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RESUMEN 

Una de las actividades económicas más relevantes en Ecuador es la producción de rosas. En 

2025, las exportaciones que superaron las 28.779 toneladas generaron ingresos cercanos a 

1.015.955 dólares. No obstante, esta industria se enfrenta a uno de sus mayores desafíos 

fitosanitarios el hongo Botrytis cinerea, causante del moho gris, capaz de provocar pérdidas de 

hasta el 60% de la cosecha si no se aplican medidas de control oportunas, este afecta 

principalmente flores y tallos. Con el fin de prevenir pérdidas que se calculan en más de 85.700 

dólares, una gran cantidad de fincas gastan aproximadamente 95.000 dólares al año en 

agroquímicos para su control. Sin embargo, esta estrategia basada en el uso intensivo de 

fungicidas no solo representa un alto costo económico, sino que también genera resistencia 

cruzada, afecta la salud de los trabajadores y deja residuos nocivos en el ambiente. En este 

contexto, el presente estudio fue realizado en el laboratorio de microbiología de la Universidad 

Técnica de Cotopaxi, campus Salache, con el objetivo de evaluar la capacidad de control de 

bacterias antagonistas frente a Botrytis spp. bajo condiciones de laboratorio. Para ello, se 

recolectaron 37 muestras de suelo provenientes de una finca de rosas de exportación de las 

variedades Mandarín y Novia, ubicada en la provincia de Cotopaxi, cantón Latacunga, sector 

Eloy Alfaro. A partir de estas muestras se obtuvieron 16 aislamientos bacterianos, de los cuales 

se seleccionaron 6 cepas para su evaluación antagonista. Se identificaron las cepas observando 

las propiedades macroscópicas de la colonia, como el color, la forma, la opacidad, la textura y 

la superficie. Además, se realizaron pruebas bioquímicas como hemólisis y catalasa para 

determinar que pertenecían al género Bacillus spp. Luego se llevó a cabo un ensayo de 

enfrentamiento dual en un diseño completamente al azar, que midió el crecimiento micelial de 

Botrytis spp. durante siete días y se calculó el porcentaje de inhibición. |Los resultados 

mostraron que el crecimiento micelial promedio del testigo Botrytis spp. al día 7 fue de 2,54 

cm, mientras que los tratamientos bacterianos presentaron valores entre 0 y 3,52 cm. Las cepas 

P4, A3 y P6.2 lograron una inhibición completa del crecimiento micelial del patógeno, mientras 

que otras cepas mostraron inhibición parcial. El análisis de varianza no evidenció diferencias 

estadísticas significativas entre tratamientos; sin embargo, se observaron tendencias biológicas 

relevantes que permitieron identificar bacterias con alto potencial antagonista. Dichos 

resultados demuestran que el género Bacillus spp. es un potencial controlador, ofrece una 

alternativa sostenible para el sector florícola. 

Palabras clave: Botrytis spp., bacterias antagonistas, resistencia cruzada, caracterización 

bacteriana, PICR, Bacilllus spp.
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Author:  
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ABSTRACT 

One of the most relevant economic activities in Ecuador is rose production. In 2025, exports 

exceeding 28,779 tons generated revenues of approximately 1,015,955 USD. However, this 

industry faces one of its greatest phytosanitary challenges: the fungus Botrytis cinerea, the 

causal agent of gray mold, which can cause losses of up to 60% of the harvest if timely control 

measures are not applied. This pathogen primarily affects flowers and stems. To prevent losses 

estimated at more than 85,700 USD, many farms spend approximately 95,000 USD annually 

on agrochemicals for its control. Nevertheless, this strategy, based on intensive fungicide use, 

not only represents a high economic cost but also generates cross-resistance, affects workers’ 

health, and leaves harmful residues in the environment.In this context, the present study was 

conducted in the Microbiology Laboratory of the ‘Universidad Técnica de Cotopaxi’, Salache 

Campus, with the objective of evaluating the antagonistic capacity of bacteria against Botrytis 

spp. under laboratory conditions. A total of 37 soil samples were collected from an export rose 

farm cultivating the Mandarín and Novia varieties, located in Cotopaxi Province, Latacunga 

Canton, Eloy Alfaro sector. From these samples, 16 bacterial isolates were obtained, of which 

6 strains were selected for antagonistic evaluation. Strains were identified by observing 

macroscopic colony properties such as color, shape, opacity, texture, and surface. In addition, 

biochemical tests including hemolysis and catalase were performed, confirming that the isolates 

belonged to the genus Bacillus spp. A dual confrontation assay was then carried out in a 

completely randomized design, measuring the mycelial growth of Botrytis spp. over seven days 

and calculating the percentage of inhibition. The results showed that the average mycelial 

growth of the Botrytis spp. control at day 7 was 2.54 cm, while bacterial treatments presented 

values ranging from 0 to 3.52 cm. Strains P4, A3, and P6.2 achieved complete inhibition of 

pathogen mycelial growth, whereas other strains exhibited partial inhibition. Analysis of 

variance did not reveal statistically significant differences among treatments; however, 

biologically relevant trends were observed, allowing the identification of bacteria with high 

antagonistic potential. These findings demonstrate that the genus Bacillus spp. is a promising 

biocontrol agent, offering a sustainable alternative for the floriculture sector. 

Keywords: Botrytis spp., antagonistic bacteria, cross-resistance, bacterial characterization, 

PICR, Bacillus spp. 
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1.1 Línea de investigación 

a. Desarrollo soberanía y seguridad alimentaria 

1.2 Línea 1 

a. Producción agrícola sostenible 

1.3 Línea de vinculación 

a. Gestión de recursos naturales, biodiversidad, biotecnología y genética para el 

desarrollo humano social. 

2. JUSTIFICACIÓN DEL PROYECTO 

La industria de la floricultura se enfrenta a diversos problemas causados por enfermedades, 

entre las cuales se encuentra el moho gris (también denominado pudrición gris), que es 

provocado por el hongo Botrytis spp. Esta enfermedad es muy común en los cultivos de rosas 

que se desarrollan en invernaderos, dado que las plantas afectadas pierden gran parte de su valor 

comercial. Por lo tanto, es esencial llevar a cabo medidas de control preventivo para impedir su 

propagación y asegurar la calidad de las flores que se destinan a la exportación (Cajas Pacheco, 

2017).  

Según Harkema et al. (2013), la infección por Botrytis en rosas inicia cuando se depositan 

conidios durante el desarrollo floral, y los síntomas se manifiestan primero como pequeñas 

pústulas latentes. Bajo condiciones favorables, especialmente con una humedad relativa 

superior al 93%, estas lesiones progresan a necrosis y afectan los pétalos. Además, dado que 

las distancias entre las zonas de producción y los mercados de destino suelen ser extensas, el 

riesgo de contaminación aumenta con el tiempo, favoreciendo la proliferación de Botrytis spp. 

en el producto final. 

Por lo tanto, los estándares de calidad de los mercados internacionales del sector florícola 

exigen que los productos estén libres de Botrytis spp. La presencia de este patógeno no solo 

reduce la capacidad exportadora de las rosas, sino que también genera devoluciones y reclamos 
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financieros contra los productores afectados, este impacta su rentabilidad lo que ha conllevado 

hacer uso de fungicidas químicos  (Herrera Romero, 2015).  

El uso de químicos convencionales utilizados para su control presenta inconvenientes como la 

resistencia del patógeno, los efectos adversos en el medioambiente y los riesgos para la salud 

de las personas (Palomino & Ccoa, 2022). Ante esta situación, esta investigación busca ofrecer 

una alternativa sostenible para la empresa y el sector florícola mediante el uso de bacterias con 

capacidad controladora, que ayuden a manejar la enfermedad de forma eficiente. De esta 

manera, se podrá sostener esta actividad agrícola y comercial, la cual tiene un impacto 

significativo en la economía del país. 

3. BENEFICIARIOS  

3.1. Beneficiarios indirectos  

Los beneficiarios directos de este proyecto son los 320 estudiantes de la carrera de Agronomía 

de la Universidad Técnica de Cotopaxi, ya que los resultados obtenidos de la investigación, 

pueden ser tomados como referencia para futuras investigaciones que planteen estrategias 

innovadoras para el manejo de Botrytis spp., en un enfoque más sostenible y eficiente que 

responda a las demandas del sector agrícola. 

3.2. Beneficiarios directos  

Los beneficiarios indirectos, son los investigadores, los productores a pequeña y gran escala de 

rosas (Chavarro, 2021), quienes podrían utilizar los resultados obtenidos como nuevas 

herramientas y enfoques para el desarrollo de estudios relacionados con el control biológico de 

patógenos a partir de microorganismos. 

4. PROBLEMÁTICA  

El hongo Botrytis cinerea, el cual es capaz de causar hasta un 40% de pérdidas en caso de que 

no se lleve a cabo adecuadamente acciones de prevención o control, impacta en la producción 

de rosas en Ecuador. Este patógeno, conocido como moho gris, ejerce una afectación en los 

tejidos vegetales a lo largo de todas las etapas fenológicas, desde la etapa de cultivo hasta la de 

almacenamiento. Su presencia, una vez que es detectada por los compradores internacionales, 

provoca problemas y reclamos comerciales, lo que pone en riesgo la actividad exportadora del 

país (Orellana, 2011).  
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El cultivo de rosas en el Ecuador constituye una de las principales actividades del sector 

florícola, siendo el segundo consumidor de agroquímicos a nivel nacional; sin embargo, 

también representa una fuente fundamental de ingresos para la economía del país debido a su 

alta demanda en los mercados internacionales. En el año 2017, Ecuador exportó 

aproximadamente 654 millones de dólares en rosa fresca cortada (PROECUADOR, 2020). Esta 

tendencia de crecimiento se ha mantenido en los últimos años, ya que para el 2025 las 

exportaciones sobrepasaron las 28.779 toneladas, lo que representó un incremento interanual 

del 8,7 % respecto al primer trimestre de 2024 y generó ingresos cercanos a los 1.015.954 

dólares (BCE, 2025). Sin embargo, la sostenibilidad y rentabilidad de este sector se ven 

seriamente afectadas por la presencia de Botrytis spp., un patógeno que causa daños 

principalmente en flores y tallos, provocando importantes pérdidas económicas. Estudios 

realizados en empresas florícolas indican que este hongo puede reducir significativamente la 

producción, comprometiendo la calidad y la comercialización del producto; en casos severos, 

las pérdidas pueden alcanzar hasta el 60 %, lo que incrementa los costos de producción debido 

a la necesidad de implementar medidas de control más estrictas (Gómez, 2014).  

El aumento de la demanda de rosas, tanto a nivel nacional como internacional, ha provocado 

un notable crecimiento en la producción de flores. Con el fin de cumplir con los estándares de 

calidad requeridos, se han utilizado intensivamente fungicidas, insecticidas y fertilizantes 

(Flores, 2015). No obstante, esta dependencia de agroquímicos, sobre todo de fungicidas, ha 

conducido a un uso excesivo y prolongado que ha suscitado varios problemas. Por una parte, 

las fincas utilizan aplicaciones intensivas para reducir las pérdidas económicas, cerca de 95 000 

dólares anualmente para prevenir daños que superan los 85 700 dólares (Amaya, 2021). No 

obstante, esta estrategia tiene importantes desventajas, entre las que se incluyen la acumulación 

de residuos químicos que perjudican el medio ambiente y la salud de los empleados, el 

desarrollo de resistencia en los patógenos y su elevado coste económico. Todo esto disminuye 

gradualmente la efectividad de los tratamientos. 

5. OBJETIVOS  

5.1 Objetivo general  

Seleccionar y caracterizar bacterias antagonistas para el control de Botrytis spp. bajo 

condiciones de laboratorio. 
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5.2 Objetivos específicos  

 Colectar muestras de material vegetal y suelo proveniente del cultivo de rosas destinadas 

a la exportación.  

 Aislar bacterias antagonistas de material vegetal y suelo obtenido del cultivo de rosas 

de exportación.  

 Caracterizar morfológicamente bacterias antagonistas con capacidad de control para 

Botrytis spp. in vitro.  

 Evaluar la capacidad de control de las bacterias seleccionadas frente a Botrytis spp. in 

vitro. 

6. ACTIVIDADES Y SISTEMAS DE TAREAS EN RELACIÓN A LOS 

OBJETIVOS PLANTEADOS 

Tabla 1. Actividades y sistema de tareas en relación a los objetivos planteados.  

OBJETIVO 1 ACTIVIDADES RESULTADOS 

ESPERADOS 

MEDIOS DE 

VERIFICACIÓN 

 

Colectar muestras 

de material 

vegetal y suelo 

proveniente del 

cultivo de rosas 

destinadas a la 

exportación. 

 

- Recolecció

n de 

muestras 

en campo 

de dos 

variedades 

(Mandarin 

y Novia). 

 

- Transporte 

del 

material 

vegetal y 

suelo hacia 

el 

laboratorio. 

 

- Desinfección 

de las muestras 

para su 

respectivo 

aislamiento.  

 

 

- Registro 

fotográfico 

 

- Fichas de 

recolección 

de muestras y 

listado de 

campo. 
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- Geolocaliz

ación de 

los lugares 

de colecta. 

 

 

OBJETIVO 2 ACTIVIDADES RESULTADOS 

ESPERADOS 

MEDIOS DE 

VERIFICACIÓN 

 

 Aislar bacterias 

antagonistas de 

material vegetal y 

suelo obtenido del 

cultivo de rosas 

de exportación 

- Siembra 

del 

material 

vegetal y 

suelo en 

AGAR 

Nutritivo.  

 

- Purificació

n y 

conservaci

ón de 

aislamiento

s 

bacterianos

. 

 

- Clasificaci

ón de 

varias 

cepas a 

partir de 

característi

cas como 

su 

 

- Aislamiento de 

las muestras 

para la 

obtención de 

bacterias. 

 

- Multiplicación 

de cajas para 

obtener 

colonias. 

 

- Obtención de 

colonias 

bacterianas con 

potencial 

antagonistas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Placas de 

Petri con 

aislamientos 

bacterianos. 

 

- Tabla de 

datos. 

 

- Fotografías 
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crecimient

o, color, 

forma. 

 

 

 

OBJETIVO 3 ACTIVIDADES RESULTADOS 

ESPERADOS 

MEDIOS DE 

VERIFICACIÓN 

 

Caracterizar 

morfológicamente 

bacterias 

antagonistas con 

capacidad de 

control para 

Botrytis spp. in 

vitro. 

 

- Observació

n bajo 

microscopi

o 10x a 

100 x  

 

-  Tinción de 

Gram 

 

- Descripció

n 

morfológic

a de las 

bacterias 

 

 

- Observación de 

las muestras 

tanto micro y 

macroscópica 

para su 

clasificación. 

- Clasificación 

de bacterias 

Gram positivas 

y negativas. 

- Caracterización 

de las bacterias 

con desempeño 

antagónico. 

 

- Descripción 

de colonias y 

estructuras. 

 

- Identificació

n a nivel de 

especia de las 

bacterias 

seleccionadas 

 

- Fotografías 

OBJETIVO 4 ACTIVIDADES RESULTADOS 

ESPERADOS 

MEDIOS DE 

VERIFICACIÓN 

 

 Evaluar la 

capacidad de 

control de las 

bacterias 

seleccionadas 

frente a Botrytis 

spp. in vitro. 

- Implement

ación de 

bioensayo 

con 

interacción 

de factores 

(a x b) Con 

6 

- Identificación 

de bacterias con 

capacidad de 

control 

micelial. 

- Resultados 

de ensayos 

 

- Fotografías 

de placas 

 

- Análisis 

estadístico de 



8 
 

 

tratamiento

s y 5 

repeticione

s con dos 

testigos 

(Bacillus y 

Botrytis) 

 

- Pruebas de 

enfrentami

ento entre 

bacterias y 

Botrytis 

spp. 

 

- Medición 

de halos de 

inhibición. 

datos. 

7. FUNDAMENTACIÓN CIENTÍFICO TEÓRICA 

7.1. Cultivo de rosa (Rosa sp.) 

7.1.1 Origen  

La rosa es considerada originaria de China y se conoce desde hace más de cuatro mil años. A 

lo largo de su trayectoria, la rosa se expandió hasta llegar a Italia, Grecia, España, Persia e India, 

naciones que la conocieron en toda su historia. En el siglo XIX, Josefina de Francia, emperatriz, 

ordenó la recolección de todas las variedades de rosas que existían en ese tiempo por toda 

Europa y creó los célebres jardines de rosas en el palacio de Malmaison. Desde entonces, el 

cultivo de la rosa obtuvo el aliciente que la transformaría en la flor más célebre del mundo 

(Yong, 2004). 

7.1.2 Clasificación Taxonómica 

Según (Gibson, 2000), clasifica a la rosa de la siguiente manera:  



9 
 

 

Tabla 2. Clasificación taxonómica. 

Reino  Plantae  

División: Magnoliophyta 

Clase: Magnoliopsida 

Orden: Rosales 

Familia: Rosáceas 

Género: Rosa 

Especie: Sp 

Nombre científico:  Rosa sp. 

Nombre común: Rosa  

 

7.2 Morfología de la Rosa 

Una de las características más importantes en el cultivo de la rosa es ser una planta siempre 

verde, con floración continua (Fainstein, 2000). La rosa posee: 

7.2.1 Raíz 

La rosa posee una raíz muy agresiva, pivotante, vigorosa, profunda y bien desarrollada que 

puede llegar a medir entre 1 y 2 m (Vidalie, 2001). 

7.2.2 Tallo 

Los rosales presentan ramas lignificadas, crecimiento erecto, son leñosas con la finalidad de 

sostener los tallos y terminar siempre en un botón floral, tiene la capacidad 8 de transportar la 

savia desde la raíz a las hojas, posee crecimiento erecto, es de color verde o con tintes rojizos 

cuando son jóvenes, posee espinas desarrolladas con variadas formas (Grijalva, 2018). 

7.2.3 Hojas 

Posee una superficie lisa compuesta de 5 a 7 foliolos insertados a lo largo del tallo, con la 

presencia de estípulas (Grijalva, 2018). 

7.2.4 Yema 

Se encuentran en cada vértice formado por la unión entre las hojas y el tallo, cada una de las 

cuales dan lugar a un tallo floral, sin embargo, algunas producen solo tallos vegetativos, 

consideradas “ciegos”. Las primeras estructuras de las yemas son los promordios foliares que 
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son hojas fotosintéticas que permiten la latencia de las yemas, las rodean y por ende las protegen 

(Yanchapaxi, 2010) 

7.2.5 Flor 

Las flores son completas sostenida del tallo por el pedúnculo, posee un número variable de 

pétalos y generalmente con cinco sépalos (Weyler & Kusery, 2001). 

7.2.6 Fruto 

Son secos, indehiscentes, monospermos y duros, se muestran al final cuando la flor ha 

completado el ciclo de apertura, se denomina cinorrodón (Álvarez M. , 2001). 

7.3 Fenología de la Rosa 

Según Grijalva (2018), los estados fenológicos de la rosa son: 

- Día cero 

 El ciclo fenológico de una variedad de rosa inicia al momento que se realiza el corte, en ese 

momento se activa la yema seleccionada. 

- Yema inducida  

Se denomina con este nombre al estado en la yema después de 8 a 10 días del pinch, la yema 

presenta una coloración rojiza e hinchada característica que la yema esta activa.  

- Brote en espuela  

Toma este nombre por la forma de la yema, similar a la espuela de un ave después de los 15 

días de haber realizado el pinch, a medida que va creciendo la yema se van desplegando los 

primeros foliolos.  

- Panoja 

 Este estado se presenta en un tallo en desarrollo a los 35 días de realizado el pinch, este estado 

es la última fase de crecimiento del brote sin mostrar el botón.  

- Punto arroz  

En este estado fenológico se le da este nombre característico por la semejanza que tiene a una 

espiga de arroz por su tamaño y forma, en este estado se da inicio al aparecimiento del botón 

floral de la rosa.  
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- Punto arveja  

Este estado se presenta a los 45 días después del pinch, se observa que la elongación del tallo 

es mayor, así como empieza a crecer el pedúnculo floral.  

- Punto garbanzo  

Toma el nombre porque el tamaño del botón es similar al tamaño de un garbanzo, en este punto 

el tallo de la rosa presente 50 a 55 días después del pinch. 

- Punto rayando color 

 Se presenta a los 64 días después de realizado del pinch, se denomina de esta manera porque 

los sépalos del botón floral empiezan abrirse formando rayas y dejando observar el color de la 

variedad.  

- Punto desprendiendo sépalos  

Se presenta a los 72 días después del pinch, la característica es que los sépalos que cubren al 

botón se empiezan a desprender desde la parte apical del botón floral.  

- Punto de corte  

Es el punto culminante del ciclo, esto se da cuando el tallo está listo para ser cosechado, el ciclo 

del cultivo se determina cuando el botón ha llegado a su apertura comercial, para el mercado 

americano, ruso o europeo. 

7.4 Requerimientos edafoclimáticos del cultivo de rosa 

El crecimiento y la evolución de la rosa dependen primordialmente de factores climáticos como 

son la humedad, la luz y la temperatura, pues estos inciden directamente en el desarrollo del 

vegetal.  

Uno de los factores más relevantes es la luz, porque está vinculado con la eficacia fotosintética 

de la planta; por lo tanto, requiere entre seis horas de luz al día. Por otro lado, el rango apropiado 

de temperatura para este cultivo es de 17 a 25 °C (con un mínimo de 15 °C), ya que, de ser 

menor, el tiempo de crecimiento de los tallos se alarga y puede generar deformidad en los 

pétalos y un incremento en la formación de tallos ciegos (Flores, 2015; Ordoñez, 2019 & Tupe, 

2019). 

El invernadero deber contar con una humedad relativa en un rango entre 60 y 70 %, ya que la 

humedad influye en la brotación de las yemas y presencia de patógenos; el suelo debe ser 
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arcilloso y con buen drenaje y se recomienda añadir materia orgánica, el pH óptimo debe ser 

de 6 a 7 (Flores, 2015). 

7.5 Variedades 

7.5.1 Variedad Mandarin X-Pressión 

7.5.1.1 Características generales 

La variedad de rosa Mandarin X-Pressión se caracteriza por su color único que combina tonos 

rosados y melocotón, con un centro verde brillante y una apertura extra grande. Sus pétalos, 

con una forma ondulada, se funden en un suave degradado que va desde un tono rosa o coral 

hasta un matiz anaranjado. Es una rosa de aspecto elegante y sofisticado, su densidad de 

siembra es de 400 plantas/m2 y su índice de productividad es de 0,90 tallos por planta (Naranjo 

Roses, 2025). 

7.5.1.2 Características morfológicas  

Tabla 3. Características morfologías de la variedad Mandarin X-Pression. 

Longitud del tallo 50 - 60 cm 

Ciclo de producción 6 a 8 meses 

Tamaño de botón 6.0 - 6.5 cm 

Número de pétalos 80 

Días en florero 14 días 

Color Color melocotón, con matices rosados y anaranjados 

Hojas Hojas compuestas, pinnadas 

Flor Apertura grande 

Fuente: (Naranjo Roses, 2025). 

7.5.2 Variedad Novia 

7.5.2.1 Características generales  

La rosa Novia, que poseeun delicado color rosa con toques de blanco en los bordes de sus 

pétalos, es una de las variedades rosadas más buscadas en todos los mercados, tanto a nivel 

nacional como internacional, debido a su belleza, durabilidad y color. Se emplea de manera 

extensa en todo tipo de composiciones florales, sobre todo en bodas y celebraciones, por su 

elegancia moderna, que se destaca a través de los bordes blancos de sus pétalos. La rosa 
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representa la amistad y el amor. La rosa Novia cultivada en Ecuador es una flor vibrante, intensa 

y llamativa que simboliza la pasión y el respeto (Finca de Rosas., 2025). Su densidad de siembra 

es de 113 plantas por metro cuadrado y su índice de productividad es de 1,00 tallos por planta 

7.5.2.2 Características morfológicas  

Tabla 4. Características morfológicas de la variedad Novia. 

Longitud del tallo 50 - 60 cm 

Ciclo de producción 5 a 4 meses 

Tamaño de botón 6.0 - 6.5 cm 

Número de pétalos 45 

Días en florero 14 días 

Color Rosa con bordes blancos 

Hojas Forma ovalada y bordes dentados 

Flor Grande 

Fuente: (Naranjo Roses, 2025). 

7.6 Plagas y enfermedades 

La La mayoría de los registros de enfermedades y plagas en las rosas dependen de las 

condiciones sanitarias en que los tallos entran desde el campo, ya que se intenta reducir la 

propagación de patógenos manejando las condiciones postcosecha temperatura y humedad 

relativa (Barón Gamboa, 2019). Las plagas más comunes que se han informado son: pulgones, 

ácaros, moscas blancas, trips y gusanos cogolleros. Las enfermedades más comunes reportadas 

son: mancha negra, mildiú polvoriento, mildiú velloso y moho gris (Donaldo Gutierrez, 2017). 

Es por ello que el proceso de selección del material vegetal al ingreso de la postcosecha resulta 

crucial para reducir y evitar los reclamos de clientes en exportaciones y generar problemas 

legales para el país exportador si se trata de plagas cuarentenarias (ICA, 2018) 

7.7 Botrytis (Botrytis cinerea) 

Botrytis cinerea, que se llama también moho o podredumbre gris, es un hongo necrotrófico y 

patógeno que tiene impacto en más de 200 especies de plantas, particularmente en las que son 

cultivadas en áreas cerradas, como por ejemplo invernaderos o interiores (Husqvarna., 2019). 

El género Botrytis, que incluye hongos fitopatógenos muy conocidos como B. cinerea, tiene la 

capacidad de infectar tallos, flores, plántulas, bulbos, raíces, hojas y semillas. El hongo invade 

la planta y destruye rápidamente los tejidos en cultivos, ya sean de invernaderos o de campo. 
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Igualmente, causa enfermedades en la etapa de post-cosecha; empieza con una infección latente 

en el cultivo y se propaga posteriormente durante la cosecha, el traslado y el almacenamiento 

(Ornamentales Syngénta Colombia, 2018). 

7.7.1 Clasificación taxonómica de Botrytis cinerea 

En la tabla 5 se puede identificar la taxonomía de Botrytis cinerea empezando por nombre del 

género proviene del griego botrys que significa racimo de uvas. cinerea el adjetivo específico 

deriva latín cinéreo, en alusión al color cenicientos de las esporas acumuladas sobre el moho 

(José, 2020). 

Tabla 5. Clasificación taxonómica de Botrytis cinerea.  

SUPER REINO Eucaryote 

REINO Fungi 

DIVISIÓN  Amastigomycoa 

CLASE Deuteromycetes 

SUBCLASE Hyphomycetide 

ORDEN Moniliales 

FAMILIA Moniliaceae 

GENERO Botrytis 

ESPECIE Cinerea 

Fuente: (ITIS, 2021). 

7.7.2 Morfología 

Produce un abundante micelio de color gris, junto con varios conidióforos largos y ramificados. 

Las células apicales redondeadas generan racimos de conidios ovoideos, que suelen ser 

regulares, de 12.5–24 × 10–16 μm, unicelulares e incoloros o de tonalidad gris. Los 

conidióforos y los racimos de conidios se asemejan a un racimo de uvas (Álvarez, 2012). 

Los conidios constituyen la principal unidad de dispersión y de farmacorresistencia de los 

hongos. Tienen una vida útil corta en el campo, y su probabilidad de supervivencia depende de 

la temperatura, la humedad, el nivel de actividad microbiana y la luz. Los conidios pueden 

permanecer viables en 12 especies de plantas, conservando su viabilidad e infectividad incluso 

en condiciones adversas (Álvarez, 2012). El hongo libera conidios con mayor facilidad en 

climas húmedos, y estos se dispersan luego por el viento. Con frecuencia, el hongo produce 

esclerocios irregulares, planos, duros y de color negro. Algunas especies de Botrytis cinerea 
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pueden presentar, ocasionalmente, una fase en la que se forma el asca, con ascosporas en un 

apotecio. Botrytis cinerea puede hibernar en el suelo como esclerocios o como micelio que 

crece sobre restos vegetales en descomposición. 

Las clamidosporas son células transparentes que pueden variar ampliamente en forma y tamaño. 

Se las considera estructuras que facilitan la resistencia ante condiciones adversas. Cuando el 

micelio se descompone, estas células pueden formarse a partir de la transformación de ciertas 

partes del micelio y ser liberadas. En situaciones de carencia de nutrientes y humedad, estas 

estructuras tienen la capacidad de germinar y generar microsporas. Estas últimas permanecen 

latentes hasta que se presentan nutrientes; en ese momento, las hifas invaden el huésped, 

producen esporas y, finalmente, conidios (Álvarez, 2012). Se considera al esclerocio como la 

estructura más relevante para la supervivencia y reproducción de los hongos. Los esclerocios 

pueden soportar condiciones ambientales adversas y dar lugar a estructuras denominadas 

asenoides, que muestran una notable capacidad para producir conidios. La formación de estas 

estructuras está influenciada por factores como la temperatura, la luz, el pH y la composición 

de los tejidos en los que se desarrollan. Además, los esclerocios contienen compuestos como 

melanina y nutrientes (Espinosa de los Monteros, 2006). 

7.7.3 Ciclo Biológico 

El desarrollo tiene inicio en restos de plantas infectadas que no fueron removidos; el micelio 

presente empieza a crecer con el incremento de la humedad relativa. A plena luz diurna, el 

micelio genera estructuras denominadas conidióforos, y en sus extremos se forman esporas 

llamadas conidios, las cuales son dispersadas por el aire y pueden entrar en contacto con las 

hojas y tallos del cultivo (Canna., 2016). El ciclo biológico del hongo antes descrita se presenta 

en la (Figura 1). 
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Figura 1. Ciclo biológico de Botrytis. 

 

Fuente: (Agrios G. , 2005). 

7.7.4 Ciclo de infección   

Los conidios de Botrytis cinerea pueden producirse sobre cualquier material vegetal y 

esparcirse a grandes distancias a través de corrientes de aire (Arcos, 2011). Una vez que los 

conidios llegan a la superficie del hospedador, el ciclo de infección comienza a facilitar su 

descripción e investigación. Según (Arranz et al. 2000), puede considerarse dividido en varias 

fases: 

7.7.4.1 Adhesión y germinación 

Si las esporas caen sobre el hospedador (los pétalos de rosa) y quedan expuestas al agua libre y 

a temperaturas frescas, pueden infectarlo. El viento dispersa estas esporas y las deposita en la 

parte de la flor. Cuando los pétalos están húmedos y las condiciones son propicias para la 

germinación de las esporas (entre 15 y 22 °C), el hongo puede invadir la flor, lo que podría 

hacer que los pétalos se marchiten y la infección se extienda a la parte floral sin mostrar 

síntomas de inmediato. Al alcanzar la superficie del huésped, se inicia el ciclo de infección, que 

consta de dos fases iniciales: la germinación y la adhesión de las esporas (Rebollar Alviter, 

2011). 
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La primera etapa del proceso es la adhesión de estructuras de propagación (como los conidios), 

y ocurre en dos fases: 

i. En la fase inicial, los conidios se hidratan para establecer interacciones hidrófobas. Su 

germinación depende de diversos factores, entre ellos la disponibilidad de la superficie, 

las fuentes de carbono y otros nutrientes, así como el etileno producido por las plantas. 

ii. En la segunda fase, los conidios germinan y generan una matriz formada por lípidos, 

polisacáridos y melanina, la cual facilita que el hongo se adhiera a la superficie del 

hospedador. 

La segunda etapa es la germinación, que comienza con la hinchazón de los conidios y la 

formación del tubo germinativo, seguida por el desarrollo de las extremidades superiores 

(Espinosa de los Monteros, 2006). 

7.7.4.2 Penetración 

La penetración en tejidos vegetales se inicia por la acción de diversas actividades enzimáticas 

o por distintos procesos mecánicos (incluida la diferenciación de estructuras osmóticas en 

algunos sistemas) (Llanos Melo, 2018). La infección puede comenzar en tejidos dañados por 

ciertos patógenos o en tejidos previamente infectados, ya sea mediante penetración directa o a 

través de aberturas naturales como estomas. En ese contexto, el vestíbulo o tubo embrionario 

puede comenzar a penetrar. Botrytis cinerea puede además producir sustancias capaces de 

degradar el material vegetal y favorecer la penetración. Entre estas sustancias se encuentran 

enzimas como la cutinasa, que rompe la cutina, la primera barrera protectora de la planta. Otra 

enzima implicada es la pectinasa, que degrada la pectina, y la lipasa de la pared celular; esta 

lipasa hidroliza ésteres de ácidos grasos insaturados de cadena larga presentes en una parte de 

la epidermis, así como la cera del tejido (Espinosa de los Monteros, 2006). 

7.7.4.3 Muerte del tejido vegetal 

Cuando el hongo penetra los tejidos vegetales, genera focos primarios que se difundirán a través 

de compuestos fitotóxicos y metabolitos secundarios producidos por Botrytis cinerea, como 

toxinas, botridial, dihidrobotridial y bocinola (Llanos Melo, 2018).  Estos compuestos 

participan en el desarrollo de placas necróticas que se originan en el hospedador En las plantas, 

el ácido oxálico forma cristales de oxalato de calcio, los cuales pueden actuar como quelantes 

de iones calcio y cobre. La retirada de calcio de la pectina provoca absorción de agua, 

hinchamiento y deformación de la pared celular (Espinosa de los Monteros, 2006).  
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Otra vía para causar muerte celular es la generación de especies reactivas de oxígeno, como el 

anión superóxido, el radical hidroxilo y el peróxido de hidrógeno (Llanos Melo, 2018). Por ello, 

el establecimiento del patógeno en la zona de penetración provoca la muerte de células vecinas 

al punto de entrada y da lugar a una lesión primaria como resultado de la respuesta defensiva 

de la planta (Arranz, Eslava, & Benito, 2000). 

7.7.4.4 Fase de latencia 

Debido al papel de los mecanismos de defensa de la planta, tras la penetración y las lesiones 

primarias, suele iniciarse el periodo de incubación, durante el cual la planta intenta contener las 

lesiones patógenas que permanecen localizadas en la zona necrótica inicial. En esta fase las 

condiciones son favorables para el hongo, que permanece inactivo. Con el aumento de los 

azúcares y la mejora de las condiciones para la enfermedad, las infecciones latentes pueden 

reactivarse, ya sea en la parte superior de la planta o en cualquier momento antes o después de 

la cosecha (Llanos Melo, 2018). 

7.7.4.5 Colonización y maceración 

Con el paso del tiempo, en algunas enfermedades relevantes, los patógenos pueden vencer las 

barreras defensivas de las plantas. Esto ocurre cuando las condiciones vuelven a ser favorables 

para el hongo y este logra invadir los tejidos vegetales desde dentro de las células. En 

consecuencia, la infección se manifiesta mediante la secreción de una serie de enzimas 

degradantes que extraen nutrientes de los tejidos vegetales circundantes para favorecer su 

crecimiento (Espinosa de los Monteros, 2006). El patógeno comenzó a extenderse por los 

tejidos vegetales circundantes, lo que confirma la colonización y la maceración rápida del tejido 

infectado. En ese tejido dañado, el patógeno genera una nueva tanda de esporas, capaces de 

iniciar un nuevo ciclo de infección (Arranz, Eslava, & Benito, 2000). 

7.7.4.6 Esporulación y dispersión 

Una vez confirmada la infección en la Figura 2, se produce la descomposición de los tejidos 

vegetales, lo que favorece la formación de conidios en la superficie del cultivo y da lugar al 

color característico de la enfermedad. Después de que el hongo genera esporas, la dispersión de 

conidios vuelve a iniciarse en la superficie de otra planta (Espinosa de los Monteros, 2006). 

Aunque los botones jóvenes no se infectan con facilidad, la ausencia de síntomas no implica la 

ausencia de infección durante la maduración. Estas infecciones pueden aparecer como grupos 

de esporas grises que cubren el botón tras la cosecha. 
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La enfermedad se manifestará solo bajo condiciones de alta humedad relativa sostenida; si no 

se mantienen esas condiciones, en botones demasiado maduros no cosechados, solo se 

observarán frutos aislados con formación de esporas grises (Rebollar Alviter, 2011). Las 

esporas de Botrytis pueden generarse en cualquier material vegetal y ser transportadas a largas 

distancias por las corrientes de aire. Se producen millones de esporas en cada tallo, y incluso la 

brisa puede dispersarlas a grandes distancias (Llanos Melo, 2018). 

Figura 2. Ciclo de infección de Botrytis cinerea. 

 

Fuente: (Agrios G. , 2005). 

7.7.5 Condiciones Óptimas para el Desarrollo de Botrytis cinérea 

La humedad relativa es el factor principal para el crecimiento de hongos. Requiere alta humedad 

para la germinación de conidios (rango típico 93-100%) y para la esporulación (70-100%). La 

mejor temperatura de crecimiento y desarrollo de enfermedades suele ser 15 °C. Los patógenos 

pueden permanecer activos a bajas temperaturas (0–10 °C), lo que puede provocar pérdidas 

significativas en cultivos durante periodos fríos prolongados (Llanos Melo, 2018). 

7.7.6. Síntomas 

 Hojas: las lesiones iniciales son manchas marrones o grisáceas con halo amarillento, 

que progresan hacia necrosis extensa (Gauthier et al., 2021).  

 Flores y botones florales: decoloración, marchitamiento prematuro y áreas húmedas que 

se vuelven marrones o grises, afectando la calidad de las flores(Téllez, 2022). 
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 Tallos: lesiones alargadas de color marrón; si no se controlan, pueden provocar colapso 

estructural y marchitamiento. Suelen aparecer cerca de heridas, especialmente en 

cultivos ornamentales como rosas. 

 Brotes jóvenes: necrosis que avanza desde el ápice hacia la base, provocando la muerte 

regresiva de ramas completas (Terrones J., Nieto, & Nava, 2019). 

 Las condiciones de alta humedad y temperaturas moderadas agravan estos síntomas, 

especialmente en tejidos envejecidos o dañados, que son más susceptibles a la infección 

inicial(Téllez, 2022). 

7.7.7 Signos 

Signos visibles del patógeno: micelio denso de color gris claro a gris oscuro cubre áreas 

infectadas, más pronunciado en alta humedad (Agrios N. , 2007). 

Según indica Muñoz (2008), los conidios son una capa conidial que da el aspecto polvoriento 

o aterciopelado grisáceo; estas estructuras facilitan la dispersión rápida por viento, agua o 

contacto.  

Lo esclerocios en casos avanzados o bajo ciertas condiciones, se forman esclerocios negros y 

duros que permiten la supervivencia en ambientes adversos. Los esclerocios, junto con conidios 

y micelio, son signos clave para confirmar la presencia del patógeno (Gauthier et al., 2021). 

7.7.8 Control biológico  

El uso excesivo de agroquímicos en la agricultura ha generado impactos negativos sobre el 

medio ambiente, incluyendo la contaminación de suelos y cuerpos de agua, y la reducción de 

la diversidad microbiana beneficiosa para las plantas. Además, implica riesgos para la salud 

humana por contacto directo y prolongado con estos productos y la posible ingesta. En este 

contexto, la agricultura moderna se ha visto obligada a adoptar enfoques más sostenibles para 

el control de plagas y enfermedades, con el objetivo de proteger el medio ambiente, la 

biodiversidad y la salud de las personas (Viera-Arroyo et al., 2020). 

7.7.8.1 Uso de microorganismos biocontroladores  

Según Viera-Arroyo et al. (2020), el biocontrol es la aplicación de microorganismos vivos para 

mitigar y eliminar fitopatógenos, emergiendo como alternativa a productos químicos dañinos. 

Los agentes de biocontrol incluyen hongos, bacterias y levaduras, que emplean mecanismos 

como competencia, antibiosis y estimulación de defensas de la planta para inhibir el crecimiento 
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del patógeno. Géneros frecuentes: Trichoderma, Bacillus, Penicillium, Beauveria, Pochomа, 

entre otros (Rivera-Méndez et al., 2019). En particular, Bacillus destaca por su capacidad 

antagónica frente a hongos fitopatógenos. Las pruebas in vitro evalúan la eficacia mediante 

análisis microbiológicos, genéticos, metagenómicos y bioquímicos; tras ello se ventila la 

transición a ensayos en campo (Rivera-Méndez et al., 2019).  

7.7.8.2 Mecanismos de antagonismo para el biocontrol de Botrytis spp. 

El biocontrol de Botrytis spp. puede lograrse mediante varios mecanismos de antagonismo que 

logren reducir y suprimir el crecimiento de estos fitopatógenos. Los cuales se describen a 

continuación: 

7.7.8.2.1 Competencia por espacio y nutrientes 

El antagonista compite con el patógeno por recursos esenciales (nutrientes, agua y espacio), 

evitando que el patógeno acceda a azúcares, aminoácidos u otros sustratos necesarios 

(Hernández et al., 2007).  

7.7.8.2.2 Antibiosis 

El antagonista produce sustancias que inhiben el crecimiento o la actividad metabólica del 

patógeno, incluso sin contacto directo. Estas moléculas pueden permanecer activas tras la 

muerte del antagonista (Nuñez Lara & Vinueza Páez, 2023). Algunas de las sustancias 

implicadas incluyen péptidos de síntesis ribosomal, policétidos y péptidos de síntesis no 

ribosomal (Pedraza-Herrera et al., 2020).  

7.7.8.2.3 Inducción de Resistencia 

El biocontrol puede activar mecanismos de defensa del hospedante ante la infección (Nuero, 

1993). Mediante la producción de compuestos antimicrobianos (p. ej., ácido salicílico) y 

proteínas relacionadas con la patogénesis, se genera una respuesta inmune. Esta resistencia se 

caracteriza por una mayor rapidez y eficacia de la planta ante ataques futuros tras una 

exposición inicial (Nuñez Lara & Vinueza Páez, 2023). Este tipo de resistencia se caracteriza 

por la capacidad que tiene el hospedador para responder rápida y eficazmente a futuros ataques 

de patógenos después de una exposición inicial (Nuero, 1993). 

7.7.8.2.4 Explotación 

Como describen (Nuñez Lara & Vinueza Páez, 2023), este antagonismo es directo e implica 

contacto cercano entre patógeno y hospedador, donde el patógeno extrae nutrientes. Debe 
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ocurrir en presencia de otro patógeno depredador del patógeno objetivo (hiperparasitismo). Se 

recomienda principalmente para reducir el inóculo en infecciones secundarias tras una infección 

primaria (Nuero, 1993). 

7.7.8.2.5 Lisis 

Este mecanismo implica enzimas líticas (quitinasas, peroxidasas, celulasas, lipasas y proteasas) 

que degradan la pared celular de microorganismos o causan su lisis. Se liberan oligómeros de 

glucano que actúan como elicitores de defensa en la planta. También pueden producirse 

enzimas que bloquean la comunicación entre microorganismos (Pedraza-Herrera et al., 2020). 

7.8 Género Bacillus 

El género Bacillus pertenece al reino Bacteria, filo Firmicutes, clase Bacilli, orden Bacillales y 

familia Bacillaceae. Fue descrito por Ferdinand Cohn en 1872, debido a su capacidad para 

formar endosporas termorresistentes (Toral-Navarro, 2019). Actualmente comprende más de 

379 especies, agrupadas por similitud genética y funcional. Se distinguen principalmente dos 

grupos: (a) B. cereus, asociado a patogenicidad en humanos y animales; y (b) bacilos 

ambientales, que incluyen especies con propiedades antagónicas contra fitopatógenos. 

Ejemplos representativos del grupo ambiental: Bacillus subtilis, Bacillus megaterium y Bacillus 

thuringiensis, reconocidos por su potencial como biocontroladores (Villarreal-Delgado et al., 

2018). 

Las especies de Bacillus muestran una amplia distribución en ecosistemas acuáticos, terrestres 

e incluso extremos a nivel global (Zhang et al., 2023). Aunque el suelo es su principal hábitat, 

donde predominan como saprógrafos, esta adaptabilidad favorece una diversidad genética y 

funcional notable entre las especies del género (Villarreal-Delgado et al., 2018). 

7.8.1 Caracteristicas principales  

Morfología y movimiento: 

 Bacillus son bacterias en forma de bacilo, con diámetro cercano a 850 nm. 

 Presentan flagelos periféricos que permiten la movilidad. 

Clasificación y fisiología: 

 Son gram positivas. 

 Pueden desarrollarse principalmente en condiciones aerobias, pero también pueden 

vivir como anaerobios facultativos. 
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Resistencia y tolerancia ambiental: 

 Pueden sobrevivir en condiciones extremas: temperaturas de aproximadamente 10 °C a 

48 °C. 

 Toleren rangos de pH desde 4.9 hasta 9.3. 

 Esta resistencia y adaptabilidad está relacionada con la capacidad de formar 

endosporas (hasta 14 esporas) (González-León et al., 2022).  

Por otro lado, destacan por producir una amplia variedad de compuestos antimicrobianos. 

7.8.2 Condiciones de desarrollo 

El género Bacillus presenta una distribución ubicua, se encuentra en ecosistemas terrestres y 

acuáticos, incluyendo suelos, cuerpos de agua, atmósfera, rizosfera y ambientes extremos como 

desiertos (Pimentel-Silva, 2022). Fisiológicamente, estas bacterias muestran su óptimo 

desarrollo en condiciones de pH neutro, aunque son capaces de tolerar rangos ácidos de hasta 

2-3 unidades de pH. En cuanto a sus requerimientos térmicos, aunque algunas cepas termófilas 

prosperan entre 55°C y 70°C, la mayoría de las especies son mesófilas, con temperaturas 

óptimas de crecimiento entre 30°C y 45°C (Villarreal-Delgado et al., 2018). 

Nutrición: en medios sintéticos, Bacillus puede cultivarse utilizando diversas fuentes de 

carbono (azúcares, alcoholes, ácidos orgánicos) y nitrogenación a partir de amonio, lo que 

refleja su versatilidad metabólica (Zhang et al., 2023). Esta versatilidad metabólica explica en 

parte su amplia distribución ecológica. 

7.8.3 Ciclo de vida 

El ciclo biológico de Bacillus consta de dos fases principales: 

i. Fase de crecimiento vegetativo: proliferación exponencial por fisión binaria simétrica. 

ii. Fase de esporulación: inducida por condiciones ambientales adversas (estrés nutricional 

o físico-químico), con división celular asimétrica que genera endosporas. Las 

endosporas son estructuras metabólicamente inactivas que protegen el material genético 

mediante múltiples capas de resistencia (González-León et al., 2022).  

Mecanismo de esporulación (descrito por González-León et al., 2022) en siete etapas 

secuenciales, con referencia a la Figura 3: 

 Fase 0 (Inducción): Un subgrupo de células detecta limitaciones nutricionales y secreta 

factores líticos (Skf y Sdp) que degradan células vecinas en estado vegetativo, 
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permitiendo que el agresor obtenga nutrientes para iniciar la esporulación (canibalismo 

bacteriano). 

 Fase I (Condensación genómica): El ADN bacteriano se polariza formando un 

filamento axial. La proteína RacA asegura la distribución equitativa del material 

genético entre la célula madre y la preespora. 

 Fase II (División asimétrica): Se forma un tabique polar que delimita los 

compartimentos celulares (célula madre y preespora) 

 Fase III (Engulfment): La preespora es engullida completamente por la célula madre 

mediante un septo asimétrico, regulado por los factores sigma σE, σF, σG y σK. 

 Fases IV-V (Ensamblaje de estructuras protectoras): Síntesis del córtex 

(péptidoglicano modificado) y de las cubiertas proteicas externas que confieren 

resistencia. 

 Fases VI-VII (Maduración y liberación): La endospora completa su maduración 

bioquímica y es liberada tras la lisis de la célula madre. 

Figura 3. Representación esquemática del ciclo de desarrollo de Bacillus spp. 

 

Fuente: (González-León et al., 2022). 

7.9 Bacillus como controlador biológico 

En la agricultura contemporánea, las pérdidas de cosecha por patógenos microbianos (virus, 

hongos y bacterias) representan un reto clave. Los enfoques tradicionales, como la rotación de 
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cultivos y la aplicación de pesticidas químicos, han generado contaminación ambiental debido 

a la acumulación de compuestos tóxicos en suelos y cuerpos de agua  (Pimentel-Silva, 2022). 

El uso de microorganismos antagonistas del género Bacillus ha emergido como una alternativa 

prometedora, ya que producen metabolitos secundarios con actividad antibacteriana, 

antifúngica y antiviral (Vinchira-Villarraga & Moreno-Sarmiento, 2019). El potencial 

biocontrolador de Bacillus se evidenció inicialmente con la proteína Cry de Bacillus 

thuringiensis, que presenta citotoxicidad específica en membranas intestinales de insectos 

plaga, resultando en su muerte (Villarreal-Delgado et al., 2018). 

Estudios recientes han ampliado el uso de Bacillus a otras especies del género, como B. pumilus, 

B. licheniformis, B. amyloliquefaciens y B. subtilis, demostrando eficacia frente a fitopatógenos 

agrícolas (Villarreal-Delgado et al., 2018). En particular, Bacillus subtilis sintetiza metabolitos 

antimicrobianos de bajo peso molecular (bacteriocinas, péptidos y lipopéptidos) y enzimas 

hidrolíticas que inhiben el desarrollo fúngico (Pimentel-Silva, 2022). 

7.9.1  Mecanismo de acción  

Relación planta-microorganismo: 

 Bacillus, destacando B. subtilis, actúa como rizobacteria promotora de crecimiento vegetal 

(PGPR). Estos bacilos colonizan el sistema radicular mediante la formación de biopelículas, 

mediadas por quimiotaxis hacia exudados radiculares ricos en nutrientes (polisacáridos, 

azúcares y ácidos orgánicos) (González-León et al., 2022). Esta simbiosis confiere múltiples 

beneficios a la planta, que incluye: 

o Solubilización de fosfatos inorgánicos. 

o Incremento de la fijación biológica de nitrógeno. 

o Biosíntesis de fitohormonas (Ácido indolacético, gibberelinas y citoquininas). 

Mecanismos de biocontrol a nivel genómico: 

Aproximadamente entre el 4–5% del genoma de Bacillus está dedicado a la producción de 

metabolitos secundarios antimicrobianos. Estos metabolitos se clasifican en dos grupos según 

su volatilidad: 

 Compuestos volátiles: hidrocarburos, alcoholes, aldehídos y compuestos sulfurados. 

Actúan a distancia difundiendo en la rizosfera. 
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 Compuestos no volátiles: principalmente lipopéptidos (de origen ribosomal y no 

ribosomal). Requieren contacto directo con el patógeno. 

Diversidad metabólica y acción en el control de fitopatógenos: 

La diversidad de metabolitos explica la eficacia de Bacillus en el control de patógenos mediante 

múltiples modos de acción (González-León et al., 2022).  

A continuación, se describe más a detalle el mecanismo de acción de cada uno: 

 Lipopéptidos 

Lipopéptidos: 

 Acción antimicrobiana: interactúan con membranas bacterianas/fúngicas, formando 

poros y provocando colapso osmótico. 

Clasificación: 

 Ribosomales: participan en señalización celular y comunicación entre bacterias. 

 No ribosomales: producidos por NRPS (sintetasas no ribosomales) y actúan 

desestabilizando membranas (González-León et al., 2022). 

 Sideróforos 

Moléculas que quelan hierro, limitando su disponibilidad para patógenos y facilitando la 

competencia por este micronutriente. La producción de sideróforos se asocia a la formación de 

biopelículas y potencia el efecto antagónico (González-León et al., 2022). 

 

 

 Enzimas líticas 

Destacan β-glucanasas y quitinasas que degradan polisacáridos estructurales de paredes 

fúngicas: 

 Ejemplos clave: β-glucanasas y quitinasas, que degradan polisacáridos estructurales de 

paredes fúngicas. 

 Ejemplos específicos: 
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o β-1,3-glucanasas en B. amyloliquefaciens lisando hifas de Colletotrichum 

lagenarium. 

o Expresión del gen ChiA en B. circulans incrementando la actividad contra 

Botrytis elliptica. 

7.10 Identificación de bacterias 

7.10.1 Tinción Gram  

La tinción de Gram distingue a las bacterias en dos grupos principales: Gram positivas y 

Gram negativas. Las bacterias Gram positivas retienen la coloración azul-violeta, mientras 

que las Gram negativas se decoloran y luego se tiñen con safranina. Esta divergencia en las 

tinciones se debe a las diferencias en la estructura de sus paredes celulares. 

Detalles estructurales: 

 Bacterias Gram positivas: 

o Pared celular gruesa, rica en peptidoglucanos y otros polímeros. 

o Propiedad impermeable que facilita la retención de la coloración azul-violeta 

durante el proceso de tinción. 

 Bacterias Gram negativas: 

o Pared celular con capa de peptidoglucanos delgada. 

o Presencia de una bicapa de lipoproteínas que se degrada durante la etapa de 

decoloración, permitiendo que la celda se decoloriza y luego se repinte con 

safranina (Rodríguez & Arenas, 2018).  

Las diferencias entre Gram positivas y Gram negativas pueden observarse en la Tabla 6 y la 

Figura 4 

Tabla 6. Diferencias entre bacterias Gram positivas y Gram negativas. 

 Bacterias Gram positivas Bacterias Gram negativas 

Color con la tinción de Gram Violeta Rojo 

Pared celular Gruesa Gruesa Delgada 
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Presencia de 

lipopolisacáridos en pared 

celular 

 

Ausente 

 

Presente 

Presencia de ácidos 

lipoteicoicos y teicoicos en 

pared celular 

 

Presente 

 

Ausente 

Fuente: (Rodríguez & Arenas, 2018).. 

Figura 4 Tinción Gram. Bacterias Gram negativas y Gram positivas. 

 

Fuente: (MARRODMIR, 2023). 

7.11 Pruebas bioquímicas de identificación de bacterias 

7.11.1 Prueba de Catalasa 

La catalasa es una enzima encargada de descomponer el peróxido de hidrógeno en agua y 

oxígeno. Esta prueba se emplea para verificar la presencia de la catalasa en microorganismos, 

la cual está presente en la mayor parte de las bacterias aerobias y en las bacterias anaerobias 

facultativas que poseen citocromo oxidasa. Una excepción notable la constituyen los 

Streptococcus, que típicamente no presentan catalasa (Caballero Pascual, 2005). 
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7.11.2 Prueba de Oxidasa 

Esta prueba está diseñada para confirmar la presencia de enzimas oxidasas. La reacción de 

oxidasa surge por la existencia de un sistema de citocromo oxidasa. Los citocromos forman 

parte de la cadena de transporte de electrones de la respiración aeróbica, transfiriendo electrones 

al oxígeno y generando agua como producto final. Por lo general, el sistema de citocromo 

oxidasa se halla en organismos aerobios, en algunos anaerobios facultativos y, de forma 

excepcional, en ciertos microaerófilos (por ejemplo, Vibrio fetus); en cambio, los anaerobios 

estrictos carecen de actividad oxidasa. Además, la presencia de oxidasa suele asociarse a la 

producción de catalasa, ya que esta enzima degrada el peróxido de hidrógeno generado durante 

la reducción del oxígeno, evitando su acumulación tóxica (Caballero Pascual, 2005). Estas 

herramientas facilitan el procesamiento y la interpretación de datos en investigaciones de 

biología molecular y biotecnología. 

7.11.3 Hemólisis (BAP)  

Esta prueba proporciona información sobre las enzimas hemolíticas presentes en una bacteria. 

Al emplear un medio de cultivo enriquecido con glóbulos rojos, es posible determinar si la 

bacteria tiene la capacidad de destruir las células y digerir la hemoglobina contenida en ellas. 

típicamente se usa un medio nutritivo enriquecido con 5% de sangre de carnero, conocido como 

agar sangre (Parker, Outland, & Dr. Wilson, 2022). 

Según Johansson & Hansson (2017), la identificación bacteriana a través de la hemólisis se 

realiza mediante el cultivo en agar sangre, donde las bacterias se diferencian según su capacidad 

para secretar hemolisinas. La hemólisis genera una zona de aclaramiento alrededor de las 

colonias en el agar sangre. Las bacterias pueden producir distintos tipos de hemólisis: 

 α-hemólisis (alfa): aclaramiento incompleto, con nota de tono verdoso. 

 β-hemólisis (beta): aclaramiento total. 

 γ-hemólisis (gamma): ausencia de hemólisis, lo que puede interpretarse como una 

aparente contradicción. 

7.12 Pruebas in vitro para evaluar el biocontrol de Botrytis spp. 

En la actualidad, con el fin de reducir el uso de pesticidas en cultivos vegetales, se explora el 

empleo de microorganismos con capacidad de control biológico sobre plagas y enfermedades, 

aprovechando su biomasa y metabolitos secundarios. Estos microorganismos poseen una 

notable habilidad para proteger las plantas, empleando su propia biomasa y los compuestos que 
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producen de forma natural. Entre los géneros más estudiados se encuentran: Trichoderma, 

Bacillus, Penicillium, Beauveria y Pochoma, entre otros (Rivera-Méndez, 2019). 

En particular, las bacterias del género Bacillus destacan por su capacidad antagónica frente a 

hongos fitopatógenos. Para evaluar su potencial, se realizan primero pruebas de laboratorio que 

examinan su microbiología, genética y bioquímica. Una vez que se verifica su eficacia en un 

entorno controlado, se procede a la experimentación en condiciones de campo agrícola (Rivera-

Méndez, 2019). 

7.12.1 Pruebas de enfrentamiento 

Estas pruebas permiten evaluar la interacción entre un fitopatógeno y un biocontrolador, con el 

objetivo de analizar el antagonismo: la capacidad de ciertos microorganismos (hongos o 

bacterias) para inhibir el crecimiento de otros microorganismos patógenos. En la técnica de 

cultivo dual, se coloca un disco de 5 mm que contiene el microorganismo antagonista en una 

caja de Petri, ya sea en el centro o cerca de un extremo; en los extremos opuestos se coloca otro 

disco de 5 mm que contiene el microorganismo fitopatógeno. De este modo, ambos 

microorganismos compiten por colonizar el medio de cultivo mediante sus propios mecanismos 

de acción (Cadena & López., 2021). 

8. VALIDACIÓN DE LAS PREGUNTA CIENTÍFICAS O HIPÓTESIS 

8.1 Hipótesis afirmativa 

La caracterización de bacterias permite identificar cepas con potencial controlador. 

8.2 Hipótesis nula  

La caracterización de bacterias no permite identificar cepas con potencial controlador. 

 9. METODOLOGÍA 

9.1 Tipos de investigación 

9.1.1 Cualitativo  

Se utilizó un enfoque de investigación cualitativo, ya que se identificó las especies de bacterias 

con potencial controlador para Botrytis spp. en condiciones de laboratorio. En este proceso se 

incluye la descripción de aspectos como la forma, el tamaño, el color y las estructuras de las 

bacterias seleccionadas.  
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9.1.2 Cuantitativa  

La investigación adoptó un enfoque cuantitativo, puesto que se recopilo y analizo datos 

numéricos (como número de cepas aisladas y crecimiento bacteriano).  

9.2 Tipo de método 

9.2.1 Experimental   

En esta investigación se evaluó la eficiencia de ciertas bacterias antagonistas en un entorno 

controlado. En este contexto, se manipulo variables independientes, como diferentes cepas de 

bacterias, para observar su impacto en variables dependientes, como el control del crecimiento 

de Botrytis spp. La naturaleza experimental de este estudio permitió identificar relaciones de 

causa y efecto, ya que se controló los factores externos, facilitando así una comprensión precisa 

de cómo las bacterias antagonistas afectan al patógeno en condiciones controladas. 

9.3 Localización 

La investigación se desarrolló en el laboratorio de Microbiología del campus Salache de la 

Universidad Técnica de Cotopaxi.  

9.4 Origen y aislamiento de bacterias 

9.4.1 Colecta de material vegetal y suelo (Fase de campo) 

La colecta se realizó en una finca productora de rosas de exportación ubicada en el cantón 

Latacunga, parroquia Eloy Alfaro, con las siguientes coordenadas geográficas Lat. 0°59'49" S; 

Long. 78°36'20" W y Altitud. 2710 msnm. 

 Para la colecta se seleccionaron rosas de dos diferentes variedades (Novia y Mandarin X-

Pression). Esta se realizó el 18 de junio, las muestras destinadas al aislamiento de bacterias con 

potencial controlador cumplieron con los siguientes criterios: plantas sin la presencia de plagas 

y enfermedades, así como tallos y botones florales en punto de corte.  

Las submuestras edáficas se recolectaron del mismo lugar en dos fechas 26 de mayo y 30 de 

junio, estas fueron tomadas a una profundidad de 10 cm mediante el uso de un barreno, para 

ello se siguió protocolos estandarizados para el muestreo de suelos (AGROCALIDAD, 2018). 

Con el fin de preservar la integridad microbiana de las muestras, estas fueron inmediatamente 

colocadas en bolsas plásticas limpias, las cuales fueron selladas y protegidas de la luz. Una vez 

trasladadas las muestras Laboratorio de Microbiología de la Universidad Técnica de Cotopaxi, 

las muestras fueron procesadas dentro al día siguiente posteriores a su colecta. 
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9.4.2 Aislamiento de bacterias de material vegetal (Fase de laboratorio) 

El 18 de junio se realizó la colecta y aislamiento de tejido vegetal correspondiente de dos 

variedades de rosa: Mandarín y Novia, con el fin de evaluar la presencia de bacterias endófitas.  

Las muestras vegetales (tallos, hojas y pétalos) fueron separadas en segmentos y sometidos a 

un lavado con agua destilada para remover residuos superficiales y partículas adherentes. La 

desinfección se realizó mediante inmersión en hipoclorito de sodio al 3% durante 2 min (tiempo 

estandarizado según Padrón, 2020), seguido de tres enjuagues consecutivos con agua destilada 

estéril para eliminar residuos del hipoclorito. Todos los procedimientos se ejecutaron en cámara 

de flujo laminar (BIOBASE) bajo condiciones asépticas. 

Según el protocolo de (Soto Plancarte et al., 2017), para el procesamiento de muestras 

vegetales, los fragmentos desinfectados se cortaron en secciones de 0.5 cm y se sembraron 

en cajas Petri con Agar Nutritivo. Para la preparación del medio se disolvió 23 g/L de 

Agar Nutritivo (concentración estándar para aislamiento bacteriano, según (Martínez & 

Zhurbenko, 2018), equivalente a 9.20 g en 400 mL de agua destilada estéril (volumen preparado 

para 20 cajas). Las cajas se incubaron a 30-35°C durante 24–48 horas en condiciones de 

oscuridad en la incubadora (BINDER redLINE), según las recomendaciones de la (Senasica, 

2020), para el crecimiento de bacterias. 

Tras la colecta en el sector seleccionado y al seguir el protocolo establecido, se obtuvieron 

cuatro muestras de material vegetal: dos correspondientes a la variedad Mandarin y dos a la 

variedad Novia. De estas, se aislaron siete cepas bacterianas sin distinción específica entre 

variedades, tal como se detalla en la (Tabla 6). 

Tabla 6. Origen de aislamientos de muestras vegetales (tallos y pétalos) pertenecientes a la 

provincia de Cotopaxi. 

N° Simbología/Aislamiento Origen Locación Coordenadas 

S W 

1 T.A. M1 Tejido vegetal Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

2 T.A. M2 Tejido vegetal Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

3 P. M Tejido vegetal Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

4 P. N1 Tejido vegetal Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

5 P. N2 Tejido vegetal Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

6 P. N3 Tejido vegetal Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 
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7 T.A. N Tejido vegetal Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

Elaborado por: (Simbaña Lady, 2025). 

Tabla 7. Codificación y significado de las muestras obtenidas de material vegetal. 

Codificación Significado 

T.A.M Tallo alto-Mandarin 

P.M Pétalo-Mandarin 

T.A. N Tallo alto-Novia 

P.N Pétalo-Novia 

Elaborado por: (Simbaña Lady, 2025). 

9.4.3 Procedimiento de diluciones para aislamiento bacteriano a partir de muestras de 

suelo  

Se realizaron diluciones seriadas, para ello se tomó 1 gr de suelo colectado, se homogenizó con 

9 mL de agua destilada estéril en tubos de ensayo de 15 mL, así se obtuvo la dilución madre.  

Posteriormente, se preparó una serie de diluciones seriadas de las dos variedades (Mandarin y 

Novia) desde 10⁻¹ (solución madre) hasta 10⁻⁵. Para ello, se tomó 1 mL de la suspensión 

bacteriana inicial y se transfirió a un tubo con 9 mL de medio de dilución, de la cual se obtuvo 

una dilución 10⁻¹. Este proceso se repitió sucesivamente cuatro veces más, que genero 

diluciones de 10⁻², 10⁻³, 10⁻⁴ y finalmente 10⁻⁵. Para el aislamiento bacteriano, se sembraron 

por triplicado 100 μL de las diluciones 10⁻³, 10⁻⁴ y 10⁻⁵ en placas de Petri con Agar Nutritivo y 

Agar Sangre, se utilizó la técnica de placa extendida con asa de Drigalski estéril (Leboffe & 

Pierce, 2020).  Las placas se incubaron de 30-35 °C durante 24-48 horas en la incubadora 

(BINDER redLINE). Todos los procedimientos se realizaron bajo condiciones asépticas en 

cámara de flujo laminar (BIOBASE). 

Tras la colecta en el sector seleccionado, se obtuvieron cuatro submuestras edáficas: dos 

recolectadas el 26 de mayo y dos el 30 de junio. En la primera fecha, se realizaron nueve 

aislamientos de la variedad Mandarin y nueve de Novia, de los cuales se logró aislar nueve 

cepas el 27 de mayo. En la segunda fecha, el procedimiento se repitió en dos ocasiones, 

obteniéndose seis cepas bacterianas el 30 de junio y quince el 1 de julio. En total, se aislaron 

30 cepas, tal como se detalla en la (Tabla 8). 

Tabla 8. Origen de aislamiento de submuestras edáficas de dos variedades (Mandarin y 
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Novia) pertenecientes a la provincia de Cotopaxi. 

N° Simbología/Aislamiento Origen Dilución Locación 
Coordenadas 

S W 

27-may 

1 M1.C1 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

2 M4.C1 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

3 M5.C1 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

4 M1.C2 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

5 M6.C2 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

6 N2.C1 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

7 N4.C1 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

8 N3.C2 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

9 N5.C2 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

30-jun 

10 M1.C1 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

11 M2.C1 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

12 M1.C3 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

13 M2.C3 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

14 M2.C2 Suelo -5 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

15 N3.C2 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

1-jul 

16 N2.C1 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

17 N2.C2 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

18 N3.C2 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

19 N3.C3 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

20 N1.C1 Suelo -4 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

21 N2.C2 Suelo -4 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

22 M2.C1 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

23 M3.C1 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

24 M1.C3 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

25 M2.C3 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 
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N° Simbología/Aislamiento Origen Dilución Locación 
Coordenadas 

S W 

26 M3.C3 Suelo -3 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

27 M1.C1 Suelo -4 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

28 M3.C1 Suelo -4 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

29 M1.C2 Suelo -4 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

30 M1.C3 Suelo -4 Eloy Alfaro 0°59'49" 78°36'20" 

Elaborado por: (Simbaña Lady, 2025). 

9.4 Selección de cepas para prueba de Tinción 

9.4.1 Características macroscópicas   

Una vez obtenidas las muestras de tejido vegetal y submuestras edáficas en el área de estudio, 

estas se procesaron para aislar cepas bacterianas del género Bacillus. El análisis de estas cepas 

permitió identificar características macroscópicas distintivas, las cuales se describen 

detalladamente en la (Tabla 9). Y se observa en la (Figura 5). 

Tabla 9. Características macroscópicas de Bacillus. 

Color de la colonia Gris/Blanco cremoso 

Forma Redonda   

Opacidad Opacas 

Superficie Planas 

Textura Rugosas a menudo secas  

Tamaño 2-4 mm 

Bordes Regulares o irregulares 

Fuente: (Errigton & Aart., 2020). 
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Figura 5. Morfología macroscópica. 

 

Fuente: (Simbaña Lady, 2025). 

9.4.2 Características microscópicas  

Una vez registradas las características macroscópicas (Tabla 9), se procedió a la observación 

microscópica de los aislamientos la cual consiste en (Tabla 10). Y se observa en la (Figura 6).  

Tabla 10. Características microscópicas de Bacillus. 

Tinción Gram  Positivo (morado) 

Forma Bacilo con forma de bastón  

Fuente: (Errigton & Aart., 2020). 
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Figura 6. Características microscópicas, Bacilos Gram positivos. 

 

Fuente: (Simbaña Lady, 2025). 

9.5 Ensayos Microscópicos (Tinción Gram) 

Los cultivos bacterianos se sometieron a la tinción de Gram después de 24 horas de incubación, 

se siguió el procedimiento descrito por López-Jácome et al., (2014). Dicho procedimiento 

permitió observar y registrar las formas de las células bacterianas, sus tamaños y agrupaciones, 

así como clasificarlas en Gram positivas o negativas. El proceso empleó los siguientes 

reactivos: solución de Cristal violeta al 2% (colorante primario), Lugol al 1% (mordiente), 

Alcohol-Acetona al 95% (agente decolorante) y Safranina (contrastante). 

Para la preparación de los frotis bacterianos, se recolectaron colonias de cultivos previos en 

agar nutritivo, y se utilizó un asa de siembra estéril. Se coloco una gota de agua sobre un 

portaobjetos y con ayuda de un asa de siembra se transfirió un fragmento de la colonia encima 

de la gota de agua se homogenizo suavemente las células bacterianas con la gota de agua, 

dejándose secar a temperatura ambiente. Para fijar el frotis después de secarlo, se utilizó un 

flameado controlado: los portaobjetos fueron pasados tres veces por la llama de un mechero, 

cuidando que no se sobrecalentara para conservar así la muestra. 

El protocolo de tinción se ejecutó en cuatro etapas secuenciales: (1) aplicación de cristal violeta 

durante 1 minuto, seguido de lavado con agua destilada; (2) tratamiento con solución de Lugol 

(mordiente) por 1 minuto para estabilizar el complejo colorante-pared bacteriana; (3) 
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decoloración controlada con alcohol-acetona durante exactamente 10 a 15 segundos; y (4) 

contrastación con safranina durante 45 segundos para visualización de microorganismos Gram-

negativos. Entre cada etapa se realizaron lavados con agua destilada para eliminar reactivos 

residuales. Las preparaciones finales se secaron a temperatura ambiente antes de su observación 

microscópica, de acuerdo con las recomendaciones de (Casasola, 2022). 

La observación se realizó con microscopio óptico (Olympus CX31) con objetivos de 10× a 

100× (inmersión en aceite). La clasificación se basó en la retención del color (violeta: Gram-

positivas; rojo/rosa: Gram-negativas), según se detalla en la (Tabla 11).  

Tabla 11. Clasificación de las cepas según sus características microscópicas. 

        CLASIFICACIÓN 

N° Simbología Origen Dilución Gram 

Positivas/Negativas 

Características 

1 M1.C1 Suelo -3 + Bacilos 

2 M4.C1 Suelo -3 +/- Cocos y bacilos 

3 M5.C1 Suelo -3 - Bacilos 

4 M1.C2 Suelo -3 + Cocos y bacilos 

5 M6.C2 Suelo -3 + Bacilos 

6 N2.C1 Suelo -3 +/- Bacilos cocos 

7 N4.C1 Suelo -3 +/- Cocos y bacilos 

8 N3.C2 Suelo -3 +/- Cocos y bacilos 

9 N5.C2 Suelo -3 +/- Cocos y bacilos 

10 M1.C1 Suelo -3 + Bacilos 

11 M2.C1 Suelo -3 + Bacilos 

12 M1.C3 Suelo -3 + Bacilos 

13 M2.C3 Suelo -3 + Bacilos 

14 M2.C2 Suelo -5 + Bacilos 

15 N3.C2 Suelo -3 + Bacilos 

16 N2.C1 Suelo -3 +/- Bacilos 

17 N2.C2 Suelo -3 + Bacilos 

18 N3.C2 Suelo -3 +/- Bacilos 

19 N3.C3 Suelo -3 + Bacilos 

20 N1.C1 Suelo -4 + Bacilos 
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        CLASIFICACIÓN 

N° Simbología Origen Dilución Gram 

Positivas/Negativas 

Características 

21 N2.C2 Suelo -4 + Bacilos 

22 M2.C1 Suelo -3 + Bacilos 

23 M3.C1 Suelo -3 +/- Bacilos 

24 M1.C3 Suelo -3 + Bacilos 

25 M2.C3 Suelo -3 + Bacilos 

26 M3.C3 Suelo -3 + Bacilos 

27 M1.C1 Suelo -4 + Bacilos y cocos 

28 M3.C1 Suelo -4 +/- Bacilos 

29 M1.C2 Suelo -4 + Bacilos 

30 M1.C3 Suelo -4 +/- Bacilos  

31 T.A. M1 T. vegetal   - Bacilos 

32 T.A. M2 T. vegetal   - Cocos y bacilos 

33 P. M T. vegetal   - Bacilos 

34 P. N1 T. vegetal   + Cocos  

35 P. N2 T. vegetal   - Bacilos 

36 P. N3 T. vegetal   - Bacilos 

37 T.A. N T. vegetal   - Cocos y bacilos 

Elaborado por: (Simbaña Lady, 2025). 

9.6 Purificación de Bacterias 

9.6.1 Obtención de cultivos puros 

Tras la clasificación preliminar e identificación de posibles cepas de Bacillus, se procedió a la 

obtención de cultivos puros mediante resiembra de las colonias aisladas. El subcultivo se realizó 

mediante siembra por estrías en agar, según la técnica de agotamiento descrita por Sanz, (2011). 

Para cada aislamiento, se tomó una muestra con asa bacteriológica estéril, previamente 

flameada y enfriada, la cual se depositó en el extremo de la placa con medio de cultivo sólido 

y se estrió en tres fases sucesivas para lograr el aislamiento celular. Este proceso de resiembra 

se repitió en dos ocasiones para cada cepa con el objetivo de verificar la pureza de los cultivos. 

Las placas inoculadas se incubaron a temperatura controlada entre 30-35 °C durante un período 
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de 24 a 48 horas, de acuerdo con  los parámetros establecidos para la correcta recuperación de 

microorganismos viables. 

El análisis de muestras recolectadas permitió la purificación de 16 cepas bacterianas (Figura 7), 

exclusivamente a partir de submuestras edáficas que presentaron características coloniales 

compatibles con Bacillus. Por el contrario, las muestras de tejido vegetal no desarrollaron 

colonias con características macro o microscópicas asociadas a este género bacteriano, por lo 

que se excluyó su inclusión en los análisis posteriores. 

Figura 7. Purificación de una cepa (SM6C2) mediante siembra por estría en medio de cultivo 

AN. 

 

Fuente: (Simbaña Lady, 2025). 

9.6.2 Conservación de las cepas obtenidas 

Para la conservación de las 16 cepas bacterianas obtenidas durante el proceso de purificación, 

se empleó una mezcla crioprotectora de caldo nutritivo y glicerol, se utilizaron para ello tubos 

Eppendorf de 1.5 mL de capacidad. En primer lugar, se preparó el medio nutritivo con las 

instrucciones del fabricante, que indican una concentración de 8 g/L; en este caso, se utilizó un 

volumen proporcional de 8 mL de agua destilada para cubrir los 16 tubos y 0,64 gr del medio, 

lo cual fue posteriormente esterilizado en autoclave a 121 °C durante 35 minutos. Una vez 

enfriado el medio, con la ayuda de una micropipeta se distribuyeron 500 µL de caldo y 500 µL 

de glicerol en cada tubo Eppendorf y se volvió autoclavar. Posteriormente, se procedió con la 

incorporación de las bacterias, para lo cual se realizó un raspado suave de las colonias 

seleccionadas y se transfirió cuidadosamente al interior de los tubos ya preparados, y se obtuvo 
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una mezcla homogénea. Esta operación se repitió para cada una de las 16 cepas. Finalmente, 

las muestras fueron mantenidas en refrigeración durante una hora para estabilizar el contenido 

y luego almacenadas en congelación a –20 °C, para garantizar su viabilidad a largo plazo. 

9.7 Pruebas Bioquímicas de identificación de bacterias 

9.7.1 Prueba de Catalasa  

De acuerdo con el protocolo estandarizado de Johansson & Hansson (2017), se evaluó la 

actividad oxidasa de las cepas preseleccionadas como Bacillus mediante la aplicación de 

peróxido de hidrógeno (H₂O₂ al 3%). Para esto se tomó una colonia aislada con asa 

bacteriológica estéril, se depositó en un portaobjetos limpio y se agregó una gota del reactivo, 

observándose inmediatamente la formación de burbujas en caso de resultado positivo (actividad 

catalasa característica de Bacillus), mientras que las muestras de tejido vegetal que previamente 

no mostraron características macro-microscópicas compatibles fueron excluidas de este 

análisis. Esta prueba complementó los resultados obtenidos en la caracterización inicial y 

permitió verificar la presencia del género de interés en los cultivos puros obtenidos. Esto se 

evidencia en la (Figura 8). 

Figura 8. Las burbujas resultantes de la producción de oxígeno gaseoso indican claramente 

un resultado catalasa positivo. La muestra de abajo, es catalasa positiva. La especie Bacillus 

son catalasas positivas. A) Formación burbujas indica catalasa positiva cepa (P4n), B) Baja 

cantidad de burbujas y C) No hay formación de burbujas, catalasa negativa. 

 

 Fuente: (Simbaña Lady, 2025). 
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9.7.2 Hemólisis en Agar sangre 

Para la elaboración del agar sangre (BAP), se determinó que para 20 cajas Petri de 20 mL cada 

una, se necesitaban 400 mL de medio. Por lo tanto, se pesaron 16.8 g de agar sangre (42 g/L) y 

se disolvieron en agua destilada; después, se esterilizó en autoclave a 121 °C durante 45 

minutos. Tras dejar que enfriara hasta llegar a los 45-50 °C, se le incorporó sangre humana 

estéril (5% v/v), mezclándose con suavidad antes de dispensar 20 mL por caja en condiciones 

asépticas. Simultáneamente, para determinar la hemólisis, las colonias fueron sembradas en 

agar sangre e incubadas a 35-37 °C durante un periodo de 24 a 48 horas. Se registró si había 

hemólisis β (áreas transparentes), α (verdes/opacas) o γ (sin cambios). De las 20 cajas 

sembradas tres presentaron hemolisis. Esto se puede observar en la (Figura 9). 

Figura 9. Hemólisis de tres cepas: 1 hemólisis β (beta) (SNC2-5), 2 hemólisis β (beta) 

(SNC3-3), 3 hemólisis γ (gamma) (SMC1-3). 

 

Fuente: (Simbaña Lady, 2025). 
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9.8 Selección de cepas con capacidad de control antagónico (Ensayo) 

9.8.1 Pruebas de antagonismo 

Para determinar la capacidad antagónica de las cepas bacterianas contra Botrytis spp., se 

implementó una técnica de enfrentamiento dual, como señala la metodología descrita por  

(Yanet-Suárez & Cabrales, 2016), para ello se utilizó discos de micelio de 7 mm obtenidos con 

una punta de micropipeta estéril y sembrados en PDA (Calvo et al., 2012), estas fueron 

colocadas a un 1 cm del borde de la caja Petri; en el extremo opuesto, a igual distancia, se 

inoculó la bacteria evaluada (con cinco repeticiones por tratamiento). Como controles (testigo), 

se incluyeron cajas con Botrytis spp. y otras con cepas de Bacillus (Acosta et al., 2021), se 

utilizó una plantilla estandarizada que se observa en la (Figura 10) para garantizar precisión en 

la disposición. Todos los ensayos se incubaron a 25°C durante 7 días, periodo durante el cual 

se monitoreó diariamente la interacción microbiana. 

Figura 10. Esquema, prueba de enfrentamiento. 

 

Elaborado por: (Simbaña Lady, 2025). 

  



44 
 

 

9.8.1.1 Determinación de la actividad antagónica de Bacillus spp. (Porcentaje de 

Inhibición) 

Para determinar el porcentaje de inhibición generado por las diferentes cepas de Bacillus ante 

el hongo patógeno se determinaron por ecuación descrita en la investigación realizada por 

(Yanet-Suárez & Cabrales, 2016): 

%𝐼 =
Rc −  Rt

Rc
× 100 

Donde: 

Rc = Radio de crecimiento del hongo en el testigo (sin bacteria) en cm. 

Rt = Radio de crecimiento del hongo en presencia de la bacteria (tratamiento) en cm. 

Figura 11. Prueba de enfrentamiento, implementación del ensayo. 

 

Fuente: (Simbaña Lady, 2025). 

9.9 Análisis Estadístico 

Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) utilizando un diseño completamente al azar (DCA) 

para analizar estadísticamente los datos recopilados en las pruebas de enfrentación. Este tipo de 

diseño permite evaluar hipótesis relacionadas con los parámetros de posición de sujetos 

seleccionados aleatoriamente bajo condiciones similares (Maldonado et al., 2018). La variable 
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dependiente en la prueba de enfrentamiento fue el porcentaje de inhibición del hongo provocado 

por las diferentes bacterias, siendo estas últimas la variable independiente; estos ensayos se 

realizaron con 5 repeticiones. 

Se utilizó el programa de estadística InfoStat versión 2020. Además, se llevaron a cabo pruebas 

mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia de α = 0,05 (Maldonado et al., 2018). 

En esta prueba se compararon las medias de los diferentes tratamientos para identificar la cepa 

con mayor actividad antagonista.  

10. RESULTADOS Y DISCUSIONES  

10.1 Selección de muestras bacterianas  

Luego del aislamiento de bacterias a partir de muestras tanto de material vegetal como de 

submuestras edáficas se obtuvieron los siguientes resultados. 

10.1.1 Muestras obtenidas de tejido vegetal 

Tabla 12. Resultado total, de muestras obtenidas del aislamiento de material vegetal. 

18-jun 

Codificación Significado 

T.A.M1 Tejido vegetal-Mandarin 

T.A.M2 Tejido vegetal-Mandarin 

P.M Tejido vegetal-Mandarin 

PN1 Tejido vegetal-Novia 

PN2 Tejido vegetal-Novia 

PN3 Tejido vegetal-Novia 

T.A.N Tejido vegetal-Novia 

Elaborado por: (Simbaña Lady, 2025). 

Las bacterias que fueron asiladas a parir de material vegetal se detallan en la (tabla 12). La 

codificación indica de donde fueron aisladas las bacterias obtenidas T.A. y P. indican el tipo de 

muestra tomadas (tallo alto y pétalos), mientras que el sufijo hace referencia a la variedad 

correspondiente. Tras la siembra y evaluación de las muestras, ninguna presentó características 

morfológicas microscópicas ni macroscópicas compatibles con el género Bacillus. Por lo tanto, 

no fue posible continuar con las pruebas específicas para esta bacteria y fueron descartadas. A 

pesar de que las especies del género Bacillus se encuentran ampliamente distribuidas en la 
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naturaleza debido a su habilidad para formar endosporas estructuras que les permite sobrevivir 

en condiciones ambientales extremas y facilitar su aislamiento en una variedad de hábitats, 

incluidos suelos, aguas y superficies vegetales (Tejera-Hernández et al., 2011) ninguna de las 

muestras de tejido vegetal analizadas (tanto de las variedades Mandarín como Novia) presentó 

características (microscópicas y macroscópicas) compatibles con este género bacteriano. 

Esta ausencia puede explicarse por el hecho de que Bacillus se encuentra principalmente en el 

suelo, considerado su reservorio natural. La mayoría de sus especies son saprófitas, es decir, 

dependen de la materia orgánica en descomposición presente en el suelo para su desarrollo, lo 

cual convierte a esta matriz en un entorno óptimo para su proliferación, más que el interior de 

los tejidos vegetales (Mc Spadden, 2004). Por tanto, el aislamiento de Bacillus a partir de tejido 

vegetal puede ser limitado o incluso ausente si las condiciones no son favorables o si no existe 

una interacción endofítica establecida con la planta. 

10.1.2 Cepas obtenidas de submuestras edáficas 

Para este análisis se realizaron dos colectas y tres aislamientos 

Tabla 13. Total, de muestras aisladas obtenidas de la primera fecha de colecta de 

submuestras. 

 27-may 

N° Codificación Significado 

1 SM1C1 Suelo-Mandarin 

2 SM4C1 Suelo-Mandarin 

3 SM5C1 Suelo-Mandarin 

4 SM1C2 Suelo-Mandarin 

5 SM6C2 Suelo-Mandarin 

6 SN2C1 Suelo-Novia 

7 SN4C1 Suelo-Novia 

8 SN3C2 Suelo-Novia 

9 SN5C2 Suelo-Novia 

Elaborado por: (Simbaña Lady, 2025). 

A partir de estas submuestras se sembraron 16 cajas Petri, de las cuales se obtuvo un total de 9 

aislamientos bacterianos que presentaban características macroscópicas compatibles con el 

género Bacillus (colonias opacas, de borde irregular, secas o rugosas). 
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No obstante, durante el proceso de purificación, solo uno de estos aislamientos logró ser 

compatible con las características de Bacillus, tales como bacillos Gram positivos, que 

corresponde a la cepa –3SM6C2, proveniente de la muestra SM6C2 (suelo variedad Mandarín). 

Tabla 14. Total, de muestras aisladas obtenidas de la segunda fecha de colecta. 

 30-jun 

N° Codificación Significado 

1 SM1C1 Suelo-Mandarin 

2 SM2C1 Suelo-Mandarin 

3 SM1C3 Suelo-Mandarin 

4 SM2C3 Suelo-Mandarin 

5 SM2C2 Suelo-Mandarin 

6 SN3C2 Suelo-Novia 

Elaborado por: (Simbaña Lady, 2025). 

A partir de estas submuestras se sembraron 18 cajas Petri, obteniéndose 6 aislamientos 

bacterianos. La mayoría de estos aislamientos presentan características micro y macroscópicas 

compatibles con Bacillus, como forma de colonia rugosa o seca, bordes irregulares, y bacilos 

Gram positivos en observación microscópica preliminar. 

Tabla 15. Total, de muestras obtenidas de la resiembra de la segunda fecha de colecta.  

 1-jul 

N° Codificación Significado 

1 SN2C1 Suelo-Novia 

2 SN2C2 Suelo-Novia 

3 SN3C2 Suelo-Novia 

4 SN3C3 Suelo-Novia 

5 SN1C1 Suelo-Novia 

6 SN2C2 Suelo-Novia 

7 SM2C1 Suelo-Mandarin 

8 SM3C1 Suelo-Mandarin 

9 SM1C3 Suelo-Mandarin 

10 SM2C3 Suelo-Mandarin 

11 SM3C3 Suelo-Mandarin 
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 1-jul 

N° Codificación Significado 

12 SM1C1 Suelo-Mandarin 

13 SM3C1 Suelo-Mandarin 

14 SM1C2 Suelo-Mandarin 

15 SM1C3 Suelo-Mandarin 

Elaborado por: (Simbaña Lady, 2025). 

De 36 cajas sembradas se obtuvieron 15 aislamientos bacterianos, una cantidad considerable 

que sugiere éxito en el proceso de resiembra. Una gran parte de los aislamientos presenta 

características compatibles con bacterias del género Bacillus, como morfología de colonias 

secas, opacas, de bordes irregulares y estructuras bacilares en microscopia. 

10.2 Cepas obtenidas de submuestras edáficas compatibles (Bacillus) con capacidad de 

control. 

Como resultado del muestreo realizado, se logró la purificación de 16 cepas bacterianas 

representadas en la (Tabla 16) aisladas a partir de submuestras edáficas mediante la técnica de 

siembra por estrías en agar (Sanz, 2011). Cabe destacar que las muestras de tejido vegetal no 

mostraron crecimiento microbiano que cumpliera con los criterios establecidos para el género 

de interés.   

Tabla 16. Total, muestras purificadas obtenidas de las submuestras edáficas. 

N° Aislamiento Dilución Codificación Significado 

1 SM6C2 -3 P0 Suelo-Mandarin 

2 SM2C3 -3 P1 Suelo-Mandarin 

3 SM6C2 -3 P4 Suelo-Mandarin 

4 SM1C1 -3 P6.1 Suelo-Mandarin 

5 SM1C1 -3 P6.2 Suelo-Mandarin 

6 SM1C1 -3 P8 Suelo-Mandarin 

7 SM1C1 -3 P8.2 Suelo-Mandarin 

8 SM1C3 -3 P11.2 Suelo-Mandarin 

9 SM2C3 -3 P12 Suelo-Mandarin 

10 SM1C3 -4 P17.1 Suelo-Mandarin 

11 SM1C3 -4 P17.3 Suelo-Mandarin 
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N° Aislamiento Dilución Codificación Significado 

12 SN1C1 -4 A2 Suelo-Novia 

13 SN2C2 -4 A3 Suelo-Novia 

14 SN2C2 -4 A4.3 Suelo-Novia 

15 SN2C2 -4 A4.4 Suelo-Novia 

16 SN2C2 -4 A4.5 Suelo-Novia 

Elaborado por: (Simbaña Lady, 2025). 

De las 16 cepas purificadas, 6 presentan características morfológicas micro y macroscópicas 

compatibles con bacterias del género Bacillus. Estas características incluyen: 

 Colonias de aspecto seco u opacas, de borde irregular o rugoso, crecimiento moderado 

a rápido en placas de cultivo AN, presencia de estructuras bacilares observadas en 

tinción de Gram, posible capacidad de esporulación, catalasa positiva y hemolisis beta 

o alfa. 

 

10.3 Capacidad de control de las bacterias obtenidas frente a Botrytis spp. 

10.3.1 Análisis estadístico (7 días evaluación)  

Como se observa en la (Tabla 17), el p-valor obtenido (p = 0,1516) es mayor al nivel de 

significancia establecido (α = 0,05), lo que indica que no existen diferencias estadísticamente 

significativas entre los tratamientos evaluados en el crecimiento promedio de Botrytis spp. 

durante el período de evaluación. 

El coeficiente de variación (CV) fue de 224,61 %, valor que refleja una alta variabilidad 

experimental, característica común en ensayos biológicos in vitro con microorganismos, 

atribuible a la respuesta diferencial del patógeno frente a los tratamientos bacterianos evaluados 

a lo largo del tiempo. 

Tabla 17. Análisis de la varianza del crecimiento promedio de Botrytis spp. durante siete 

días de evaluación bajo la aplicación de bacterias antagonistas. 

F.V. GL CM p-valor 

Tratamiento 6 1,18 0,1516 ns 

Error experimental 25 0,68  

Total 31   
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CV (%)  224,61  

Elaborado por: (Simbaña Lady, 2025). 

 Este resultado sugiere que, durante el período total de evaluación, la respuesta del patógeno 

fue variable entre el avance de los dias y repeticiones, lo que disminuyo las diferencias entre 

tratamientos al analizarse de manera conjunta. La ausencia de significancia estadística no 

implica que los tratamientos carezcan de efecto biológico, sino que dicho efecto no fue 

uniforme ni consistente durante todos los días de evaluación. 

Dado que el análisis de varianza no detectó diferencias significativas entre tratamientos (p > 

0,05), no se procedió a la aplicación de la prueba de comparación de medias de Tukey. Según 

(Jim Frost, 2019), esto se debe a que las pruebas, como Tukey, solo son estadísticamente válidas 

en el caso de que ANOVA sea significativo, ya que su objetivo es identificar entre qué 

tratamientos existen dichas diferencias. 

10.3.2 Análisis estadístico (último día evaluación) 

Como se observa en la (Tabla 18), el análisis de varianza del crecimiento micelial de Botrytis 

spp. al día 7 no mostró diferencias estadísticas significativas entre tratamientos (p = 0,1491). 

De igual manera, la prueba de comparación de medias de Tukey (α = 0,05) ubicó a todos los 

tratamientos dentro de un mismo grupo estadístico. Sin embargo, desde el punto de vista 

biológico, los tratamientos P6.2, P4 y A3 presentaron inhibición total del crecimiento micelial, 

mientras que el tratamiento A2 permitió un mayor desarrollo del patógeno. 

Tabla 18. Análisis de la varianza del crecimiento de Botrytis spp. en el último día de 

evaluación.  

 

 

 

 

Elaborado por: (Simbaña Lady, 2025). 

El análisis de varianza indicó que no existieron diferencias estadísticas significativas entre 

tratamientos (p > 0,05). El elevado coeficiente de variación sugiere una alta dispersión de los 

datos, atribuible a la variabilidad del crecimiento micelial entre repeticiones, situación frecuente 

en ensayos in vitro con microorganismos antagonistas. 

F.V. GL CM p-valor 

Tratamiento 6 9,64 0,1491 ns 

Error experimental 28 5,55  

Total 34   

CV (%)  203,51  
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Figura 12. Porcentaje de crecimiento micelial de Botrytis spp. al día 7 bajo la aplicación de 

bacterias antagonistas. 

 

Elaborado por: (Simbaña Lady, 2025). 

 

La figura muestra el crecimiento micelial promedio de Botrytis spp. al día 7 para cada 

tratamiento. Se observa que los tratamientos P6.2, P4 y A3 inhibieron completamente el 

crecimiento del patógeno, mientras que A2 presentó el mayor desarrollo micelial. 

11. IMPACTOS (SOCIALES, AMBIENTALES O ECONÓMICOS) 

11.1 Impacto Social 

El empleo de métodos de control puede disminuir el consumo de productos químicos, lo que 

protege la salud de las personas expuestas. Asimismo, el uso de estas prácticas crea conciencia 

sobre la agricultura sostenible y ecológica, lo que promueve comportamientos más responsables 

entre los productores. 

11.2 Impacto Ambiental  

Al sustituir fungicidas químicos por biocontroladores se disminuye la contaminación del suelo, 

el agua y el aire, protegiendo los ecosistemas locales. Debido a que las bacterias 

biocontroladores son organismos naturales que no afectan a especies no objetivo, 

contribuyendo a la preservación de la biodiversidad. 
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11.3 Impacto Económico  

Los productores tendrán la oportunidad de disminuir los gastos importantes en fungicidas 

químicos que normalmente suponen un alto coste en la producción, si las bacterias 

controladoras son eficaces. Asimismo, los productos agrícolas elaborados por métodos 

ecológicos son más bien recibidos en mercados globales, sobre todo en zonas que requieren 

certificaciones orgánicas. 

12. PRESUPUESTO DEL PROYECTO 

Tabla 19. Materiales de laboratorio utilizados para el aislamiento y purificación bacteriana. 

Ítem Cantidad Precio unitario (USD) Costo total (USD) 

Cubre objetos 22x22 mm PK/100 1 caja 1,14 1,14 

Parafilm 125x4 FT 1 unidad 36,00 36,00 

Cajas Petri 100x15 mm 20 unidades 2,48 49,60 

Porta objetos con extremo esmerilado pk/100 1 caja 3,92 3,92 

Lámpara de alcohol con mecha 150 ml 1 unidad 4,00 4,00 

Mango para asa de inoculación 1 unidad 14,06 14,06 

Asa de inoculación acero quirúrgico 5 cm 1 unidad 2,35 2,35 

Alcohol industrial/Etílico 96% 4 litros 2,99 11,96 

Papel absorbente 1 unidad 4,50 4,50 

Papel plástico y papel aluminio 6 unidades 1,00 6,00 

Guantes y alcohol 1 paquete + 1L  7,50 7,50 

Nota. Elaboración propia. 

Tabla 20. Reactivo principal utilizado para cultivo bacteriano. 

Ítem Cantidad Precio unitario (USD) Costo total (USD) 

Tryptone Soya Agar 500 g (Oxoid) 1 unidad 85,29 85,29 

Nota. Elaboración propia. 

Tabla 21. Costos de transporte y logística de campo. 

Ítem Cantidad Precio unitario 

(USD) 

Costo total 

(USD) 

Transporte a sitio de muestreo 5 viajes 2,00 10,00 
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Bolsas estériles, marcador, 

etiquetas 

Varios 10,00 10,00 

Nota. Elaboración propia. 

Tabla 22. Resumen del presupuesto estimado del proyecto. 

Categoría Costo total (USD) 

Materiales de laboratorio 140,03 

Reactivos 85,29 

Transporte y logística de campo 20,00 

Total, general 245,32 

Nota. Elaboración propia 

13. CONCLUSIONES 

 Durante el desarrollo de la presente investigación se logró colectar 37 muestras, 30 de 

submuestras edáficas y 7 de material vegetal de las cuales se aisló un total de 23 cepas 

bacterianas, todas provenientes del suelo. Las muestras vegetales fueron descartadas al 

no presentar características compatibles con bacterias del género Bacillus. 

  Se aisló un total de 16 bacterias compatibles con el género Bacillus, a partir de 

submuestras edáficas de las variedades mandarín y novia de rosas de exportación, de 

estas bacterias aisladas, se seleccionaron 6 cepas para la realización del ensayo de 

antagonismo in vitro frente a Botrytis spp. 

 Los análisis morfológicos y microscópicos permitieron identificar que las cepas 

aisladas del suelo presentaban características compatibles con el género Bacillus, 

como colonias de aspecto seco u opacas, de borde irregular o rugoso, crecimiento 

moderado a rápido en placas de cultivo AN, presencia de estructuras bacilares 

observadas en tinción de Gram, posible capacidad de esporulación, catalasa positiva y 

hemolisis beta o alfa. 

 En el ensayo de antagonismo, el crecimiento micelial promedio del testigo Botrytis 

spp. al día 7 fue de 2,54 cm, mientras que los tratamientos bacterianos presentaron 

valores variables entre 0 y 3,52 cm. Los tratamientos P4, A3 y P6.2 inhibieron 

completamente el crecimiento micelial del patógeno de su reproducción, donde se 

obtuvo un registro de 0 cm, lo que corresponde a un 100 % de inhibición en 

comparación con el testigo. Este comportamiento sugiere que dichas cepas poseen alta 
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capacidad antagonista, probablemente asociada a la producción de metabolitos 

antifúngicos, competencia por nutrientes y espacio, así como a la posible secreción de 

enzimas que afectan la pared celular del hongo, mecanismos comúnmente atribuidos 

al género Bacillus spp. Por su parte, los tratamientos A4.4 y P12 redujeron el 

crecimiento micelial en 62,99 % y 56,69 %, respectivamente, donde se evidencio un 

efecto antagonista parcial, lo cual podría estar relacionado con una menor producción 

de compuestos inhibitorios o con una competencia limitada frente al crecimiento 

agresivo de Botrytis spp. En contraste, el tratamiento A2 presentó un crecimiento 

micelial superior al testigo, con un valor promedio de 3,52 cm, reflejándose en un 

porcentaje de inhibición negativo (–38,58 %), lo que indica ausencia de efecto 

antagonista y sugiere que esta cepa no posee mecanismos efectivos de inhibición o que 

no logra competir con el patógeno bajo las condiciones del ensayo. En conjunto, estos 

resultados confirman que la inhibición del crecimiento de Botrytis spp. se debe 

principalmente a la actividad biológica diferencial entre cepas bacterianas, en el cual 

se destacó a P4, A3 y P6.2 como las más prometedoras para futuros estudios, tanto en 

condiciones in vitro como en evaluaciones de formulación y aplicación en campo. 

 Los resultados obtenidos permiten evidenciar que, si existió inhibición, convirtiendo 

estos datos en una base científica para futuras investigaciones orientadas a la 

caracterización, validación y evaluación de estas bacterias en condiciones de 

invernadero y campo, así como para su posible aplicación en estrategias de manejo 

sostenible de enfermedades causadas por Botrytis spp. 

14. RECOMENDACIONES 

 Continuar la evaluación de las bacterias P4, A3 y P6.2 en estudios posteriores, ya que 

presentaron 100 % de inhibición del crecimiento micelial de Botrytis spp., en 

condiciones in vitro, lo que evidencia su potencial como agentes de control biológico. 

 Realizar ensayos adicionales bajo condiciones de invernadero y campo, con el fin de 

confirmar la eficacia antagonista observada en laboratorio y evaluar el comportamiento 

de las bacterias seleccionadas en condiciones ambientales reales 

 Realizar la identificación molecular de las bacterias con mayor efecto antagonista, con 

el objetivo de conocer su taxonomía, facilitar su caracterización científica y evaluar su 

posible registro como agentes de control biológico 
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 Finalmente, se recomienda fomentar investigaciones complementarias que analicen las 

propiedades funcionales de las cepas identificadas, tales como la producción de 

metabolitos antimicrobianos o su capacidad promotora del crecimiento vegetal, con el 

fin de desarrollar estrategias sostenibles para el manejo fitosanitario en floricultura. 
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