que 

soportan ambientes de condiciones extremas permitiendo su sobrevivencia por largos periodos de 

tiempo 3. 

Este género se encuentra principalmente en los suelos debido a que son saprófitos, donde utilizan 

una gran diversidad de sustratos orgánicos4. Su importancia en el suelo radica porque es un 

secretor de proteína y metabolitos eficientes que promueven el crecimiento vegetal a través de la 

solubilización de fosfatos y la fijación de nitrógeno, donde favorecen la  producción de 

reguladores de crecimiento brindando sus beneficios a la agricultura y al medio ambiente, debido 

que es más eficaz que un fertilizante quimico5. 

El género Bacillus ha evidenciado una actividad biocontroladora frente a bacterias y hongos; con 

diversas especies como B. subtilis, B. plumilus, B. amyloliquefaciens y B. licheniformis; siendo 

ampliamente estudiadas como controles biológicos frente a las enfermedades de importancia 

agrícola6. Entre los principales mecanismos de defensa frente al desarrollo  de organismos 

fitopatógenos son las excreciones de antibióticos, enzimas líticas, sideróforos, toxinas e inducción 

de resistencia sistémica de la planta7.   En la producción de compuestos antimicrobianos, donde 

destacan tres familias importantes de lipopéptidos como las surfactinas, iturinas y fengicinas; 

estas son bioactivas en un amplio rango de fitopatógenos8. Además  sintetizan enzimas líticas 

como quitinasas, B-1-3- glucanasas, que degradan la pared de los hongos, también pueden causar 

lisis, donde esta acción les permite liberar oligomeros de quitina y glucano, siendo esto una 

defensa de la planta9. 

Otro mecanismo de Bacillus spp. es la capacidad de sintetizar sideróforos, debido a que el hierro 

es un elemento importante para la vida de los organismos y también es factor limitante en el suelo 

rizosferico3, este género tiene la capacidad de regular la concentración de hierro en el medio a 

través de su proceso de quelación10, por eso estas bacterias tienen una gran ventaja competitiva 

frente a los fitopatógenos que no lo  producen11. 

Este microorganismo también presenta un mecanismo de  respuesta sistémica inducida, que se  

activa por elicitores durante la interacción con agentes patógenos y por activarse no solo en el 

sitio de la infección, sino en otros tejidos de una manera sistémica12, lo cual le sirve para 

defenderse de la invasión de patógenos como hongos. Investigaciones ponen en evidencia que 

este microorganismo produce compuestos orgánicos volátiles13, como control frente a los 

fitopatógenos. 
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En la actualidad el cultivo de V. vinifera  viene siendo afectado por el hongo B. cinerea,  donde 

este hongo provoca grandes pérdidas económicas en la agroexportación14; debido a que afecta  

severamente a las bayas en épocas de cosecha causando “la podredumbre gris” y esto se 

incrementa cuando las condiciones ambientales, son favorables para su crecimiento como la alta 

humedad y una temperatura que oscila entre 15 a 25 grados15. Este hongo fitopatógeno se alimenta 

inicialmente de los nutrientes endógenos de su espora cuando las condiciones no son óptimas,  

para después absorber los nutrientes provenientes de los tejidos vivos, senescentes o muertos de 

la planta, cuando llega a presentar micelios, conidióforos y conidias se  forma un abundante 

inoculo de infección en los tejidos florales, bayas y hojas  en el cultivo de vid16. Incluso la 

infección es mayor cuando las bayas presentan resquebrajamiento y heridas por insectos o pájaros, 

siendo una infección directa  por esporas o micelios17.  

El control se realiza generalmente por  agroquímicos, presentando un gran problema para la salud 

y  medio ambiente, también puede causar una resistencia por parte de los patógenos y la 

residualidad de estos productos químicos en el suelo, planta y en el agua. Por eso las 

investigaciones hoy en día, están enfocados al estudio de microorganismos benéficos que tiene la 

capacidad de interfieren en el ciclo biológico de los patógenos18. 

Conociendo la actividad biocontroladora del género Bacillus,   se justifica el amplio uso  de cepas 

para el control de enfermedades que afectan a  los cultivos agrícolas, esto se sustenta en diferentes 

estudios  sobre este microorganismo, donde describen la evaluación de su eficacia de las cepas de 

B.  subtilis,  B. amyloquefaciens y B.  ginsengihumi frente a B. cinerea  19; en otro análisis  se 

determinó el efecto antagonista de los compuestos orgánicos volátiles (COV´ S) producidos por 

B.  subtilis frente al crecimiento de   B. cinerea20; también otros estudios han determinado el 

efecto de biocontrol  de Bacillus spp. contra Botrytis sp. en plantas de arándanos21; además hay 

investigaciones donde aislaron cepas nativas de Bacillus spp. en los suelos de campo de V. vinifera 

donde se evaluó la capacidad antagonista frente al patógeno B. cinerea22. 

Adicionalmente, algunas especies del género Bacillus han sido declaradas organismos seguros 

para la salud o el ambiente GRAS (Generally Recognized as Safe por sus siglas en inglés), para 

su comercialización y uso23. También destaca en el manejo integrado de plagas y enfermedades 

(MIPE) como agentes de control biológico (ACB), siendo una alternativa sustentable para mitigar 

los efectos negativos en la productividad y calidad de los cultivos agrícolas causada por distintas 

enfermedades y  reduciendo la contaminación de los suelos y mantos acuíferos24. 

Sin embargo es importante el aislamiento y evaluación de las cepas nativas en cuanto a su 

eficiencia en sus mecanismos de control biológico frente a un fitopatógeno, en la introducción de 

un agrosistema, para conocer si tiene una mayor eficiencia que una cepa industrial, ya que las 

condiciones ambientales pueden cambiar de acuerdo a su ecosistema. 

Por lo cual el objetivo de la investigación fue aislar cepas de Bacillus spp. de la rizósfera de                    

V. vinifera con capacidad antagónica frente a B. cinerea , determinado la capacidad antagónica y 
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la producción de metabolitos volátiles, con la finalidad de emplear estas cepas nativas en un futuro 

como un biofungicida y a la vez también reducir el uso de agroquímicos que causa un impacto 

negativo en el medio ambiente y en la salud humana debido a su residualidad. 
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II. ESTRATEGIA METODOLOGICA. 

 

2.1. Material de estudio: 

 El suelo procedente de la rizósfera de V. vinifera “Vid” del campo A y B de la Cooperativa 

Huacachina “Sector Hato” del distrito Ica. 

 Cepa de B. cinerea, procedente del laboratorio de producción de agrobiológicos - Fundo 

Agro Victoria. 

 Control positivo: B. amyloliquefaciens (cepa QST 713) del producto comercial Serenade 

(Cepa procedente del laboratorio de producción de agrobiológicos - Fundo Agro 

Victoria). 

 

2.2. Técnicas e instrumentos de recolección de la información 

2.2.1. Técnicas de recolección de la información 

2.2.1.1.   Toma de muestra 

Se recolectaron las muestras  en  dos diferentes zonas  del distrito de 

Ica, en  la Cooperativa Huacachina –“Sector Hato”, con las coordenadas 

para el campo A 14°07´42.6´´S 75°44´18.5´´W y B  14°07´14.2´´S 

75°44´36.0´´W. En cada recolección de muestra se siguió un muestreo 

de recorrido en zig-zag25 en los campos de cultivos de vid, donde se 

tomó 15 submuestras (extremos laterales y central del campo) de cada 

zona  con una profundidad 10 a 20 cm de suelo rizosférico, luego fueron 

agrupadas en 3 muestras. Para después proceder con la 

homogenización, envasado e identificación de las  muestras,  donde 

luego  fueron procesadas  en el laboratorio de producción de 

agrobiológico del Fundo AgroVictoria26. Anexos (Fig. 10, 11, 12,13) 

2.2.2. Instrumentos de recolección de la información 

2.2.2.1.   Procesamiento de la muestra 

Para cada muestra procedente de la rizósfera, se realizó un tamizado  

previamente con la finalidad  de eliminar las obstrucciones como resto 

de raíces u hojarascas entre otros. Para la dilución se empleó el método 

Standard Methods (1998), donde se pesó 10 g de la muestra, y se  

adicionó a 90 ml del diluyente (agua peptonada al 0,1%) a esta dilución 

se le realizó un pre-tratamiento térmico a baño a María a 80°C por 15 

minutos para eliminar los microorganismos no esporulados, luego se 
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procedió a enfriar las muestras  para poder  realizar las diluciones 

seriadas  hasta 10-6 en solución salina (0,85% P/V NaCl). Anexo 

(Fig.15) 

2.2.2.2.   Aislamiento y selección cepas de Bacillus spp. 

2.2.2.2.1. Aislamiento de Bacillus spp. 

De la dilución de 10-2 hasta 10-6 se sembró por superficie 0,1 

ml en placas con agar nutritivo (AN), utilizando la espátula 

de Drigalski estéril y luego se llevó incubar a 28°C durante 

48 horas27. 

 

2.2.2.2.2. Selección de Bacillus spp. para obtención de cultivos 

puros. 

Luego de la incubación se seleccionaron  las colonias con las 

características macromorfologicas como su forma irregular, 

con bordes que varía entre aserrada, lobulada u ondulada y  

elevación que puede ser planas o acuminadas, como 

características micromorfologicas, se procedió a realizar la 

Tinción Gram y Tinción Shaeffer Fulton. Luego se procedió 

a realizar siembras  en tubos de AN, para obtener cultivos 

puros y proceder a su evaluación. 

2.2.2.3. Evaluación de la capacidad antagónica de las cepas aisladas de    

Bacillus spp. frente a B.  cinerea 

                                                                

2.2.2.3.1. Porcentaje de inhibición del crecimiento radial 

Para evaluar el porcentaje de inhibición radial primeramente 

se reactivó la cepa del hongo fitopatógeno en el medio de agar 

de papa dextrosa (PDA) y se procedió a  incubar por 7 días a 

28°C. Así mismo las cepas seleccionadas se sembraron en 

caldo tripticasa soya (TBS) durante 24 horas a 28°C.  

La  determinación de la capacidad antagonista se realizó 

mediante la técnica de cámara dual descrita por Bell et al 28, 

esta prueba consiste en el desarrollo simultáneo de la bacteria 

antagónica y el patógeno, en  placas con el medio de PDA (sin 

cloranfenicol) bajo las mismas condiciones.  
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El método consistió en  sembrar la  cepa bacteria en los 

extremos de una placa de agar PDA (sin cloranfenicol)  

haciendo una estría vertical, luego se procedió a colocar una 

disco de 5 mm del  hongo fitopatógeno (previamente 

sembrado en un agar PDA por 7 días a 28°C)  en el centro de 

la placa, luego se llevó incubar a 28°C por 7 días. Este 

procedimiento se realizó por triplicado para cada cepa, donde 

se utilizó como control el hongo sembrado sin ninguna cepa 

bacteriana y también se utilizó como control positivo 

comercial Serenade que contiene a la cepa                                      

B.  amyloliquefaciens que se trabajó de la misma forma.  

Anexo (Fig.16) 

Cada 48 horas se tomó las mediciones del  radio de la colonia 

fúngica, hasta que el crecimiento del control del hongo llegue 

a cubrir toda la placa29.  Anexos (Fig. 17, 18 y 19) 

Donde después se  procedió a realizar el cálculo del 

porcentaje de inhibición, el cual se determinó  por la siguiente 

ecuación 30: 

                      Porcentaje de inhibición: ((
𝑹𝟏−𝑹𝟐

𝑹𝟏
) *100) 

R1: Radio de la colonia control del hongo fitopatógeno                 

B. cinerea. 

R2: Radio de la colonia enfrentado con la bacteria. 

2.2.2.3.2. Competencia por sustrato 

Para determinar la capacidad del biocontrol  se observó el 

crecimiento o no crecimiento de la  bacteria frente al hongo y 

la lectura se realizó de acuerdo a  la  escala de grados 

antagónicos propuesto por Ezziyyani et al 30. 

Capacidad antagónica grado 0: Ninguna invasión de la  

superficie de la cepa patógena. Potencial biocontrol muy 

malo. 

Capacidad antagónica grado 1: ¼ Invasión de la superficie 

de la cepa patógena. Potencial biocontrol malo. 
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Capacidad antagónica grado 2: ½ Invasión de la superficie 

de la cepa patógena. Potencial biocontrol deficiente. 

Capacidad antagónica grado 3: Total invasión de la 

superficie de la cepa patógena. Potencial biocontrol bueno. 

Capacidad antagónica grado 4: Total invasión de la 

superficie de la cepa patógena esporulación sobre ella. 

Potencial controlador biológico es  muy bueno. 

 

2.2.2.3.3. Producción de metabolitos volátiles 

 

Para determinar la inhibición del crecimiento del patógeno 

mediante la producción de metabolitos volátiles por las cepas 

bacterianas aisladas, se siguió  los protocolos propuestos por 

Montealegre et al. (2003) con algunas modificaciones 31. 

Consistió en utilizar dos bases de la placa Petri; en una base 

conteniendo agar nutritivo (AN) se sembró por superficie con 

ayuda de la espátula Drigalsky, 100 ul  de cada cepa aislada 

previamente reactivada en TSA. En la otra base de la placa de 

Petri se colocó el medio de cultivo PDA (con cloranfenicol) y 

se sembró un disco de 5 mm de diámetro  en el centro  de la 

placa del hongo patógeno B. cinerea. Luego se procedió a 

colocar  las dos bases una frente a la otra, sin dejar espacio 

entre las dos placas, donde se  procedió a sellar  con Parafilm. 

En el caso del control difiere en que no se sembró en agar 

nutritivo la bacteria. Anexo (Fig. 20)  

Las placas se  llevaron a  incubar a 28°C durante 7 días. 

Pasado el tiempo de incubación se observó  si el bacilo inhibía 

el crecimiento de  B. cinerea y se procedió a la lectura.  

Metabolitos volátiles positivos = Aquellas cepas que 

inhibieron el crecimiento total de B. cinerea y también 

aquellas que tuvieron un crecimiento menor al control.  

Metabolitos volátiles negativas = Se observó que no 

presentaban inhibición al crecimiento B. cinerea. 
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Luego se procedió  a realizar a las cepas que dieron 

metabolitos volátiles positivos una observación macroscópica 

para ver si habría cambios en la colonia  (menos algodonosa 

o presenta una disminución en la coloración) respecto al 

control y una coloración con azul de lactofenol para  observar  

microscópicamente a 400 X,  para ver si había cambios 

micromorfológicos (hifas tortuosas, no presencia de esporas 

o de conidióforos) 32,33. 

2.2.2.4. Identificación parcial  de las cepas con capacidad antagónica 

Las cepas que dieron positivas  a las pruebas antagónicas, se le realizó 

las siguientes pruebas de identificación. 

2.2.2.4.1. Caracterización macroscópica y microscópica  

Se procedió a sembrar las cepas en agar nutritivo e incubarlas 

por 24 – 48 horas a 28°C. Se caracterizó  morfológicamente, 

teniendo en cuenta la forma, borde y elevación según las 

pruebas descritas en  Bergey´s  Manual of Systematic 

Bacteriology34. Luego se realizó la Tinción Gram  para la ver 

la forma y tipo de pared, así mismo la Tinción de Shaeffer 

Fulton para ver la presencia de esporas y disposición 35. 

Anexos (Fig.21, 22) 

2.2.2.4.2. Pruebas bioquímicas de Bacillus spp. 

Se realizó las siguientes pruebas bioquímicas como: la prueba 

de catalasa, prueba de oxidasa, prueba de movilidad e 

hidrólisis de almidón. 

2.2.2.4.2.1.  Prueba de catalasa 

La enzima catalasa está presente en la mayoría 

de las bacterias, que sintetizan catalasa e 

hidrolizan el peróxido de hidrógeno en agua y 

oxígeno gaseoso.   

Esta prueba consistió en colocar en un 

portaobjeto con ayuda del  asa bacteriológica, un  

inóculo de la bacteria y  luego se procedió a 

agregar 1 gota de agua oxigenada 36.       
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Prueba positiva = Desprendimiento de burbujas.       

Prueba negativa = No hay desprendimiento de 

burbujas.   

2.2.2.4.2.2. Prueba de oxidasa 

Esta prueba se utiliza para determinar si un 

microorganismo produce la enzima citocromo-

oxidasa. Esto sucede en presencia de oxígeno 

atmosférico la enzima intracelular 

citocromooxidasa oxida el reactivo 

fenilendiamina y forma una coloración azul 

violácea. (indofenol ). 

Para realizar esta prueba con  el asa 

bacteriológica se tomó un inóculo de la colonia, 

el cual se depositó sobre la zona reactiva de 

Bactident Oxidasa37. 

Prueba  positiva = Presencia de la coloración 

azul violácea. 

Prueba negativa = Sin aparición de color. 

2.2.2.4.2.3.   Prueba de hidrólisis de almidón  

Esta prueba es para determinar la capacidad de  

la bacteria en hidrolizar el almidón por acción 

enzimática secretando amilasas. 

En esta prueba consistió en utilizar  placa Petri 

con agar almidón, en la cual se sembró la 

bacteria  por estría y luego se llevó a incubar a 

28°C por 24 horas a 48 horas, después se  agregó 

5 gotas de lugol 38,39. 

Prueba positiva = Cuando se observa un halo 

transparente alrededor de la bacteria. 

Prueba negativa = Cuando mantiene la 

coloración azul- negro alrededor de la bacteria. 

2.2.2.4.2.4.   Prueba de movilidad 

Esta prueba es para verificar si tienen las 

bacterias motilidad por medios de flagelos, que 

se encuentran principalmente entre los bacilos. 

En esta  prueba se sembró por puntura la muestra 



 

19 
 

en un agar SIM (sulfuro indol para movilidad) y 

se llevó a incubar a 28°C por 24 horas38. 

Prueba positiva = Si la bacteria migra de la línea 

de siembra y se difunde en el medio, donde se 

observa el medio turbio. 

Prueba negativa = El crecimiento de la bacteria 

solo crece en la línea  de siembra y el medio se 

mantiene claro. 

 

2.2.2.5. Análisis e interpretación de los resultados. 

 

Los datos y las pruebas estadísticas  se evaluaron empleando el programa 

SAS System para Windows Version 9.4  con 95% de confianza. 
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III. RESULTADOS 

 

Tabla 1. Cepas de Bacillus spp. aisladas de la rizósfera de V.  vinifera del campo A y B de la 

Cooperativa Huacachina “Sector Hato” del distrito Ica . 

 

 

                                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                    

                                   (+) Presentó actividad antagonista frente a B. cinerea. 

                                (-)  No presentó actividad antagonista frente a B. cinerea. 

 

  

Cepas de Bacillus spp. con capacidad 

antagónica 

Campo A Campo B 

M1A1 (+) M1B1(+) 

M1A2 (+) M1B2(+) 

M1A3 (-) M1B3(+) 

M2A1 (+) M2B1(+) 

M2A2 (+) M2B2(+) 

M2A3 (+) M2B3(+) 

M3A1 (+) M2B4(+) 

M3A2 (+) M3B1(+) 

M3A3 (+) M3B2(+) 

 M3B3(+) 

Total:                  9 10 
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A B C 

D E F 

G H I 

J 

Figura. 1. Inhibición del crecimiento radial de las cepas aisladas de Bacillus spp. frente a  

B.  cinerea  a  los 8 días de incubación . A: M1A1, B: M2A1, C: M3A1,              

D: M1A2, E: M2A2, F: M3A2, G: Cepa comercial Serenade, H: M2A3,                

I:  M3A3 y J: Control de B. cinerea 
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A B 

G 

F E D 

C 

H I 

J K L 

Figura. 2. Inhibición del crecimiento radial de las cepas aisladas de Bacillus spp. frente a   

B. cinerea  a  los 8 días de incubación. A: M1B1, B: M2B1, C: M3B1, D: 

M1B2, E: M2B2, F: M3B2, G: M1B3, H: M2B3, I: M3B3, J: Control de           

B. cinerea. K: M2B4 y  L: Cepa comercial Serenade. 
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Figura. 3. Medidas de los radios de crecimiento de B. cinerea frente a las cepas aisladas de Bacillus spp. del campo A a los 2, 4, 6 y 8 días. 
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Figura. 4.  Porcentajes de inhibición del crecimiento radial de B. cinerea frente a las cepas de Bacillus spp. aisladas del campo A a los 2, 4, 6 y 8 días. 
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Figura. 5. Medidas de los radios de crecimiento de B. cinerea frente a las cepas aisladas de Bacillus spp. del campo B a los 2, 4, 6 y 8 días. 
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Figura. 6.  Porcentajes de inhibición del crecimiento radial de B. cinerea frente a las cepas de Bacillus spp. aisladas del campo B a los 2, 4, 6 y 8 días. 
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Tabla 2. Capacidad antagónica por competencia de sustrato de las cepas de Bacillus spp. aisladas 

del campo A frente a B. cinerea . 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

  

  

Cepas de Bacillus spp.           Grado de escala 

Serenade 4 

M1A1 4 

M1A2 4 

M2A1 2 

M2A2 2 

M2A3 2 

M3A1 2 

M3A2 4 

M3A3 3 

Escala de Ezziyyani et al. 

Grado 2: 1/2 Invasión de la superficie de la cepa patógena. Potencial biocontrol 

deficiente.  

Grado 3: Total invasión de la superficie de la cepa patógena. Potencial biocontrol 

bueno. 

Grado 4: Total invasión de la superficie de la cepa patógena esporulación sobre ella. 

Potencial controlador biológico es muy bueno. 
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Tabla 3. Capacidad antagónica por competencia de sustrato de las cepas de Bacillus spp. aisladas 

del campo B frente a B. cinerea . 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

  

Cepas de Bacillus spp.            Grados de escala 

Serenade 4 

M1B1 2 

M1B2 2 

M1B3 2 

M2B1 3 

M2B2 3 

M2B3 2 

M2B4 3 

M3B1 2 

M3B2 2 

M3B3 4 

Escala de Ezziyyani et al. 

Grado 2: 1/2 Invasión de la superficie de la cepa patógena. Potencial biocontrol 

deficiente  

Grado 3: Total invasión de la superficie de la cepa patógena. Potencial biocontrol 

bueno 

Grado 4: Total invasión de la superficie de la cepa patógena esporulación sobre 

ella. Potencial controlador biológico es muy bueno. 
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Figura. 7. Cambios macroscópicos e inhibición del crecimiento radial por la producción de 

metabolitos volátiles de las cepas de Bacillus spp. aisladas  del campo A frente            

B. cinerea. A: M1A1, B: M2A1, C: M3A1, D: M1A2, E: M2A2, F: M3A2,              

G: Cepa comercial Serenade, H: M2A3, I: M3A3 y J: Control de B. cinerea. 
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Figura. 8. Cambios macroscópicos e inhibición del crecimiento radial por la producción 

de metabolitos volátiles de las cepas de Bacillus spp. aisladas del campo B 

frente  B. cinerea. A: M1B1, B: M2B1, C: M3B1, D: M1B2, E: M2B2,                   

F: M3B2, G: M1B3, H: M2B3, I: M3B3, J: Control de   B. cinerea. K: M2B4 y  

L: Cepa comercial Serenade. 
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A B 

C 

Figura. 9. Cambios micromorfológicos de la acción antagónica de las cepas de   

Bacillus spp. frente a  B. cinerea mediante la tinción azul de lactofenol 

(400 X). A: Control B. cinerea se identifica las estructuras de conidios (a) 

y conidióforo (b), B, C y D: Filamentos malformados y ausencia de 

conidióforos. 

 

a 

D 
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Tabla 4. Características macroscópicas y microscópicas de las cepas de Bacillus spp. aisladas del 

campo A con actividad antagonista. 

  

Cepas de 

Bacillus spp. 

Observación macroscópica y microscópica  

Observación macroscópicas Tinción Gram Tinción 

Shaeffer- 

Fulton 

M1A1 Colonias pequeñas, transparente, 

consistencia mucosa, forma irregular, 

elevación convexa y margen lobulado. 

Bacilos medianos Gram (+), con 

bordes cuadrados en cadenas. 

Esporas 

terminales 

M1A2 Colonias pequeñas, transparente, 

consistencia cremosa, forma irregular, 

elevación plana y margen lobulada.  

Bacilos medianos Gram (+), con 

bordes redondeados en cadenas.   

Esporas 

terminales 

M2A1 Colonias medianas, transparente, 

consistencia mucosa, forma irregular, 

elevación umbilicado y margen lobulada. 

Bacilos pequeños con cadenas 

cortas Gram (+), con bordes 

cuadrados. 

Esporas 

subterminales 

M2A2 Colonias medianas, transparente, 

consistencia mucosa, forma irregular, 

elevación umbilicado y margen lobulada. 

Bacilos medianos que forman 

cadenas cortas Gram (+). 

Esporas 

terminales 

M2A3 Colonias grandes, transparente, consistencia 

mucosa, forma irregular, elevación convexa 

y margen ondulada. 

Bacilos pequeños con bordes 

rectos Gram (+). 

Esporas 

terminales 

M3A1 Colonias grandes, trasparente, consistencia 

cremosa, forma irregular, elevación 

umbilicado y margen lobulado. 

Bacilos pequeños Gram (+), con 

bordes rectos en cadenas cortas. 

Esporas 

terminales 

M3A2 Colonias grandes, transparente, consistencia 

mucosa, elevación elevada y margen 

lobulado. 

Bacilos pequeños Gram (+) en 

cadenas cortas y bordes 

redondeados. 

Esporas 

subterminales 

M3A3 Colonias grandes, transparente, consistencia 

cremosa, elevación umbilicado y margen 

lobulado. 

Bacilos pequeños Gram (+), en 

cadenas cortas y con bordes 

rectos. 

Esporas 

terminales 
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Tabla 5. Características macroscópicas y microscópicas de las cepas de Bacillus spp. aisladas del 

campo B con actividad antagonista. 

 

 

Cepas de 

Bacillus spp. 

Observación macroscópica  y microscópica 

Observación Macroscópicas Tinción Gram Tinción  

Shaeffer- Fulton 

M1B1 Colonias pequeñas, transparente, consistencia 

cremosa, forma irregular, elevación convexa y 

margen lobulado. 

Bacilos medianos Gram (+), 

con bordes redondeados. 

Esporas 

terminales 

M1B2 Colonias pequeñas, transparente, consistencia 

cremosa, forma irregular, elevación convexa y 

margen lobulada.  

Bacilos medianos Gram (+), 

con bordes redondeados. 

Esporas 

subterminales 

M1B3 Colonias medianas, transparente, consistencia 

mucosa, forma irregular, elevación elevado y 

margen lobulado. 

Bacilos medianos Gram (+), 

con bordes redondeados. 

Esporas 

terminales 

M2B1 Colonias pequeñas, opacas, consistencia 

cremosa, forma irregular, elevación plano y 

margen lobulado. 

Bacilos medianos Gram (+), 

con bordes redondeados. 

Esporas 

terminales 

M2B2 Colonias medianas, opacas, consistencia 

mucosa, forma irregular, elevación umbilicado 

y margen lobulado. 

Bacilos medianos Gram (+) 

con bordes redondeados. 

Esporas 

terminales 

M2B3 Colonias medianas, transparente, consistencia 

mucosa, forma irregular, elevación convexo y 

margen filamentoso. 

Bacilos pequeños Gram (+) 

con bordes redondeados. 

Esporas 

subterminales 

M2B4 Colonias pequeñas, opacas, consistencia 

cremosa, forma irregular, elevación elevada y 

margen ondulado. 

Bacilos medianos Gram (+), 

con bordes redondeados en 

cadenas. 

Esporas 

terminales 

M3B1 Colonias medianas, transparente, consistencia 

cremosa, elevación umbilicado y margen 

ondulado. 

Bacilos medianos Gram (+), 

con bordes redondeados en 

cadenas cortas. 

Esporas 

terminales 

M3B2 Colonias medianas, transparente, consistencia 

mucosa, elevación umbilicado y margen 

ondulado. 

Bacilos medianos Gram (+) 

con bordes redondeados en 

cadenas. 

Esporas 

terminales 

M3B3 Colonias grandes, transparente, consistencia 

mucosa, elevación elevado y margen lobulado. 

Bacilos pequeños Gram (+), 

en cadenas cortas. 

Esporas 

terminales 
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Tabla 6. Pruebas bioquímicas parciales  de las cepas aisladas de Bacillus spp. del campo A con 

actividad antagonista. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    +: Positivo a la prueba bioquímica  

 

Tabla 7. Pruebas bioquímicas parciales  de las cepas aisladas de Bacillus spp. del campo B con 

actividad antagonista. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                   +: Positivo a la prueba bioquímica               -: Negativo a la prueba bioquímica 

 

 

Cepas aisladas 

de Bacillus spp. 

Pruebas Bioquímicas 

Catalasa Oxidasa 
Hidrólisis 

de almidón 
Movilidad 

          M1A1 + + + + 

          M1A2 + + + + 

          M2A1 + + + + 

          M2A2 + + + + 

          M2A3 + + + + 

          M3A1 + + + + 

          M3A2 + + + + 

          M3A3 + + + + 

Cepas aisladas 

de Bacillus spp. 

Pruebas Bioquímicas 

Catalasa Oxidasa Hidrólisis de 

almidón 

Movilidad 

M1B1 + + + + 

M1B2 + + + + 

M1B3 + + + + 

M2B1 + + + - 

M2B2 + + + + 

M2B3 + + + + 

M2B4 + + + + 

M3B1 + + + + 

M3B2 + + + + 

M3B3 + + + + 
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Tabla 8. Diferencia significativa de la actividad antagónica de las cepas aisladas de los campos 

A y B de Bacillus spp.  vs Serenade ( cepa comercial ) frente a B. cinerea a los 8 días .   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H0: Las cepas aisladas de Bacillus spp. presentan diferencia significativa frente al producto comercial 

Serenade.  

H1: Al menos una de las cepas aisladas de Bacillus spp. no presenta diferencia significativa frente al 

producto comercial Serenade. 

Grado de confianza: 95%  

Anexo (Tabla 10) 

 

 

Cepas de 

Bacillus spp. 

Actividad antagónica                   

a los 8 días 

Serenade     1,1  a 

M1A1     1,3  a b c 

M1A2     1,2  a b         

M2A1     1,6           d e f g     

M2A2     1,7           d e f g  

M2A3     1,6      b c d e f               

M3A1     1,6         c d e f g   

M3A2     1,3  a b c             

M3A3     1,4  a b c d e                       

M1B1     1,6        c d e f g              

M1B2     1,6        c d e f g       

M1B3     1,7                f g h  

M2B1     1,4  a b c d         

M2B2     1,5     b c d e f             

M2B3     1,9                    g h      

M2B4     1,6        c d e f g          

M3B1     2,1                      h 

M3B2     1,6         c d e f     

M3B3     1,3   a b c  
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Tabla 9. Cepa de Bacillus spp. con mejor actividad antagónica frente a B. cinerea a los 8 días. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Cepas de       

Bacillus spp. 

Actividad antagónica a 

los 8 días 

Serenade        1,1   a 

M1A1        1,3   a b c 

M1A2        1,2    a b 

M3A2        1,3    a b c 

M3A3        1,4   a b c d e 

M2B1        1,4   a b c d 

M3B3         1,3   a b c 
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IV. DISCUSIÓN 

Se conoce hoy en día que el género Bacillus  tiene mecanismos de acción contra las enfermedades 

de las plantas, causadas por bacterias y hongos40 ,siendo usado como un principal controlador 

biológico, por consiguiente al analizar el suelo procedente de  la rizósfera de los campos A y B 

de V. vinifera de la Cooperativa Huacachina “Sector Hato”, se aislaron 19 cepas a las cuales se 

denominaron con las siglas; M1A1, M1A2, M1A3, M2A1, M2A2, M2A3, M3A1, M3A2, M3A3 

( 9 cepas), M1B1, M1B2, M1B3, M2B1, M2B2, M2B3, M2B4, M3B1, M3B2, M3B3 ( 10 cepas), 

de las cuales la cepa M1A3 no tuvo actividad antagónica. Tabla 1 

Las 18 cepas de Bacillus spp. mostraron actividad antagonista frente a B. cinerea, esta actividad 

puede deberse a diferentes mecanismo de acción como su gran capacidad de producir una 

variedad de antibióticos, que son capaces de inhibir el crecimiento de agentes fitopatógenos entre 

estos, los más estudiados son los lipopéptidos cíclicos no ribosomales41; la producción de enzimas 

involucradas en la degradación de la pared celular de agentes patógenos de origen fúngico42; 

también la capacidad de sintetizar sideróforos, lo que regula la concentración de hierro en el 

medio, esto ocasiona que este metal no se encuentre disponible  para los microorganismos 

patógenos10 y el mecanismo de resistencia sistémica inducida ( ISR ), que son activados por 

elicitores durante la interacción con agentes patógenos haciendo que se active no solo en el sitio 

de la infección, sino de manera sistémica en otros tejidos que no están haciendo afectados12. Fig. 

1 y 2 

Al evaluar el efecto antagónico mediante el porcentaje de inhibición radial,  se demuestra un 

efecto antagónico frente al hongo fitopatógeno B. cinerea, en caso de las cepas del campo A 

oscilaron entre los porcentajes 62 – 73%, siendo la mejor cepa M1A2 con 73 % y en caso de las 

cepas del campo B oscilaron entre los porcentajes 53-71%, siendo la mejor cepa  M3B1 con 71%, 

datos similares se obtuvo entre los rangos de porcentajes de inhibición del campo B como lo que 

se reportaron en aislamientos de cepas de Bacillus spp. de la rizósfera de V.  vinifera var. Moscato 

de Alejandria frente B. cinerea 22; así mismo los resultados obtenidos en el efecto antagónico de 

B.  subtilis sobre el crecimiento de B. cinerea que son datos más cercanos entre los rangos de 

inhibición de los campos A y B20. 

 Este mecanismo de defensa frente a los hongos se debe posiblemente a la producción de 

compuestos antimicrobianos producidos por el género Bacillus en lo que destacan tres familias 

de lipopéptidos como las surfactinas, iturinas y fengicinas, donde han sido ampliamente 

estudiadas su actividad antimicrobiana, que tiene una interacción con la membrana citoplasmática 

de células fúngicas, esto provoca la formación de poros y un desbalance osmótico, lo que ocasiona 

la muerte celular de los microorganismos fitopatógenos43,44 . Fig. 3, 4, 5 y 6. Anexo (Tabla 10) 
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Se evaluó además la competencia por sustrato utilizando la tabla propuesta por Ezziyyani et al. 

de acuerdo a los grados 0-4, dando como resultado para las cepas del campo A y B  rangos de 2 

(½ invasión de la superficie de la cepa patógena), 3 (total invasión de la superficie de la cepa 

patógena) y 4 (total invasión de la superficie de la cepa patógena esporulación sobre ella), esto es 

debido que este género coloniza más rápido en el sustrato, donde asimila los nutrientes necesarios 

para su desarrollo, lo que causa que se establezca en el medio en un menor tiempo, a comparación 

con el hongo fitopatógeno que no tiene espacio para crecer en el sustrato45; así mismo se  conoce 

que B. subtilis tiene un rápido crecimiento el cual inhibe la formación de conidios en hongos 

fitopatógenos, los cuales se ven afectados por la falta de espacio y nutrientes para su desarrollo, 

esto causa que sea incapaces de competir con la bacteria46. Tabla 2 y 3  

En cuanto a la actividad antifúngica el género Bacillus produce metabolitos difundidos como 

volátiles que protegen directamente a las plantas contra los fitopatógenos, estos compuestos 

pueden ser grupos de esteres, alcanos, alquenos, alquinos, alcoholes, terpenoides, aldehídos y 

cetonas47, en los que se destacan el benzotiazol, el benzaldehído, el fenilacetaldehido, el 

ciclohexanol, 2-etil-1hexanol, el 2,3-butanodio, entre otros de los que se ha comprobado que 

poseen actividad antimicrobiana48 . Donde es posible que cualquiera de estos compuestos estén 

presenten en las cepas del campo A y B las cuales  presentaron metabolitos volátiles, que se 

observa cambios macroscópicamente como menos algodonosa, disminución de la coloración e 

inhibición del crecimiento radial respecto al control. Fig. 5 y 6                                                                          

Así mismo se observó cambios micromorfológicos en donde se observa que las hifas tenían unos 

aspectos tortuosos, y  no presentaron conidióforos ni esporas, esto concuerda con la investigación 

donde dice que diferentes especies de Bacillus spp. poseen proteínas con actividad antifúngica  

que causa lisis y alteraciones morfológicas en las hifas49.  Fig.7 

A las 18 cepas aisladas con capacidad antagónica se procedió a realizar su identificación parcial 

(caracterización macroscópica, microscópica y bioquímica), donde se observa  características 

macroscópicas típicas del género Bacillus como son su forma irregular, margen lobulado u 

ondulada y elevaciones de las colonias con una consistencia mucosa o cremosa similares y en la 

características microscópicas presentaron una tinción Gram  positivo, presencia de endospora 

central y subterminal resultados descriptos por el Bergey´s  Manual of Sytmeatic Bacteriology. 

Estos resultados obtenidos son similares a la investigación donde describen las características 

macroscópicas de la colonias de Bacillus como su  forma irregular y con bordes de la colonias 

que varía entre aserrada, lobulada u  ondulada y las elevaciones que suelen ser planas o 

acuminadas50, en otra investigación describe  las características microscópicas  del género 

Bacillus de presentar bacilos Gram positivos  con bordes redondeados y esporas esféricas51. 

Anexo (Fig.19, 20, 21, Tabla 4 y 5) 
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En cuanto a las pruebas parciales bioquímicas la prueba de catalasa, oxidasa, hidrolisis de almidón 

y movilidad fueron positivas en todas las pruebas, para todas las cepas campo A y B,  a excepción 

de la cepa M1A3 que no presento movilidad, sin embargo esta característica podría deberse al          

B. anthracis que tiene como característica la inmovilidad52, en otra investigación obtuvieron un 

resultado similar en sus pruebas bioquímicas donde describen a las cepas de B. subtilis, y 

B.firmus53.  Tabla 6 y 7, Anexo (Fig. 22) 

Al evaluar las diferencias significativas con la prueba Tukey con la cepa comercial Serenade  con 

las cepas aisladas del campo A y B en las comparación de medias, con la significación 0,05 se 

obtuvo como resultado que a 2 días después del enfrentamiento frente a B. cinerea, la mayoría de 

las cepas no tienen diferencia significativa con Serenade, a los 4 y 6 días se pudo observar que la 

B. amyloliquefaciens (cepa comercial Serenade), tiene un mejor crecimiento que las cepas de 

Bacillus spp. M2A1, M2A2, M2A3, M3A1, M1B1, M1B2, M1B3, M2B2, M2B3, M2B4, M3B1, 

M3B2 ya que mostro diferencia significativa. Finalmente a los 8 días,  se pudo observar que la 

cepa de Bacillus spp. M1A2 los promedios del crecimiento radial son las cercanos a la cepa 

comercial, sin embargo estadísticamente  las cepas M1A1, M1A2, M3A3, M3A2, M2B1 y M3B3 

tienen tal e igual crecimiento que la cepa comercial Serenade. Tabla 8, Anexo (Tabla 11, 12, 13, 

14, 15) 

Como conclusión se encontró 6 cepas de Bacillus spp. nativas con mejor capacidad antagónica 

tan igual que la cepa comercial Serenade frente a B. cinerea. Cabe resaltar que el aislamiento de 

estas cepas fueron en campos donde no se utilizó algún tipo de  producto biológico, por lo tanto 

es una alternativa de poder utilizarlo  como biofungicida, tan igual como una cepa comercial  y 

que están adaptadas mucho mejor al medio ambiente. Tabla 9 
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V. CONCLUSIONES 

 

 Se aisló cepas de Bacillus spp. de la rizósfera de V.  vinifera con capacidad antagónica frente 

a B. cinerea. 

 De las 9 cepas de Bacillus spp. del campo A solo 8 presentaron actividad antagonista y de 

las 10 cepas de Bacillus spp. del campo B todas presentaron actividad antagonista frente a 

B. cinerea mediante la técnica de la cámara dual. 

 La capacidad antagónica de acuerdo a los  grados mediante la escala utilizada por     

Ezziyyani et al.  fueron para las cepas de Bacillus spp. del campo A y B  entre 2, 3 y 4 grados.  

 Todas las cepas de Bacillus spp. evaluadas del campo A y B, presentaron metabolitos 

volátiles frente a B. cinerea. 

 Las características macromorfológicas, micromorfológicas e  identificación parcial 

bioquímica de las cepas aisladas del campo A y B, correspondieron a las cepas de         

Bacillus spp.  
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VI. RECOMENDACIONES 

 

 

 Se recomienda realizar una prueba identificación molecular a las cepas aisladas de        

Bacillus spp. para la identificación de la especie. 

 Realizar un estudio más amplio de los metabolitos volátiles que presenta las cepas de 

Bacillus spp. para tener una identificación del compuesto que es responsable de la inhibición 

frente a B. cinerea. 

 Determinar los principales mecanismos de inhibición de las cepas aisladas Bacillus spp. 

frente a B. cinerea. 

 Proseguir estos estudios de estas cepas evaluadas con capacidad antagónica frente a 

condiciones de invernadero.   

 Evaluar la capacidad antagonista de  las cepas seleccionadas de Bacillus spp. con otros 

hongos fitopatógenos. 
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VIII. ANEXOS 

 

 

  

Figura. 11. Toma de muestra de la rizósfera de V.  vinifera del campo A. 

 

Figura. 10. Muestreo en zigzag para la toma de muestra de la rizósfera de         

V. vinifera. 
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Figura. 13. Toma de muestra de la  rizósfera de V.  vinifera con una profundidad 

de 20 cm. 

Figura. 12. Toma de muestra de la  rizósfera de V.  vinifera del campo B. 
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Figura. 14. Características de la cepa de B. cinerea. A: Observación macroscópica de la 

colonia de  B. cinerea anverso de la placa, B: Observación macroscópica de 

la colonia de B. cinerea en reverso de la placa y C: Observación microscópica 

de  B. cinerea. 

A B 
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Caracteristicas 

micromorfologicas 

Características 

macromorfológicas 

 

Solución salina         

(0,85% P/V 

NaCl) 

 

Toma de muestra de la 

rizósfera 

Muestra de 

suelo  50 g. 

Muestra de suelo 

tamizada 

Muestra de 

suelo 10 g. 
Dilución de la muestra en 

90 ml de agua peptonada 

al 0,1% 

Baño de María 

80°C por 15 min 

10-1 

10
-2

 10
-3

 10
-4

 10
-5

 

 

10
-6

 

Siembra por superficie por duplicado en agar nutritivo e incubar a 28°C por 48 horas 

0,1 ml 

1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 

0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 

1 ml 

Figura. 15. Flujograma del procedimiento del aislamiento de las cepas de Bacillus spp. de la 

rizósfera de V. vinifera. 

Sembrar cultivos 

puros en tubos de AN 
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Cepa aislada de 

Bacillus spp.  

Cepa de Bacillus spp. 

en caldo TSA e 

incubar  28°C por 24 h  

Reactivar 

Reactivar 

Cepa de            

B. cinerea 
B. cinerea en agar 

PDA 28°C por 7 días  

Bacillus spp. frente a B. cinerea 

en agar PDA (sin cloranfenicol) 

28°C por 7 días. 

Figura. 16. Flujograma del procedimiento de la prueba antagonista radial de las cepas 

aisladas de Bacillus spp. frente a B. cinerea. 

5 mm 
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A B 

C 

 

D 

Figura. 17. Crecimiento radial del control de  B.  cinerea. A: A los 2 días, B: A los 4 días, 

C: A los 6 días y D: A los 8 días. 
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A B 

C D 

Figura. 18. Inhibición del crecimiento radial de la cepa comercial Serenade frente               

B. cinerea. A: A los 2 días, B: A los 4 días, C: A los 6 días y D: A los 8 días. 
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A B 

C D 

Figura. 19. Inhibición del crecimiento radial de la cepa M1A3 frente  B. cinerea. A: A los 

2 días, B: A los 4 días, C: A los 6 días y D: A los 8 días 
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Tabla 10. Medición del crecimiento radial (cm /día) de B. cinerea frente a las cepas aisladas de 

Bacillus spp. del campo A y B a los 2, 4,6 y 8 días. 

  
Cepas 

aisladas 
Repeticiones 2DDS 4DDS 6DDS 8DDS 

M1A1 

 

1 0.8 1.2 1.2 1.2 

2 0.7 1.2 1.3 1.3 

3 0.6 1.3 1.3 1.3 

4 0.5 1.2 1.2 1.2 

5 0.6 1.2 1.2 1.2 

6 1.0 1.6 1.6 1.6 

M1A2 

 

1 0.7 1.3 1.3 1.3 

2 0.6 1.2 1.2 1.2 

3 1.0 1.2 1.2 1.2 

4 1.0 1.4 1.4 1.4 

5 1.0 1.3 1.3 1.3 

6 0.8 1.0 1.0 1.0 

M2A1 

 

1 0.9 1.7 1.7 1.7 

2 0.8 1.7 1.7 1.7 

3 0.9 1.5 1.5 1.5 

4 0.7 1.6 1.7 1.7 

5 0.6 1.7 1.7 1.7 

6 0.8 1.5 1.5 1.5 

M2A2 

 

1 0.7 1.5 1.6 1.6 

2 0.8 1.7 1.7 1.7 

3 0.7 1.9 1.9 1.9 

4 0.6 1.5 1.7 1.7 

5 0.6 1.5 1.5 1.5 

6 0.8 1.7 1.7 1.7 

M2A3 

 

1 0.9 1.7 1.7 1.7 

2 0.9 1.4 1.5 1.5 

3 0.8 1.5 1.5 1.5 

4 1.0 1.4 1.4 1.4 

5 0.8 1.5 1.5 1.5 

6 0.6 1.5 1.7 1.7 

M3A1 

 

1 1.0 1.5 1.5 1.6 

2 1.2 1.6 1.6 1.7 

3 1.5 1.5 1.5 1.6 

4 1.5 1.5 1.5 1.6 

5 1.2 1.4 1.4 1.5 

6 1.0 1.4 1.4 1.5 

M3A2 

 

1 0.9 1.3 1.3 1.3 

2 0.6 1.1 1.1 1.3 

3 0.7 0.9 1.0 1.1 

4 1.3 1.3 1.3 1.4 

5 1.2 1.4 1.5 1.5 
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6 1.0 1.0 1.2 1.2 

M3A3 

 

1 0.8 1.4 1.4 1.4 

2 1.1 1.4 1.4 1.4 

3 1.6 1.6 1.6 1.6 

4 0.9 1.3 1.3 1.3 

5 0.7 1.2 1.2 1.3 

6 1.0 1.2 1.2 1.3 

M1B1 

 

1 1.1 1.6 1.6 1.6 

2 1.0 1.9 1.9 1.9 

3 1.0 1.4 1.5 1.5 

4 1.2 1.5 1.5 1.6 

5 0.7 1.6 1.6 1.6 

6 1.0 1.5 1.5 1.5 

M1B2 

 

1 1.2 1.7 1.7 1.7 

2 1.2 1.3 1.7 1.7 

3 1.1 1.5 1.5 1.5 

4 0.7 1.5 1.5 1.5 

5 1.0 1.7 1.7 1.7 

6 1.0 1.5 1.5 1.6 

M1B3 

 

1 1.5 1.1 1.7 1.8 

2 1.4 1.5 1.7 1.8 

3 1.2 1.7 1.8 1.8 

4 1.2 1.6 1.6 1.8 

5 1.1 1.5 1.6 1.8 

6 1.2 1.6 1.7 1.7 

M2B1 

 

1 1.2 1.5 1.5 1.5 

2 0.9 1.1 1.2 1.2 

3 1.0 1.3 1.3 1.3 

4 0.9 1.3 1.4 1.4 

5 0.7 1.3 1.3 1.3 

6 1.0 1.3 1.3 1.4 

M2B2 

 

1 1.3 1.6 1.6 1.7 

2 1.0 1.2 1.2 1.2 

3 1.4 1.5 1.5 1.5 

4 1.0 1.5 1.5 1.5 

5 1.1 1.5 1.5 1.5 

6 1.0 1.2 1.3 1.4 

M2B3 

 

1 1.2 1.8 1.9 2.0 

2 1.1 1.6 2.0 2.0 

3 0.9 1.8 2.1 2.1 

4 0.9 1.4 1.5 1.6 

5 0.8 1.5 1.7 1.8 

6 0.7 1.5 1.7 1.9 

M2B4 

 

1 0.8 1.6 1.6 1.6 

2 0.8 1.5 1.5 1.5 

3 1.0 1.6 1.6 1.7 
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4 0.7 1.5 1.5 1.5 

5 1.2 1.3 1.6 1.7 

6 0.9 1.5 1.5 1.5 

M3B1 

 

1 0.7 1.9 2.0 2.0 

2 0.8 1.7 1.7 1.7 

3 0.9 1.9 1.9 1.7 

4 1.2 2.2 2.2 2.2 

5 1.5 2.2 2.3 2.5 

6 1.0 2.2 2.3 2.5 

M3B2 

 

1 0.5 1.2 1.2 1.3 

2 0.5 1.6 1.6 1.6 

3 1.1 1.9 1.9 1.9 

4 0.6 1.4 1.4 1.5 

5 1.0 1.4 1.4 1.5 

6 0.5 1.6 1.7 1.7 

M3B3 

 

1 0.9 1.3 1.3 1.5 

2 0.6 1.3 1.3 1.3 

3 0.8 1.3 1.1 1.2 

4 0.7 1.3 1.3 1.4 

5 0.9 1.3 1.2 1.3 

6 0.7 1.3 1.2 1.3 

Serenade 

 

1 0.8 1.1 1.1 1.1 

2 0.7 1.1 1.1 1.1 

3 0.8 1.0 1.0 1.1 

4 0.7 0.9 1.0 1.1 

5 0.8 1.1 1.1 1.1 

6 0.7 1.1 1.1 1.1 
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Cepa  aislada 

de Bacillus spp. 

Sembrar Bacillus spp. 

en caldo TSA y 

incubar 28°C por 24 h. 

Bacillus spp. en 

agar nutritivo.  

Colocar la base de la placa de 

Bacillus spp. y B. cinerea una 

frente a la otra e incubar a 28°C 

por 7 días. 

B. cinerea en 

agar PDA. 

Sacar un disco de 5 

mm de B. cinerea. 

Colocar el disco en 

el centro de la placa. 

100 ul  

Siembra por 

superficie 

Reactivar 

Observación microscópica 

de B. cinerea con 

coloración de azul de 

lactofenol a 400 X. 

Figura. 20. Flujograma del procedimiento de metabolitos volátiles de las cepas aisladas  

de  Bacillus spp. frente a B. cinerea. 
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C B A 

D E F 

G H 

Figura. 21. Morfología de las cepas seleccionadas de Bacillus spp. del campo A. A: M1A1, B: 

M2A1, C: M3A1, D: M1A2, E: M2A2, F: M3A2, G: M2A3 y H: M3A3. 
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A B C 

D E F 

G H I 

J 

Figura. 22. Morfología de las cepas seleccionadas de Bacillus spp. del campo B. A: M1B1, 

B: M2B1, C: M3B1, D: M1B2, E: M2B2, F: M3B2, G: M1B3, H: M2B3, I: 

M3B3 y J: M2B4. 
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Figura. 24. Pruebas bioquímicas de la cepa de Bacillus spp. A: Prueba de catalasa (positiva), B: 

Prueba de oxidasa (positiva), C: Prueba de hidrolisis de almidón (positiva) y D: 

Prueba de movilidad (positiva). 

Figura. 23. Características macroscópica y microscópica  de la cepa de  Bacillus spp.,           

A: Características macroscópicas B: Características microscópicas mediante la 

tinción Gram (1000 X) y C: Características microscópicas mediante la tinción 

de esporas de Shaeffer Fulton (1000 X). 

A B C D 

A B C 
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Tabla 11. Análisis de varianza de las cepas  aisladas  de Bacillus spp. del  campo A y B después 

de 2 días de enfrentamiento frente a B. cinerea . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 12. Análisis de varianza de las cepas aisladas  de Bacillus spp. del  campo A y B después 

de 4 días de enfrentamiento frente a B. cinerea . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente DF Suma de 

cuadrados 

Cuadrado de la 

media 

F-

Valor 

Pr > F 

Modelo 23 3.40964912 0.14824561 3.95 <.0001 

Error 90 3.37982456 0.03755361     

Total 

corregido 

113 6.78947368       

R-cuadrado Coef Var Raíz MSE Y Media 

0.502196 21.03979 0.193788 0.921053 

Fuente DF Anova SS Cuadrado de la media F-Valor Pr > F 

bloq 5 0.19684211 0.03936842 1.05 0.3945 

trat 18 3.21280702 0.17848928 4.75 <.0001 

Fuente DF Suma de 

cuadrados 

Cuadrado de la 

media 

F-

Valor 

Pr > F 

Modelo 23 4.94342105 0.21493135 8.79 <.0001 

Error 90 2.20122807 0.02445809     

Total 

corregido 

113 7.14464912       

R-cuadrado Coef Var Raíz MSE Y Media 

0.691905 10.77254 0.156391 1.451754 

Fuente DF Anova SS Cuadrado de la media F-Valor Pr > F 

bloq 5 0.06043860 0.01208772 0.49 0.7798 

trat 18 4.88298246 0.27127680 11.09 <.0001 
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Tabla 13. Análisis de varianza de las cepas aisladas  de Bacillus spp. del  campo A y B después 

de 6 días de enfrentamiento frente a B. cinerea . 

Fuente DF Suma de 

cuadrados 

Cuadrado de la 

media 

F-

Valor 

Pr > F 

Modelo 23 6.20359649 0.26972159 12.25 <.0001 

Error 90 1.98210526 0.02202339     

Total 

corregido 

113 8.18570175       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 14. Análisis de varianza de las cepas aisladas de Bacillus spp.  del  campo A y B después 

de 8 días de enfrentamiento frente a B. cinerea . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

R-cuadrado Coef Var Raíz MSE Y Media 

0.757858 9.934186 0.148403 1.493860 

Fuente DF Anova SS Cuadrado de la media F-Valor Pr > F 

bloq 5 0.03622807 0.00724561 0.33 0.8943 

trat 18 6.16736842 0.34263158 15.56 <.0001 

Fuente DF Suma de 

cuadrados 

Cuadrado de la 

media 

F-

Valor 

Pr > F 

Modelo 23 6.38157895 0.27745995 11.98 <.0001 

Error 90 2.08473684 0.02316374     

Total 

corregido 

113 8.46631579       

R-cuadrado Coef Var Raíz MSE Y Media 

0.753761 9.937222 0.152196 1.531579 

Fuente DF Anova SS Cuadrado de la media F-Valor Pr > F 

bloq 5 0.02526316 0.00505263 0.22 0.9539 

trat 18 6.35631579 0.35312865 15.24 <.0001 
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Tabla 15. Separación de medias de la actividad antagónica de las cepas aisladas de Bacillus spp. 

del campo A  y B frente a B.  cinerea. 

 

 

Cepas 

aisladas 

2 DIAS 4 DIAS 6 DIAS 8 DIAS 

Serenade 0,8  0,7 a b       1,0  1,0 a              1,0  1,0 a                1,0  1,1 a                     

M1A1 0,7  0,7 a       1,2  1,2 a b c d 1,3  1,3 a b c       1,3  1,3 a b c              

M1A2 0,8  0,8 a b c  1,2  1,2 a b c 1,2  1,2 a b        1,2  1,2 a b               

M2A1 0,7  0,8 a b     1,6  1,6             e f 1,6  1,6         d e f 1,6  1,6         d e f g  

M2A2 0,7  0,7 a       1,6  1,6                f 1,6  1,6            e f 1,6  1,7         d e f g  

M2A3 0,8  0,8 a b c  1,5  1,5       c d e f  1,6  1,6      c d e f  1,5  1,6 a b c d e     

M3A1 1,2  1,2        c d 1,4  1,4    b c d e f 1,5  1,5  b c d e    1,5  1,6       c d e f g   

M3A2 0,9  0,9  a b c d 1,1  1,2 a b           1,2  1,2 a  b               1,3  1,3 a b c                

M3A3 1,0  1,0  a b c d 1,3  1,3 a b c d e f  1,4  1,4  a b c d      1,3  1,4 a b c d e          

M1B1 1,0  1,0  a b c d 1,6  1,6         d e f  1,6  1,6        c d e f   1,6  1,6       c d e f g  

M1B2 1,0  1,0  a b c d 1,5  1,5      c d e f  1,6  1,6              e f g   1,6  1,6       c d e f g   

M1B3 1,3  1,2          d  1,5  1,5       c d e f   1,7  1,6          d e f  1,8  1,7               f g h  

M2B1 1,0  0,9 a b c d 1,3  1,3 a b c d        1,3  1,3    b c d       1,4  1,4 a b c d           

M2B2 1,1  1,1    b c d 1,4  1,4    b c d e f 1,4   1,4   b c d e     1,5  1,5    b c d e f     

M2B3 0,9  0,9 a b c d 1,6  1,6          d e f 1,8  1,8               f g 1,9  1,9                 g h 

M2B4 0,9  0,9  a b c d 1,5  1,5       c d e f   1,6  1,6      c d e f  1,6  1,6      c d e f g  

M3B1 1,0  1,0  a b c d 2,0  2,0                 g 2,1  2,0                 g 2,1  2,1                   h   

M3B2 0,7   0,7 a          1,5  1,5        c d e 1,5  1,5    b c d e f 1,6  1,6       c d e f  

M3B3 0,8   0,7 a b 1,3  1,3     b c d e f    1,2  1,2 a b                1,3  1,3 a b c d            


