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ABSTRACT 

The survival of biocontrol agents in plant tissues is an important characteristic for 

bioprotection against phytopathogenic organisms. In the present work, the survival 

of two biocontrol agents on grape leaves, Bacillus methylotrophicus FR4B12 and 

Metschnikowia pulcherrima NB9, was evaluated, as well as their interaction against 

Botrytis cinerea, a phytopathogen causing gray mold disease on grapes. To that 

end, grape leaves of the Cabernet Sauvignon and Syrah varieties were inoculated 

with 104 spores of B. cinerea, followed by 107 cells of each antagonist. Additionally, 

as a control group, individual leaves were inoculated with each of the 

microorganisms tested. The leaves were kept in a moist chamber, and were 

collected at 0, 48 and 96 h to determine the microbial populations. The results 

showed B. methylotrophicus to be the biocontrol agent with the best performance 

in terms of colonization and survival on grape leaves. B. methylotrophicus 

increased its population densities in a range of 2.4X103 - 6.9X103 UFC cm-2 on 

both varieties of leaves at 96 h, which was observed on both sole inoculation and 

co-inoculation with B. cinerea. As a consequence, the pathogenic activity on the 

leaves was reduced. 
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RESUMEN 

La supervivencia de los agentes de biocontrol en los tejidos vegetales es una 

característica importante en la bioprotección contra organismos fitopatógenos. En 

el presente trabajo se evaluó la supervivencia de dos agentes de biocontrol, 

Bacillus methylotrophicus FR4B12 y Metschnikowia pulcherrima NB9, sobre hojas 

de vid, así como su interacción contra Botrytis cinerea, fitopatógeno causante del 

mildiú gris en uva. Para ello, se inocularon hojas de vid de las variedades cabernet 

sauvignon y syrah con 104 esporas de B. cinerea, seguidas por 107 células de 

cada uno de los antagonistas. Como controles, se inocularon hojas 

individualmente con cada uno de los microorganismos ensayados. Las hojas se 

mantuvieron en cámara húmeda, siendo colectadas a las 0, 48 y 96 h para 

determinar la densidad de las poblaciones microbianas. Los resultados muestran 

que B. methylotrophicus fue el agente de biocontrol con el mejor desempeño en 

cuanto a colonización y supervivencia en hojas de vid, registrando a las 96 h 

incrementos en la densidad poblacional dentro del rango de 2.4X103 a 6.9X103 

UFC cm-2 para ambas variedades de vid, tanto en la inoculación individual como 

durante la interacción con B. cinerea. En consecuencia, se registró una reducción 

en la actividad patogénica sobre las hojas. 

Palabras clave: Bacillus methylotrophicus, poblaciones epífitas, mildiú gris, 
Metschnikowia pulcherrima, antagonismo microbiano. 
 

 

1. INTRODUCCIÓN 

Botrytis cinerea es un hongo fitopatógeno que causa la podredumbre gris en un 
amplio rango de hospederos de frutas y hortalizas, tales como fresa, manzana, 
col, zanahoria, pepino, berenjena, lechuga, frijol, mostaza, arroz, chícharo, 
pimiento y jitomate, entre otros (Pande et al., 2006; Keller, 2015). En el estado de 
Querétaro, el control de esta enfermedad es de particular interés, pues afecta el 
cultivo de la vid, el cual ha cobrado gran importancia debido al aumento de 
ingresos económicos conseguidos a través de la industria vinícola y el enoturismo 
(AVQ, 2011; Amo, 2018).  

Para el control del este patógeno, se han desarrollado agroquímicos del tipo de 
anilinopirimidinas, fenilpirroles, hidroxianilinas y benzimidazoles entre otros, cuyo 
modo de acción está dirigido a inhibir la germinación de esporas, el crecimiento 
micelial y la reproducción del hongo (Rosslenbroich & Stuebler, 2000). El control 
químico ha representado a nivel global una inversión de más de 15 millones de 
dólares anuales (Khazaeli et al., 2012) sin obtener resultados del todo favorables 
debido a la múltiple resistencia que ha generado Botrytis, además de que el abuso 
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de estos pesticidas ha provocado un impacto negativo sobre los ecosistemas 
agrícolas y la salud humana (Rupp et al., 2007; Guerrero et al., 2019). Por lo tanto, 
es necesario el empleo de métodos de control ambientalmente más sostenibles 
que disminuyan o sustituyan el uso de agroquímicos, reduciendo con ello la huella 
ecológica (Zhang et al., 2017). 

Entre los métodos alternativos, el control biológico ha sido una de las opciones 
emergentes que ha demostrado ser eficaz. Dicho control se basa en el uso de 
microorganismos benéficos antagonistas, los cuales producen moléculas que 
inhiben el crecimiento y actividad de los microorganismos fitopatógenos mediante 
la producción de moléculas antimicrobianas y la competencia por espacio y 
nutrientes (Dukare et al., 2018). Diversos estudios sobre ecología microbiana han 
documentado la presencia de bacterias, levaduras y hongos en los órganos de las 
plantas, los cuales juegan un papel importante en la defensa contra patógenos, 
por lo que son candidatos efectivos para el control de enfermedades (Bolívar et al., 
2019). Dentro de las bacterias más estudiadas y comercializadas se encuentra 
Bacillus, debido a que produce un amplio rango de moléculas que limita el 
desarrollo de diversos fitopatógenos. Además, produce esporas, lo que le permite 
sobrevivir bajo condiciones ambientales adversas (Silva et al., 2019). Otro grupo 
de microorganismos estudiados, pero menos comercializados como agentes de 
control biológico, son las levaduras, cuyas aplicaciones se han enfocado 
principalmente al control de hongos patógenos en frutos poscosecha. Entre los 
géneros más estudiados se encuentran los siguientes: Metschnikowia, Pichia, 
Cryptococcus y Aureobasidium (Ferraz et al., 2019).  

La capacidad de colonizar tejidos vegetales e integrarse a las comunidades 
microbianas presentes in situ es una característica de particular interés que se 
busca en los agentes de biocontrol, ya que de ello depende en gran medida el 
éxito de la bioprotección (Wei et al., 2016). 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la supervivencia en hojas de vid 
(órgano de reservorio de B. cinerea) de Bacillus methylotrophicus FR4B12 y 
Metschnikowia pulcherrima NB9 (cepas antagonistas con potencial de biocontrol), 
así como también determinar los cambios en las poblaciones cuando son 
coinoculados con dos cepas de B. cinerea en un ensayo de biocontrol de 
infección. 
 
 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Material biológico 
 
Los agentes de biocontrol empleados en el presente estudio fueron los siguientes: 
Bacillus methylotrophicus FR4B12, una cepa aislada de frutos de árboles de 
manzano de la variedad “Royal Gala” de un huerto experimental establecido en el 
municipio de Amealco, Querétaro; y la levadura antagonista Metschnikowia 
pulcherrima NB9, que es una cepa aislada de la fermentación espontanea de un 
mosto de uva elaborado con frutos provenientes del viñedo “El Barreno” de San 
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Juan del Río, Querétaro. Ambas cepas han mostrado, en ensayos in vitro (Fig. 1) 
e in vivo, inhibir el desarrollo de B. cinerea (López-González et al., 2019).  
 
 

 
 
Fig. 1. Ensayo dual in vitro de confrontación de las cepas antagonistas de estudio 
contra Botrytis cinerea. NB9: M. pulcherrima, FR4B12: B. methylotrophicus. 
Fig. 1. In vitro dual test of the study’s antagonist strains against Botrytis cinerea. 
NB9: M. pulcherrima, FR4B12: B. methylotrophicus. 
 
En cuanto a los patógenos, se emplearon las cepas de B. cinerea 133 y B. cinerea 
155, las cuales fueron aisladas de frutos de uva de las variedades syrah y merlot, 
respectivamente, provenientes de las vinícolas queretanas “Bodega De Cote” y “El 
Rosario”. Su identificación fue realizada mediante la amplificación y secuenciación 
del marcado molecular ITS. 
 
Para los ensayos de infección se emplearon hojas jóvenes de plantas de un año 
de edad de las variedades “cabernet sauvignon” y “syrah”. Dichas plantas fueron 
obtenidas mediante propagación por estaca, y provienen de la vinícola “Cuna de 
Tierra” ubicada en Dolores Hidalgo, Gto. 
 
 
2.2 Preparación de los inóculos  
 
Para preparar los inóculos de biocontrol, se cultivaron la levadura NB9 y la 
bacteria FR4B12 en los medios NYDB (g L-1: caldo nutritivo 8.0, extracto de 
levadura 2.0, glucosa 10.0) y caldo nutritivo (8 g L-1), respectivamente. Los cultivos 
fueron mantenidos en agitación constante durante 18 h a 30 °C y, al término, 
fueron centrifugados a 4000 rpm por 20 min para obtener las pastillas celulares, 
las cuales fueron después resuspendidas en solución salina al 0.9 % para realizar 
la cuenta celular en un hematocímetro con la ayuda de microscopio (Martínez et. 
al., 2013). Finalmente, la densidad fue ajustada a 1x107 células mL-1.  
 

Para la preparación del inóculo de Botryitis, se cultivaron las cepas 133 y 155 en 
placas de medio NYDA (NYDB + 20 g L-1 de agar bacteriológico) hasta la 
esporulación (10 días). Posteriormente, las esporas fueron removidas de la 
superficie empleando una varilla estéril y una solución de Tween 20 al 0.5 %. El 
extracto fue filtrado con una gasa estéril para eliminar el micelio y recuperar las 
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esporas (Petrasch et. al., 2019). Finalmente fueron ajustadas a una concentración 
de 1X104 esporas mL-1. 
 
 
2.3 Ensayos de inoculación de hojas de vid 
 

 
Para determinar el establecimiento de las poblaciones antagonistas y del patógeno 
sobre hojas de vid, estas fueron lavadas con una solución de Tween 20 al 0.5 %, 
dejándose secar en una campana de flujo laminar. Posteriormente, se inocularon 
por aspersión con 1 mL de cada uno de los antagonistas 1x107 células mL-1 
(Arriaga et al., 2012; Pauluk-Correa et al., 2018) o con 1 mL de la mezcla 50 y 50 
% de ambas cepas de Botrytis (1x104 esporas mL-1), según Whiteman & Stewart 
(1998). 
 
Para los ensayos de interacción antagonista vs patógeno, las hojas fueron 
primeramente inoculadas con 1 mL de la mezcla de ambas cepas de Botrytis 
(1x104 esporas mL-1), y después de 1 hora se realizó la inoculación de 1 mL del 
antagonista (1x107 células mL-1).  
 
Adicionalmente, se consideraron hojas control sin inocular. Todos los tratamientos 
fueron puestos en cámara húmeda por 96 h. Por cada uno de los tratamientos 
(antagonista, patógeno, interacción antagonista-patógena y control) fueron 
empleadas 5 hojas de cada variedad. 
 
 
2.4 Cuantificación de poblaciones microbianas 
 
Para determinar la persistencia de las poblaciones patógenas y antagonistas en 

las hojas, se realizaron muestreos utilizando un sacabocado estéril, obteniendo 

tres círculos de 7 mm de diámetro de tejido vegetal a diferentes tiempos (0, 48 y 

96 h). Para recuperar las células, las muestras fueron inmersas en 1 mL de buffer 

de fosfatos y sonicadas por 20 min. Después, 100 µL de esta solución de 

extracción fueron sembrados por triplicado en los siguientes medios: agar nutritivo 

+ fluconazol (70 mg L-1), YPDA (g L-1: dextrosa 20.0, peptona 20.0, extracto de 

levadura 10.0, agar bacteriológico 20.0) + estreptomicina (50 µg L-1) y NYDA + 

rosa de bengala (50 mg L-1) para realizar los conteos de las poblaciones de 

bacterias, levaduras y hongos, respectivamente. Las cajas fueron incubadas a 

temperatura ambiente, realizando el conteo de las colonias después de 24 y 72 h. 

Para el cálculo de la densidad de poblaciones, los resultados obtenidos de la 

cuenta viable fueron divididos entre el área del tejido muestreado para ser 

expresados como Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por cm2 de hoja. 
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2.5 Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos de las densidades de las poblaciones microbianas de 
cada tratamiento fueron transformados a escala logarítmica (Log10UFC cm-2 +1) y 
procesados en el programa estadístico INFOSTAT para ser sujetos a análisis de 
varianza (ANOVA) y prueba de comparación de medias Tukey (p≤0.05) con la 
finalidad de buscar diferencias entre las poblaciones microbianas. 

 

3. RESULTADOS 
 
La Figura 2 muestra los cambios en la densidad poblacional de la bacteria 

antagonista B. methylotrophicus FR4B12 y del hongo fitopatógeno de B. cinerea 

en el ensayo de hojas de vid de la variedad cabernet sauvignon. Este 

comportamiento de las poblaciones fue similar en la variedad syrah, por lo que 

solo se presentará el gráfico de la primera variedad, pero se discutirán los 

resultados en las tablas para ambas variedades. 

 

Fig. 2. Dinámica de las poblaciones microbianas en hojas de vid cabernet 
sauvignon. Densidad de bacterias después de la inoculación individual de B. 
methylotrophicus FR4B12 (♦); en la interacción con B. cinerea (●); densidad de 
hongos después de la inoculación individual de B. cinerea (■); en interacción con 
B. methylotrophicus FR4B12 (▲); bacterias (-ж-) y hongos (-x-) en hojas control. 
Fig. 2. Dynamic of microbial populations in grape leaves Cabernet Sauvignon 

variety; bacterial densities after B. methylotrophicus FR4B12 inoculation (♦); in 

interaction with B. cinerea (●); fungal densities after B. cinerea inoculation (■); in 

interaction with B. methylotrophicus FR4B12 (▲); bacterial (-ж-) and fungal (-x-) on 

control leaves. 
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La inoculación individual de B. methylotrophicus FR4B12 en las hojas de vid de 
ambas variedades tuvo un incremento en la densidad poblacional en un rango de 
5.4X103 a 6.9X103 UFC cm-2 en un lapso de 96 h. Lo mismo ocurrió cuando se 
realizó la coinoculación con las cepas de B. cinerea; sin embargo, estos 
incrementos disminuyeron en un rango del 39 al 55 %, en comparación con las 
densidades encontradas cuando la cepa FR4B12 fue inoculada de manera 
individual, lo que podría indicar una interacción microbiana del antagonista con el 
hongo fitopatógeno (Tabla 1). Cabe mencionar que en las hojas control sin 
inocular también se detectaron poblaciones bacterianas; no obstante, estas 
representaron en promedio el 0.1 % de la población final, lo que indica la 
capacidad de colonización de FR4B12. 
  
Tabla 1. Análisis de la cuenta viable de la densidad de las poblaciones 
bacterianas a través de tiempo registradas en los tratamientos durante el ensayo 
en hojas de vid. 
Table 1. Analysis of the viable count of population densities of bacterial 

communities over time in the grape leaves treatments. 

 

 

 

 

 

 

Lo valores son el promedio de tres repeticiones expresado como el Log10 (UFCcm-2+1). *Medias 

con letras iguales en cada columna no son estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05); FR4B12: 

inoculación con B. methylotrophicus; CS: cabernet sauvignon; S: syrah. 

Con respecto a la inoculación individual de la levadura Metschnikowia pulcherrima 
NB9, podemos observar en la Figura 3 un rápido incremento en la densidad 
poblacional a partir de las 48 h, cuyos valores se mantuvieron similares hasta las 
96 h. Estos incrementos registrados fueron del orden de 1.3X103 a 1.9X103 UFC 
cm-2 para ambas variedades de vid (Tabla 2). Dichos incrementos, comparados 
con los observados en B. methylotrophicus FR4B12, sólo representaron en 
promedio el 26% en ambas variedades de hojas. 
 
Adicionalmente, podemos mencionar que las hojas control sin inocular mostraron 
una alta densidad de levaduras propias del tejido vegetal, las cuales no fueron 
removidas con la solución Tween 20. Estas poblaciones tuvieron una densidad 
promedio de 4.3X102 UFC cm-2 al término de las 96 h, representando en 
proporción el 48 % de la densidad total de las levaduras encontradas cuando se 
inoculó NB9. 
 

Tiempo 
FR4B12 

CS 
FR4B12 S 

FRAB12 vs 
Botrytis CS 

FRAB12 vs 
Botrytis S 

0 3.00 a* 3.17 a 2.84 a 2.93 a 

48 3.60 b 3.56 b 3.44 b 3.18 ab 

96 3.90 c 3.84 c 3.69 b 3.52 b 
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Tabla 2. Análisis de la cuenta viable de la densidad de las poblaciones de 
levaduras a través de tiempo registradas en los tratamientos durante el ensayo en 
hojas de vid. 
Table 2. Analysis of the viable count of population densities of yeasts communities 

over time in the grape leaves treatments. 

 

 

 

 

 

 

Lo valores son el promedio de tres repeticiones expresado como el Log10 (UFCcm-2+1). *Medias 

con letras iguales en cada columna no son estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05); NB9: 

inoculación de con M. pulcherrima; CS: cabernet sauvignon; S: syrah. 

 

Fig. 3. Dinámica de las poblaciones microbianas en hojas de vid cabernet 
sauvignon. Densidad de levaduras después de la inoculación individual de M. 
pulcherrima NB9 (♦); en interacción con B. cinerea (●); densidad de hongos 
después de la inoculación individual de B. cinerea  (■); en interacción con M. 
pulcherrima NB9 (▲); levaduras (-ж-) y hongos (-x-) en hojas control. 
Fig. 3. Dynamic of microbial populations in grape leaves Cabernet Sauvignon 
variety. Yeast densities after M. pulcherrima NB9 inoculation (♦); in interaction with 
B. cinerea (●); fungal densities after B. cinerea inoculation (■); in interaction with 
M. pulcherrima NB9 (▲); yeast (-ж-) and fungi (-x-) on control leaves. 
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Tiempo NB9 CS NB9 S 
NB9 vs 

Botrytis CS 
NB9 vs 

Botrytis S 

0 1.90 a 1.98 a 1.78 a 1.69 a 

48 3.12 b 3.01 b 2.75 b 2.58 b 

96 3.30 b 3.16 b 2.95 b 3.01 c 
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Finalmente, el análisis de las poblaciones de B. cinerea mostró que, cuando es 

inoculada individualmente en las hojas de vid, la densidad de sus poblaciones se 

ve gradualmente reducida hasta alcanzar valores promedio de 78 UFC cm-2 a las 

96 h. Un análisis estadístico comparativo de las densidades poblacionales de 

Botrytis a las 96 h, donde se incluyeron todos los datos obtenidos de los 

tratamientos (con y sin inoculación de los antagonistas), mostró que no existen 

diferencias entre las densidades finales (p≤0.05). Sin embargo, los análisis través 

del tiempo (Tabla 3) muestran que cuando Botrytis es confrontado con los 

antagonistas, sus densidades descienden en un 94 % a las 48 h, pero después se 

vuelven a restablecer las densidades poblacionales de hongos. Estos cambios no 

son observables cuando Botrytis se inocula individualmente en las hojas. Cabe 

mencionar que las hojas control sin inocular presentaron también densidades 

poblacionales de hongos, los cuales representaron en promedio el 7% de las 

poblaciones finales.  

 

Tabla 3. Análisis de la cuenta viable de la densidad de las poblaciones de hongos 
a través de tiempo registradas en los tratamientos durante el ensayo en hojas de 
vid. 
Table 3. Analysis of the viable count of population densities of fungal communities 

over time in the grape leaves treatments. 

Lo valores son el promedio de tres repeticiones expresado como el Log10 (UFCcm-2+1). *Medias 

con letras iguales en cada columna no son estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05); FR4B12: 

inoculación con B. methylotrophicus; NB9: inoculación con M. pulcherrima; CS: cabernet 

sauvignon; S: syrah. 

 

En la Fig. 4 se presentan los resultados de la infección con las cepas inoculadas 
de Botrytis, así como también el efecto de biocontrol cuando se coinocularon con 
las cepas FR4B12 y NB9, en donde se puede observar que la cepa de Bacillus fue 
la que redujo, en mayor medida, las lesiones causadas por Botrytis. Lo anterior 
debido, probablemente, a la interacción antagonista que provocó una reducción en 
la actividad patogénica de Botrytis. 

 

 

Tiempo 
Botrytis 

CS 
Botrytis 

S 
Botrytis vs  
FR4B12 CS 

Botrytis vs  
FR4B12 CS 

Botrytis vs 
NB9 CS 

Botrytis vs 
NB9 CS 

0 2.90 c 2.41 b 2.28 b 2.00 b 2.62 b 2.37 b 

48 2.19 b 2.19 ab 0.42 a 1.35 a 1.32 a 0.84 a 

96 1.74 a 2.01 a 1.32 ab 1.57 ab 1.46 a 1.59 ab 
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Tratamiento Variedad 
 Cabernet sauvignon Syrah 

Control 

 

 

Botrytis cinerea 

 

 

FR4B12 vs B. cinerea 

 

 

NB9 vs B. cinerea 

  

FR4B12 

 

 

NB9 

 
 

Fig. 4. Ensayos de inoculación en hojas de vid a las 96 h. FR4B12: inoculación 
con Bacillus methylotrophicus; NB9: inoculación con Metschnikowia pulcherrima. 
Fig. 4. Inoculation tests on grape leaves at 96 h. FR4B12: Bacillus 
methylotrophicus inoculation; NB9: Metschnikowia pulcherrima inoculation. 
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4. DISCUSIÓN 

La filósfera que comprende los tejidos aéreos de las plantas, a diferencia de la 

rizósfera, es una zona hostil para el desarrollo de los microorganismos. El viento, 

la radiación solar, los cambios repentinos de temperatura y humedad, así como la 

baja concentración de nutrimentos son solo algunos factores a los que deben 

enfrentarse los agentes de biocontrol para mantenerse viables (Perazzolli et al., 

2014). En el presente trabajo, aunque fue realizado bajo condiciones de 

laboratorio, se determinó el establecimiento y el incremento de las poblaciones de 

los agentes de biocontrol en hojas de vid de las variedades cabernet sauvignon y 

syrah, siendo B. methylotrophicus FR4B12 el que mostró el mayor incremento (103 

UFC cm-2), alcanzando densidades de hasta 7.9 X103 UFC cm-2 a las 96 h, valores 

que se encuentran dentro del rango de la poblaciones bacterianas en vid. 

Cappelletti et al. (2016) y Vionnet et al. (2018) reportan densidades naturales 

bacterianas de 3X102 y 1.5X105 UFC cm-2 en los cultivares solaris y pinot noir, 

respectivamente, lo que parece indicar que, probablemente, las poblaciones de 

FR4B12 pudieran incrementarse si se extendiera el tiempo del ensayo. En cuanto 

al establecimiento de la levadura NB9, sus valores de densidad de 1.9X103 UFC 

cm-2 pudieran reflejar en sumativa las levaduras detectadas desde el principio en 

el tejido, aunque cabe mencionar que estas se encontraron en valores muy altos 

con respecto a lo reportado por Lúquez et al. (2007), quienes cuantificaron en 

hojas jóvenes y maduras de la variedad malbec valores promedios de 20 UFC cm-

2. Con respecto a las poblaciones fúngicas, en el ensayo de Botrytis, la densidad 

final se detectó en 78 UFC cm-2 como valor promedio para todos los tratamientos 

con y sin los agentes de biocontrol, valor similar al reportado por Cappeppetti et 

al., (2016) quienes cuantificaron en la variedad pinot noir las poblaciones totales 

de hongos, registrando un valor promedio de 71 UFC cm-2. La permanencia y 

viabilidad de los agentes de biocontrol se ha vinculado con su capacidad para 

formar biofilm sobre los tejidos de las plantas, lo cual les da ventajas sobre otros 

grupos microbianos (Pandin et al., 2017). Esta capacidad ya ha sido demostrada 

para la mayoría de las especies del género Bacillus (Aleti et al., 2016), así como 

para la levadura M. pulcherrima (Gianotti et al., 2001). En cuanto a la interacción 

con B. cinerea, en ambos casos, las densidades microbianas obtenidas de 

bacterias y levaduras fueron menores a las encontradas cuando se inocularon de 

forma individual a los agentes de biocontrol. Estos cambios en la dinámica y 

estructura de las poblaciones microbianas, que fueron observados en las hojas de 

vid, debido a la aplicación ya sea de los agentes de biocontrol o del fitopatógeno, 

coinciden con lo encontrado por Zhang et. al. (2008) en ensayos en cultivo de chile 

(Capsicum annuum L.), en donde se observó un cambio en la presencia tanto para 

la población de bacterias como para las de hongos cuando se aplicó sobre las 

hojas la cepa de biocontrol Bacillus thuringiensis. También esto ha sido 

documentado en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum), en donde, al aplicar la 

cepa antagonista Bacillus amyloliquefaciens en las raíces, se encontró que 

aumentaban las poblaciones de bacterias, las cuales incluía algunos géneros 
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relacionados con promoción de crecimiento, como Pseudomonas, Mesorhizobium, 

Acinetobacter, Bradyrhizobium y Azospirillum (Wu et al., 2016). De forma 

contraria, en un modelo en papa (Solanum tuberosum) se observó que, al inocular 

una cepa antagonista del género Bacillus, se estimuló el crecimiento del 

fitopatógeno Fusarium coeruleum (Cray et al., 2016). Esto demuestra que la 

introducción de agentes de biocontrol puede ocasionar cambios en la comunidad 

microbiana establecida, lo cual puede traer consecuencias tanto positivas como 

negativas para la planta hospedera. Por otro lado, la cepa B. methylotrophicus 

FR4B12 mostró ser la mejor antagonista de B. cinerea en hojas de vid, 

disminuyendo la densidad del fitopatógeno a partir de las 48 h. Esta capacidad 

antagonista se ha encontrado en diversas cepas de la especie B. 

methylotrophicus, la cuales, en su mayoría, han sido aisladas de muestras de 

suelo y plantas. Algunas de estas cepas han demostrado tener actividad 

antagonista contra B. cinerea a nivel in vitro (Tumbarski, 2017), en planta (Ge et 

al., 2016) e inclusive junto con la aplicación de fungicidas químicos (Ji et al., 

2019). Además, se ha observado que también tienen efecto contra otros 

fitopatógenos como son los hongos Magnaporthe oryzae (Shan et al., 2013) y 

Fusarium graminearum (Cheng et al., 2019); y la bacteria Ralstonia solanacearum 

(Almoneafy et al., 2012). Al igual que en otras especies del género Bacillus, se ha 

encontrado que cepas de B. methylotrophicus tienen la capacidad de producir 

lipopéptidos, como surfactinas, iturinas y fengicinas, las cuales son moléculas 

antimicrobianas de amplio espectro (Frikha-Gargouri et al., 2017), lo cual pudiera 

estar ocurriendo con la cepa B. methylotrophicus FR4B12 en estudio.  

En conclusión, los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran la 
capacidad antagonista, la prevalencia e interacción microbiana de las cepas B. 
methylotrophicus FR4B12 y M. pulcherrima NB9 en hojas de vid. Lo anterior 
servirá como base para desarrollar estudios posteriores en campo que permitan 
determinar su potencial comercial como agentes de biocontrol.  
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