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Resumen
Objetivo. Evaluar las condiciones de crecimiento de cuatro especies de Bacillus sp. nativas a 
escala de 10ml en Medio Mínimo de Sales (MMS) como primer paso para entender su acción 
biocontroladora contra Fusarium sp. Métodos. El procedimiento para evaluar el crecimiento de 
los aislamientos UCMC-TB1, UCMC-TB2, UCMC-TB3 y UCMC-TB4 se realizó utilizando 
espectrofotometría y recuento directo en placa y pruebas de antagonismo dual en placa para 
evaluar el efecto controlador contra Fusarium sp. Resultados. Se confirmó la identificación por 
pruebas bioquímicas de los cuatro aislamientos: Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus 
pumilus y Bacillus cereus; todas las cepas presentaron antagonismo in vitro. El Bacillus subtilis fue 
la especie que demostró mayor capacidad antagónica (79,73%PICR) y las características más 
destacadas de esta cepa fueron su velocidad de crecimiento. El género Bacillus es uno de los más 
reportados para usar en el control biológico de hongos como Fusarium sp. el cual ataca un gran 
número de cultivos de interés económico para el sector agrícola en Colombia.
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Abstract
Objetive. Evaluate the conditions of growth of four species of native Bacillus sp. on the scale of in 
minimal medium 10ml Sales (MMS) as a first step to understand their biocontrol action against 
Fusarium sp. Methods. The procedure for evaluating the growth of UCMC-TB1, UCMC-TB2, 
UCMC-TB3 and TB4 UCMC-isolates was performed using spectrophotometry and direct plate 
count and dual antagonism tests to evaluate the effect against Fusarium sp. Results. Identification 
by biochemical tests of the four isolates were confirmed: Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, 
Bacillus pumilus and Bacillus cereus; all showed antagonism in vitro. Bacillus subtilis was the 
species that showed increased antagonistic capacity (79.73% PICR) and the main features of this 
strain were the speed of growth and death. The genus Bacillus is one of the most reported for use 
in the biological control of fungi such as Fusarium sp. It is attacking a large number of crops of 
economic interest to the agricultural sector in Colombia.
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Introducción

En Colombia, diversos productos agrícolas 
de consumo nacional, se proyectan como una 
alternativa potencial e innovadora en el mercado 
internacional, dada la heterogeneidad biológica, 
la dispersión geográfica y las condiciones agro-
ecológicas que permiten el óptimo desarrollo del 
cultivo, como por ejemplo, las plantas aromáticas 
y hortalizas que vienen considerándose una 
oportunidad empresarial para medianos y pequeños 
productores locales (1, 2) y que de acuerdo con 
el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 
aumentar el número de hectáreas sembradas en 
el país, poner en práctica sistemas de cultivo con 
estándares de calidad y cubrir la demanda global 
del producto son una necesidad próxima (2).

Esto significa que es necesario trabajar en la 
trazabilidad de los productos y para ello, deben estar 
detallados y controlados todos los aspectos del cultivo 
dentro de los parámetros de inocuidad y fitosanidad. 
El fusarium oxysporum representa un complejo de 
especies asociadas a importantes enfermedades 
en plantas y humanos y toxicidad microbiana (3); 
su patogenicidad en plantas está mediada por la 
ejecución de diversos mecanismos que incluyen 
la producción de micotoxinas, colonización en el 
interior de la planta, afección del sistema vascular y 
obstrucción del flujo de agua, que lo convierten en el 
principal agente causal de la denominada “marchitez 
vascular” y “pudrición de la raíz” (4, 5).

Entre las principales especies de Fusarium se 
encuentran: Fusarium oxysporum f. sp lycopersici 
(Fol) (Marchitez del tomate) (4, 6), Fusarium 
oxysporum f. sp cubense (Foc) (Mal del banano en 
Panamá) (5); Fusarium oxysporum f. sp phaseoli 
(marchitez del fréjol); Fusarium oxysporum f.sp. 
pisi (marchitez de la alverja); Fusarium oxysporum 
f. sp. dianthi (marchitez del clavel); Fusarium 
oxysporum f.sp. chrysanthemi (marchitez del 
crisantemo), entre otras (3, 7).

La erradicación de estas enfermedades se ha 
realizado por mucho tiempo con agroquímicos y 

su uso indiscriminado ha inducido mecanismos 
de resistencia microbiana (4, 8), que junto con 
las consecuencias propias del calentamiento 
global, facilitan la proliferación de la enfermedad 
y hacen más difícil la intervención de las 
mismas. El control biológico aparece como una 
alternativa limpia (9) y ha sido definida por 
Baker y colaboradores como: “el conjunto de 
mecanismos de aprovechamiento de las reacciones 
metabólicas, bioquímicas, mecánicas y/o físicas 
de los microorganismos nativos específicos de 
un ambiente, capaces de ejercer articulada o 
individualmente la inhibición de un patógeno sin 
alterar el equilibrio ecológico” (10) e incluyen: la 
antibiosis, la competencia y la interacción directa 
con el patógeno sea por parasitismo, predación o 
inducción de resistencia (11–13).

El género Bacillus, perteneciente a la familia 
Bacillaceae, y sus especies más representativas: 
B. subtilis, B. brevis, B. cereus, B. pumilus, B. 
licheniformis y B. amyloliquefaciens ofrecen una 
importante alternativa como agentes de control 
biológico (BCAs) (14), gracias a su ubicuidad en 
el suelo, a la producción de esporas resistentes a 
la desecación, calor, irradiación UV y solventes 
orgánicos; por ser promotor de crecimiento en 
plantas (PGPR) (15); a su sistema de resistencia 
inducida (ISR), además de la producción de 
sustancias de tipo enzimático (Quitinasa, β-1,3 
glucanasa, xilanasa) (16, 17) y antibiótico 
(Iturinas, surfactinas y fengicinas) (18, 19). 
En el caso de las Iturinas, estas se producen en 
períodos de tiempo específico a lo largo de la 
curva de crecimiento y actúan en la inhibición 
de la germinación del hongo micelial, afectan la 
permeabilidad de la membrana e inducen de la 
muerte del patógeno (19, 20). 

Los metabolitos primarios, compuestos de bajo 
peso molecular que participan como productos 
intermediarios en las diversas rutas metabólicas, se 
sintetizan durante la fase exponencial, en tanto que 
los de tipo antibiótico o metabolitos secundarios, se 
producen en la fase estacionaria e intervienen en vías 
biosintéticas específicas del proceso celular como 
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productos finales (21). Su producción requiere 
un incremento en la biomasa del microorganismo 
productor, condiciones nutricionales específicas y 
factores físico-químicos, como la temperatura y los 
pH definidos para cada especie (22–24).

Así como, otro tipo de condiciones de incubación 
(agitación, tiempo de incubación, aireación), 
tamaño y edad del inóculo inicial que definirán la 
adaptación del microorganismo y la producción 
de la biomolecula (17, 25).

Se reporta que el crecimiento del Bacillus subtilis, 
se encuentra condicionado por la cantidad de 
sustratos esenciales como fuentes de carbono y 
nitrógeno, cuando se limitan estos requerimientos 
nutricionales los bacilos se estresan y esporulan 
siendo definitivos como fuentes de carbono la 
glucosa, sacarosa, harina de maíz y almidón; 
fuentes de nitrógeno, la peptona, polvo de 
levadura, NH4Cl, (NH4)SO4, NH4NO3, KNO3, 
y NaNO3; y las sales minerales: MgSO4, FeSO4, 
CaCO3, KH2PO4, y K2HPO4 (26, 27). Por lo 
anterior conocer la capacidad de crecimiento y el 
comportamiento de las especies de este género con 
respecto a las condiciones nutricionales y físico-
químicas, son la primera estrategia para seleccionar 
el microorganismo que pueda tener la mejor 
adaptación para un proceso tecnológico a escala.

El siguiente paso, es utilizar técnicas de biología 
molecular para caracterizar y confirmar la 
presencia de genes que codifican para antibióticos 
en el género Bacillus (28–30) y los promotores 
asociados para su producción, a partir de la 
biosíntesis por NPRS (Nonribosomal peptide 
synthetases) o PKS (Polyketide synthase) (31, 32). 

En este estudio, se definieron las fases de la curva 
de crecimiento microbiano a pequeña escala de 
las cepas UCMC-TB1, UCMC- TB2, UCMC- 
TB3 Y UCMC-TB4 en relación a la temperatura 
y se comprobó in vitro su capacidad antagónica 
contra Fusarium sp.

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas y hongo fitopatógeno

Los aislamientos de cepas UCMC TB1, TB2, TB3 
y TB4, provistas por el Cepario de la Universidad 
Colegio Mayor de Cundinamarca fueron obtenidas 
en trabajos anteriores de rizósfera de la planta 
ornamental Ornithogallum umbellatum y de plantas 
aromáticas de la Universidad Nacional de Colombia. 
Las cepas estaban conservadas a -700C en caldo 
BHI con glicerol al 10%. Todos los aislamientos 
bacterianos fueron sembrados en medio caldo 
Infusión Cerebro Corazón (BHI) de Oxoid®. Se 
Incubaron a 37°C durante 24h y posteriormente 
fueron sembrados en Agar Sangre BD® durante 24h, 
según protocolo descrito por Corrales y Sánchez 
(33) para verificar viabilidad y características 
macroscópicas compatibles con Bacilos. 

El Fusarium sp. se sembró en Agar Papa Dextrosa 
(PDA de OXOID®), durante 7 días a 25°C.

Medios de cultivo

Para evaluar el comportamiento nutricional de 
todas las cepas bacterianas en estudio, se utilizó 
Medio Mínimo de Sales MMS: 1.2 g/L (NH4)2SO4, 
0.1 g/L CaCl2·2H2O, 0.1 g/L MgSO4·7H2O, 
0.01 g/L FeSO4·7H2O, 0.2 g/L K2HPO4 y 0.1 g/L 
KH2PO4, ajustado a pH 6,0.

Preparación de biomasa e inóculo inicial

Se inoculó con asa estéril, calibrada 0,5 µm, cada uno 
de los microorganismos en 10 ml de Caldo MMS 
respectivamente y se dejó en agitación constante en 
agitador orbital, durante 12h a 180 rpm a 37°C. 
Posteriormente se centrifugó a 5000 rpm, durante 
15 min a 4°C. Se descartó el sobrenadante y se 
resuspendieron las células concentradas en 100 µl 
de solución salina al 1%. Se homogenizó en vórtex 
y se ajustó a 1,5x108 células/ml3.
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Ensayo por espectrofotometría a 10 ml

Cada cepa fue inoculada al 1% en crioviales estériles 
que contenían 10ml del medio de cultivo SMS. Se 
incubaron aeróbicamente a 37°C. Se hizo lectura 
espectrofotométrica contra blanco del medio de 
cultivo, a la longitud de Onda calibrada (300nm) en 
intervalos de 1h hasta completar 25 observaciones. 
Cada ensayo fue realizado por duplicado.

Ensayo directo por recuento en placa

Por cada hora se prepararon hasta 8 diluciones 
en solución salina al 1% del inóculo incubado. 
Se sembró 20 µl de cada dilución por técnica de 
microgota en placa de Agar MMS (34). Cada 
dilución se sembró por duplicado y se incubó 
durante 24h. Las placas en las que crecieron entre 
30 y 300 colonias, fueron seleccionadas y el número 
de colonias obtenido se multiplicó por el factor de 
corrección, 50, para completar el recuento a un 
mililitro y finalmente por el inverso de la dilución 
empleada. El recuento se reportó en UFC/ml.

Pruebas de antagonismo 

Se evaluaron por triplicado 5 tratamientos (T), 
Tabla 1.
Tabla 1. Tratamientos evaluados en Prueba de Antagonismo dual

Ítem Tratamiento

T1 Fusarium sp.+ UCMC-TB1
T2 Fusarium sp.+ UCMC-TB2
T3 Fusarium sp.+ UCMC-B3
T4 Fusarium sp. + UCMC-TB4
T5 Fusarium sp.+ AGUA

El Fusarium sp. se sembró en agar papa dextrosa 7 
días previos a la prueba de antagonismo y las cepas 
bacterianas UCMC TB1, UCMC TB2, UCMC 
TB3 y UCMC TB4 con 12h de anterioridad en 
caldo MMS a 37ºC. 

Se utilizaron discos de 4mm de diámetro por 2mm 
de alto de la zona micelial del Fusarium sp. y se 
fijaron en dos extremos opuestos en placa de agar 

papa dextrosa (PDA). Posteriormente, se inoculó 
20 µl de cada tratamiento en línea recta central y 
equidistante a los discos del hongo sembrado. Se 
usó agua destilada estéril como control negativo. 
Se incubó a 25±1 oC durante 12 días. 

Posteriormente se halló el Porcentaje de Inhibición 
del Crecimiento Radial (PICR), mediante la 
lectura del diámetro de la zona radial del patógeno 
con regla de pie de Rey y se aplicó la ecuación de 
Ezziyyani y colaboradores (34).

Eq 1) PICR = (R1 – R2)/R1 x 100 

Donde R1 es el radio del patógeno testigo y R2 es 
el radio del patógeno en enfrentamiento.

Resultados

Fenotipificación de las cepas bacterianas

El aislamiento en agar sangre, permitió evidenciar 
las características macroscópicas propias del 
genero Bacillus sp.,Figura 1.

La coloración de Gram, evidenció bacilos Gram 
positivos. La identidad de las cepas, confirmadas 
por BBL- CRYSTAL®, arrojaron como resultado 
para la Cepa UCMC-TB2: Bacillus subtilis, con 
porcentaje de homología del 98,1% para las 
cepas UCMC-TB1: Bacillus licheniformis, Cepa 
UCMC-TB3: Bacillus pumilus y Cepa UCMC-
TB4: Bacillus cereus con un 99,9% de homología.

Curva de Crecimiento por espectrofotometría

Por medio de los ensayos espectrofotométricos, se 
observa que el crecimiento bacteriano de cada cepa 
fue diferente, figura 2. Se puede apreciar la fase 
Lag corta en especies como B. cereus y B. pumilus y 
mucho más larga en especies como B. licheniformis 
y B. subtilis, donde alcanza hasta 4 horas. La fase 
exponencial, demuestra la replicación acelerada de 
cada una de las cepas, entre un lapso no mayor a 5 
horas posterior a la fase Lag. Además, se evidencia 
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Figura 1. Cultivo de especies de Bacillus en Agar Sangre. a). B. licheniformis, b). B. subtilis, 
c). B. pumilus y d). B. cereus.

Figura 2. Curvas de crecimiento por espectrofotometría a 300 nm. a) Bacillus licheniformis b) Bacillus subtilis c) Bacillus pumilus 
d) Bacillus cereus
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el aumento en UFC/mL durante ésta fase de 
crecimiento en comparación con el resto de la curva 
de crecimiento. Posterior a ello, aparece la fase de 
latencia y muerte, determinada por la disminución 
de nutrientes, factores esenciales para la respiración; 
aumento en la cantidad de otros metabolitos que 
pueden ser sustancias tóxicas y variación del pH 
hacia la acidez. El B. subtilis demuestra ser una de 

las especies con mayor velocidad de crecimiento 
y muerte de acuerdo con los datos que describe 
la gráfica de la curva, Figura2b; mientras que B. 
pumilus, marca una prolongada fase de latencia, 
Figura 2c. De igual forma el ensayo directo 
por recuento en placa evidencia el mismo 
comportamiento y confirma las células viables en 
cada fase de la curva, Figura 3.

Figura 3. Curvas de crecimiento por ensayo directo de recuento en placa. 

Figura 4. Porcentaje de Inhibición del crecimiento Radial –PICR- del patógeno. Lectura a los doce días de 
competencia dual entre los biocontroladores del género Bacillus y Fusarium sp. 
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Capacidad antagónica del Bacillus contra 
Fusarium sp.

La inhibición del crecimiento de Fusarium sp.se 
observó en todos los tratamientos, posiblemente 
por la acción antagónica mediada por antibiosis, 
característico de éstas especies de biocontroladores.

En la Figura 4 se muestra el comportamiento de 
los cultivos duales con respecto a la reducción del 
crecimiento de Fusarium sp., observándose que 
a los doce días el T2, correspondiente a la cepa 
nativa de B. subtilis, fue la que exhibió el mayor 
PICR con un 79,37%, figura 5, seguido por T3, 
donde se evaluó la cepa nativa de B. pumilus con 
un 70,6%, B. licheniformis con un PICR de 66,2% 
y por último el B. cereus con 61,2% de Inhibición 
del Fusarium sp.

Definir y comprender la curva de crecimiento 
de especies del género Bacillus sp., bacilos 
Gram positivos, aerobios estrictos o anaerobios 
facultativos capaces de formar esporas, permite un 
acercamiento al modelo de cultivo para obtención 
de enzimas o antibióticos.

Durante la fase Lag o fase de adaptación, las 
células se ajustan a su nuevo ambiente, por lo 
cual su metabolismo aumenta la síntesis de 
productos intermediarios, ARN principalmente 
ribosómico para la producción de proteínas 
bacterianas y enzimas. Se puede observar que hay 
un aumento del volumen de cada organismo con 
un almacenamiento de agua para iniciar todo 
el proceso de síntesis bioquímica, pero no hay 
división de los mismos, ya que los niveles de ADN 
se mantienen constantes en esta etapa (21).

En la fase logarítmica, las bacterias se reproducen 
por fisión binaria a intervalos regulares, 
incrementando su número y su biomasa en forma 
exponencial. El intervalo de tiempo de replicación, 
conocido también como tiempo de generación, 
puede variar entre especies, como fue evidenciado 
a partir de las curvas de crecimiento obtenidas. En 
esta fase se obtiene el mayor recuento de individuos 
viables por hora. La tasa máxima de crecimiento, 
está limitada únicamente por la capacidad de 
las bacterias de procesar los nutrientes (21). 
Frecuentemente los medios de cultivo, incluyen 
macroelementos como el Nitrógeno (N), Fósforo 
(P) y Potasio (K),la limitación de estos dos 
últimos inducen el desacoplamiento de procesos 
catabólicos y anabólicos que consecuentemente 
disminuyen el rendimiento de la biomasa, en tanto 
que limitar la disponibilidad de N tiene un efecto 
en la fisiología celular (35). El medio de cultivo 
mínimo de sales, MMS, utilizado para este ensayo, 
incluyó como principal sustrato la glucosa como 
fuente de carbono y el extracto de levadura como 
fuente de nitrógeno, además de iones de potasio 
que están reportadas por ser activadoras de varias 
enzimas y participar en la producción de proteínas. 
El ión magnesio, es utilizado como cofactor, ya 
que favorece la transferencia de grupos fosfatos, 

Figura 5. Prueba In vitro de Antagonismo B.subtilis y 
Fusarium sp.

Discusión

El crecimiento microbiano radica en un complejo 
número de reacciones equilibradas que determinan 
su metabolismo. Estas reacciones catabólicas o 
anabólicas están sujetas a variables ambientales que 
influyen en las condiciones y tasas de crecimiento 
celular (35). Su comprensión ha sido evaluada a 
partir de sistemas sencillos de fermentación, hasta 
amplios modelos en biorreactores en sistema líquido 
o sólido que permiten una combinación de variables 
que favorecen la obtención de metabolitos a partir 
de agentes microbianos en todo tipo de industria.
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la activación y adecuado funcionamiento de los 
ribosomas, las membranas y los ácidos nucleicos 
al igual que el mantenimiento del pH para el 
metabolismo del género Bacillus sp. (27, 36). 

El medio mínimo de sales, de acuerdo con 
Kapilan y Arasaratnam (37), al proporcionar 
elementos traza, aniones y cationes junto con 
moléculas complejas como la peptona y la glucosa 
permiten la prolongación de la fase exponencial 
y la producción de metabolitos. La glucosa es 
generalmente usada como un sustrato limitante 
de crecimiento, la peptona es una fuente de C 
y N en fermentaciones de Bacillus debido al 
crecimiento lento de las células en ausencia de 
estos componentes orgánicos (38).

Finalizada ésta etapa, la tasa de reproducción 
decrece hasta que el número de bacterias existentes 
es estacionario, lo que ocurre cuando la tasa de 
reproducción es igual a la tasa de mortalidad, 
observándose que la población se mantiene 
constante por un período de tiempo. En esta fase 
se consumen los nutrientes, se disminuyen los 
factores esenciales para la respiración, aumenta el 
número de sustancias tóxicas y varía el pH hacia la 
acidez (21, 38).

En la fase de muerte, el número de células 
bacterianas viables desciende, es el proceso inverso 
de la fase logarítmica, sin olvidar que de igual forma 
los microorganismos mueren en diferentes períodos 
ya que no todas se desarrollan al mismo tiempo. 

Puede decirse entonces, que durante la fase de 
adaptación es el medio de cultivo basal, el que 
obliga al microorganismo a la producción de 
sustancias para su viabilidad en el tiempo y la 
producción de biomoléculas target en las fases 
posteriores (38) como por ejemplo: (i) iniciando 
fase Log: Producción de Hormona de Crecimiento 
humano (RhFH) (39); (ii) durante la fase log: 
producción de metabolitos tipo Xilanasa en B. 
pumilus (37) o la producción de péptidos de tipo 
antibiótico como la Iturina A en B. subtilis (40); 
(iii) Durante la fase tardía de log: producción de 

D-ribosa (41) y (iv) durante el final de la fase 
Log e iniciando Fase Estacionaria: producción de 
adenosina (42).

La temperatura al igual que las fuentes 
nutricionales es el factor más determinante del 
crecimiento bacteriano, dado que proporciona 
la energía necesaria para la transición del umbral 
de activación que es requerido en las diferentes 
reacciones posteriores a la fase de adaptación. 

Otras variables del proceso fermentativo son la 
agitación y la aireación las cuales son determinantes 
en procesos productivos de surfactina, para el caso 
de especies como el Bacillus amyloliquefaciens (43).

En el caso del Bacillus cereus, además de sus 
propiedades como productor de metabolitos, 
entender su curva de crecimiento, favorecerá el 
diseño de modelos de pasterización y control de 
productos en la industria alimentaria para evitar 
pérdidas económicas por su capacidad de producción 
de esporas resistentes a altas temperaturas y su 
facilidad de crecer en alimentos en refrigeración 
especialmente futas y vegetales (22, 44-47).

El conocimiento logrado en este estudio facilitará 
la estandarización del método de obtención 
de metabolitos como Fengicina e Iturina A, a 
partir del B. subtilis y la Xilanasa en B. pumilus, 
la producción a gran escala y la formulación de 
productos de interés agrícolas menos nocivos con 
el ambiente y eficientes como biocontroladores de 
fitopatógenos como el Fusarium sp. 
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