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Resumen 

Título en español: Diseño y evaluación del principio activo de un prototipo de 

formulación de Bacillus velezensis para el control de Botrytis cinerea en rosas  

El sistema productivo de rosas de corte para exportación se ve constantemente afectado 
por factores bióticos donde destacan agentes fitopatógenos como Botrytis cinerea, el cual 
cobra importancia debido a su persistencia y generación de signos y síntomas durante la 
postcosecha, representando un gran reto su manejo y control. Su control acarrea el uso 
intensivo de fungicidas de síntesis química, llevando a problemáticas ambientales, 
generación de resistencia y efectos sobre la salud de los usuarios. En este contexto, en 
los últimos años el Grupo de Microbiología Agrícola del IBUN, ha venido desarrollando 
diferentes alternativas de control biológico basados en diferentes grupos microbianos. El 
objetivo de este trabajo fue seleccionar una cepa del género Bacillus spp con potencial 
biocontrolador frente a B. cinerea y establecer sus condiciones de cultivo para ser usado 
como principio activo para prototipos de formulación. Para esto se seleccionó el 
aislamiento con mayor potencial biocontrolador, posteriormente se seleccionaron las 
condiciones nutricionales y fisicoquímicas del cultivo que permitieran alcanzar recuentos 
superiores de 1010 UFC/mL de esporas y una buena actividad de los metabolitos 
secundarios, partiendo de un medio nutricionalmente definido. La cepa IBUN 2755 
correspondiente a Bacillus velezensis fue la que presentó mejor potencial biocontrolador 
frente a B. cinerea. La selección de las condiciones de cultivo se determinó con un diseño 
experimental de superficie de respuesta en el que se consideraron cuatro factores. Se 
logró recuentos de esporas superiores a 1,75x1010 UFC/mL en matraz agitado, cuando se 
utilizó un volumen efectivo del 19%, pH de 7,9 y concentraciones óptimas de dos 
componentes de fuentes complejas de nitrógeno. Los resultados indican, por un lado, el 
potencial de la cepa IBUN 2755 como principio activo de un prototipo de formulación frente 
a B. cinerea, esto debido a su capacidad de producir densidades celulares altas y 
metabolitos secundarios termoestables con adecuada actividad biocontroladora. Por el 
otro lado, la disminución lograda en los tiempos de producción y en los requerimientos 
nutricionales, permite sugerir que dicho formulado de biocontrolador podría llegar a ser 
económicamente rentable gracias a los avances logrados en la reducción en los costos de 
producción. 

Palabras clave: Botrytis cinerea, Bacillus velezensis, medio de cultivo, biocontrolador, 

superficie respuesta.  
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Abstract 

Título en inglés: Design and evaluation of the active substance of a Bacillus 

velezensis formulation prototype for the control of Botrytis cinerea in Rosas 

The production system of cutting roses for export is constantly affected by biotic factors 
where phytopathogenic agents such as Botrytis cinerea stand out, which becomes 
important due to their persistence and generation of signs and symptoms during the post -
harvest, representing a great challenge its management and control. Its control entails the 
intensive use of chemical synthesis fungicides, leading to environmental problems, 
resistance generation and effects on user health. In this context, in recent years the IBUN 
agricultural microbiology group has been developing different biological control alternatives 
based on different microbial groups. The objective of this work was to select a strain of the 
genus Bacillus spp with biocontroller potential against B. cinerea and establish its 
cultivation conditions to be used as an active substance for formulation prototypes. For this, 
the isolation with the greatest biocontroller potential was selected, subsequently the 
nutritional and physicochemical conditions of the crop that allowed to reach higher counts 
of 1010UFC/mL of spores and a good activity of the secondary metabolites, based on a 
nutritionally defined medium. The IBUN 2755 strain corresponding to Bacillus velezensis 
was the one that presented the best biocontroller potential against B. cinerea. The selection 
of cultivation conditions was determined with an experimental response surface design in 
which four factors were considered. Spore counts exceeding 1.75x1010 UFC/mL was 
achieved in agitated flask, when an effective volume of 19%, pH of 7.9 and optimal 
concentrations of two components of complex nitrogen sources was used. The results 
indicate, on the one hand, the potential of the IBUN 2755 as an active substance of a 
formulation prototype against B. cinerea, this due to its ability to produce high cellular 
cellular densities and thermostable secondary metabolites with adequate biocontroller 
activity. On the other hand, the decrease achieved in production times and nutritional 
requirements, allows to suggest that said biocontroller formulated could become 
economically profitable thanks to the advances achieved in the reduction in production 
costs. 

 

Keywords: roses, Botrytis cinerea, Bacillus velezensis, culture medium, 

biocontroller, response surface. 
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Lista de Símbolos y abreviaturas 

Símbolos y Abreviaturas 

Símbolo/Abreviatura Término 

µl Microlitro  

BAFEs Bacterias formadoras de endosporas 

C:N Relación carbono nitrógeno 

cc Centímetro cubico  

g Gramos 

HR Humedad relativa 

LB Medio Luria Bertani 

MES  Medio de esporulación 

MES MOD Medio esporulación modificado 

mg Miligramos 

mL Mililitro  

mm Milímetro  

MOLP Medio para la producción de lipopéptidos 

nm Nanómetros 

PDA  Agar papa dextrosa  

p/p Peso/peso 

p/v Peso/volumen 

PSI Libras por pulgada cuadrada 

rpm Revoluciones por minuto 

UFC Unidades formadoras de colonia 

 



 

Introducción 

Para el año 2023 Colombia ocupó el segundo lugar como mayor exportador de flores y el 

cuarto exportador de rosas de corte a nivel mundial, llegando a exportar 56.215 Toneladas 

de estas últimas, con un valor de US$375.663.000 (Trade Map - Trade statistics for 

international business development, 2025). 

Siendo el cultivo de rosas uno de los cultivos ornamentales de gran importancia a nivel 

económico, se ve afectado por gran variedad de fitopatógenos entre los que destacan 

hongos como Sphaeroteca pannosa, Peronospora sparsa, Phragmidium mucronatum y 

Botrytis cinerea, siendo este último el de mayor impacto, ocasionando pérdidas de 

rendimiento y calidad del producto (Debener & Byrne, 2014; Ha et al., 2022; Mekapogu 

et al., 2021). 

Con la finalidad de poder realizar un manejo de la enfermedad moho gris causada por B. 

cinerea efectivo, se implementan diversas estrategias, logrando un manejo integrado. 

Implementando prácticas culturales y estrategias combinadas de control químico y 

biológico, para así reducir la carga de fungicidas de síntesis química durante el cultivo 

(Abbey et al., 2019; Carisse, 2016; Ullah et al., 2024). 

Puesto que el control químico es ampliamente usado por su eficacia, su uso prolongado e 

indiscriminado ha generado el desarrollo de especies resistentes además de quedar 

residuos de estos fungicidas en el suelo, afectando la salud de los manipuladores y el 

medio ambiente (AbuQamar et al., 2017; Giraldo et al., 2024; Ullah et al., 2024). Por ello, 

la implementación de estrategias de control biológica, cobra importancia para disminuir el 

uso de fungicidas de síntesis química, pues se percibe como una estrategia menos 

perjudicial para el medio ambiente a la vez que disminuye la probabilidad de desarrollar 

resistencias por parte de B. cinerea (Nicot et al., 2016). 

Uno de los géneros de microorganismos biocontroladores ampliamente estudiado es de 

las bacterias Gram positivas formadoras de endosporas Bacillus spp, pues posee tanto 
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mecanismos directos como indirectos para el control de enfermedades como producción 

de compuestos antimicrobianos y formación de biopelícula; inducción de resistencia 

sistémica, competencia por nutrientes y nicho, y promoción de crecimiento vegetal (Khan 

et al., 2022; Sansinenea, 2019; Valenzuela Ruiz et al., 2024). 

Por ello, se han desarrollado diversos bioinsumos, cuyo principio activo consta de 

aislamientos de Bacillus spp. La obtención de este principio activo con fines de desarrollo 

comercial es una parte fundamental del proceso, así como su interacción con el medio de 

cultivo, por lo que se se requiere el conocimiento del microorganismo, de su fisiología y su 

metabolismo (Díaz-García et al., 2015; Tzeng et al., 2008). Por lo cual se busca tener un 

medio de cultivo y condiciones de cultivo definidas para maximizar los atributos del 

aislamiento, además de garantizar la reproducibilidad del proceso de producción y 

minimizar los costos de producción (Díaz-García et al., 2015; Singh et al., 2017). 

En el mercado, la comercialización e implementación de estos bioinsumos ha aumentado 

en los últimos años (Abbey et al., 2019; Cawoy et al., 2011). En el caso particular de 

controladores biológicos para B. cinerea  en rosas, comercializados en Colombia para el 

año 2024 se registran cuatro productos entre cuyos principios activos están: un aislamiento 

de Bacillus subtilis y dos más de Bacillus amyloliquefaciens (REGISTROS DE 

PRODUCTOS DE BIOINSUMOS DE USO AGRÍCOLA, s. f.). 

Tomando como base lo anterior, el presente trabajo propone determinar las condiciones 

de producción tanto fisicoquímicas como nutricionales de un aislamiento de Bacillus 

velezensis para la obtención de principio activo con actividad biocontroladora contra 

Botrytis cinerea en rosas. Se espera que el aislamiento y su medio nutricionalmente 

definido, así como las condiciones fisicoquímicas del cultivo obtenidas en la presente 

investigación sean empleadas en el mediano o largo plazo en la producción comercial del 

principio activo. Lo anterior, con miras en una producción de un formulado para el control 

de Botrytis cinerea en rosas, puesto que en la actualidad no hay ningún bioinsumo 

registrado de B. velezesis para el control de B. cinerea en rosas.  

Para ello se seleccionó el aislamiento con mayor potencial biocontrolador y posteriormente 

se implementó una estrategia de superficie respuesta para optimizar la composición 

nutricional del medio de cultivo y dos parámetros fisicoquímicos del proceso de producción.  
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1. Marco Teórico  

1.1. Exportación de flores a nivel mundial 

Para el año 2023 a nivel mundial se alcanzó una producción de flores equivalente a US 

$10.508.863.000, donde se destacan Países bajos (46.8%), Colombia (19.8%) y Ecuador 

(9.4%) como principales países exportadores de flores (Trade Map - Trade statistics for 

international business development, 2025) (Figura 1-1). En el caso particular de Colombia, 

exportó US $2.080.160.000 y presentó una tasa de crecimiento anual del 11% entre los 

años 2019 a 2023, siendo más del doble de la presentada por los principales exportadores 

en el mismo rango de tiempo.  

 

Figura 1- 1 Países exportadores de flores de corte 2023. Fuente: TRADE MAP 2025 

Para el caso particular de las rosas en el año 2023 a nivel mundial los principales países 

exportadores fueron Países bajos (40.5%), Ecuador (22.5%), Kenia (14.4%), Colombia 

(11.5%) y Etiopia (6.1%) (Trade Map -2024.) (Figura 1-2). 
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Figura 1- 2 Principales cinco países exportadores de rosas 2023. Fuente: TRADE MAP 2025 

 

1.1.1. Colombia y el sector floricultor 

En Colombia, el sector floricultor inició su desarrollo a partir de la década de 1960, 

momento en el cual comenzaron las importaciones por parte de Estados Unidos y ha tenido 

un importante desarrollo dinámico en la economía nacional al incrementar las 

exportaciones y como consecuencia la generación de divisas desde hace más de 60 años 

(Loyola et al., 2019; Molina-Acosta et al., 2021). El sector floricultor en términos de valor, 

representa el segundo reglón dentro de las exportaciones agrícolas a nivel nacional, 

destinando el 95% de su producción para exportación (Boletin Tecnico Exportaciones-

dic2024, s. f.).  

Colombia contó con una superficie cultivada para el año 2020 de 9.680 hectáreas (Ha), 

una producción de 247.994 toneladas (Ton) y un rendimiento promedio de 25,6 Ton/Ha 

(Cadena de Flores, Follaje y Ornamentales, s. f.). Para el año 2024, según el Instituto 

Colombiano Agropecuario (ICA), la principales especies ornamentales sembradas al mes 
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de diciembre fueron las hortensias con una participación del 28.7%, seguidas de 

crisantemo con un 5.1%, rosa con el 4.4%, y clavel 3.4% (SISFITO, Consulta de reportes, 

s. f.) . 

Para el 2023, Colombia exportó 56.215 Toneladas, con un valor de US$375.663.000 donde 

los principales mercados de rosas colombianas fueron Estados Unidos (78.42% de la 

participación), España (3.49%), Canadá (3.08%), Reino Unido (2.91%) y Países Bajos 

(2.11%) y otros países (9.99%), presentados en la figura 1-3 (Trade Map - Trade statistics 

for international business development, 2025). 

 

Figura 1- 3 Principales cinco países importadores de rosas colombianas en el año 2023. Fuente: TRADE 

MAP 2025 

 

1.1.2. Problemas fitosanitarios en rosa 

El cultivo de rosas es uno de los cultivos ornamentales más populares debido a su 

fragancia y belleza siendo, de gran importancia económica a nivel mundial registrando más 

de 200 especies de rosas y más de 30.000 cultivares. Sin embargo, se ha informado que 

es susceptible a gran variedad de fitopatógenos como virus, bacterias y hongos, de este 

último grupo destacan el mildeo polvoso (producido por Sphaeroteca pannosa), mildeo 
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velloso (producido por Peronospora sparsa), roya (producida por Phragmidium 

mucronatum) y moho gris (producido por Botrytis cinerea), ocasionando pérdidas de 

rendimiento y calidad del producto final así como mosaicos de hojas y flores, clorosis, 

necrosis y abscisión, siendo el moho gris la enfermedad de mayor impacto económico 

(Debener & Byrne, 2014; Ha et al., 2022; Mekapogu et al., 2021). 

En Colombia se han registrado diferentes hongos fitopatógenos que afectan la calidad en 

poscosecha de las rosas, entre ellos están Alternaria alternata, C. 

cladosporioides, Epicoccum sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., Diplodia sp y Botrytis 

cinerea (Muñoz et al., 2019). 

 

1.1.3. Botrytis cinerea en rosas 

El moho gris causado por el hogo fitopatógeno Botrytis cinerea es una enfermedad 

devastadora en las rosas a nivel mundial, generando pérdidas en la producción de hasta 

el 30% para el año 2017 debido a la reducción tanto de la calidad como de la cantidad 

(Giraldo et al., 2024; Hao et al., 2017). Es un hongo necrotrófico que infecta a más de 200 

especies de plantas, afectando tallos, hojas y flores, lo cual puede ocurrir desde la etapa 

de la plántula hasta el almacenamiento y transporte causando así perdidas comerciales en 

post cosecha (Ha et al., 2022; Y. Li et al., 2021; Muñoz et al., 2025; Naeemi et al., 2022; 

Ullah et al., 2024). 

Teniendo en cuenta que las variedades de rosas se clasifican en dos grandes grupos, 

rosas de “color” (blanco, rosado, amarillo y naranja) y rosas rojas, donde se ha evidenciado 

que de acuerdo con esta clasificación las más susceptibles a B. cinerea son las rosas de 

“color”, siendo las de color rosado las que registra para el 2013 un mayor porcentaje de 

rechazo con el 43%, seguida de las naranjas, amarillas y blancas con 11%, 9% y 3%, 

respectivamente (Gómez Rodríguez, 2013). 

En el invernadero, B. cinerea permanece ubicuo en el material vegetal en descomposición 

y tejidos senescentes de la planta hasta que las condiciones ambientales son favorables 

para llevar a cabo el proceso de esporulación. La sintomatología en tallos comienza con 
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manchas de color café a negro elongadas, hundidas en la superficie del tallo (Gómez 

Rodríguez, 2013; Muñoz et al., 2025). 

El proceso infectivo de B. cinerea induce factores de virulencia, entre los cuales se han 

identificado enzimas que degradan la pared celular como poligalacturonasa, pectinasa 

metilesterasa y celulasa entre otras, especies reactivas de oxígeno (ROS), fitotoxinas y 

acido oxálico (Muñoz et al., 2020, 2025). Este proceso puede ocurrir tanto en flores como 

en las hojas causando síntomas como el tizón de Botrytis o en los tallos, pero las mayores 

pérdidas económicas ocurren cuando el hongo infecta la flor, lo que puede llevar a necrosis 

de los pétalos receptáculos y sépalos, disminuyendo así su valor comercial (Hao et al., 

2017; Herrera-Romero et al., 2017; Muñoz et al., 2025). 

En la flor, luego de la infección se desarrolla una pigmentación rosa en las rosas blancas, 

amarillas y rosadas, éstas pueden aparecer en cualquier porción del pétalo como 

pequeñas manchas redondas o como patrón irregular a lo largo del pétalo, estas manchas 

tienden a aparecer durante el desarrollo de la flor en el invernadero, pero se observan con 

mayor frecuencia en las flores cerca al punto de cosecha (Muñoz et al., 2020).  

La infección en post cosecha ocurre debido a que durante el transporte y almacenamiento 

se genera la condensación de agua libre en la superficie de los pétalos, acompañado de 

temperaturas optimas (15° a 25°C) y humedad relativa (HR) > 93%. Propiciando así, la 

germinación de los conidios que permanecían inactivos durante la cosecha 

desarrollándose la infección. Un factor de riesgo que se ha identificado es el transporte vía 

marítima debido a que conlleva envíos más largos y condiciones de alta humedad relativa 

en los contenedores lo que favorece la infección(Ha et al., 2022; Lee & Kim, 2020).   

 

1.2. Botrytis cinerea  

1.2.1. Biología 

Hongo del filio: Ascomicota, subfilo: Pezizomycotina, clase: Leotiomicetos, orden: 

Helotiales, familia: Sclerotiniaceae, género: Botrytis, también conocido como moho gris es 

un género de hongos anamórficos que pertenece al grupo hyphomycetes (carecen de 
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cuerpos fructíferos) (Abbey et al., 2019; Ullah et al., 2024). En la actualidad están 

reconocidas 38 especies de las cuales el 97% son necrotróficas (Ullah et al., 2024). 

Es considerado el segundo hongo fitopatógeno de mayor importancia económica a nivel 

mundial luego de Magnaporthe oryzae, debido a su amplia gama de hospederos y los 

graves daños que ocasiona en los sistemas de producción agrícola, considerando la 

enfermedad como destructiva, afectando a más de 1000 especies de plantas incluidas las 

rosas (Hao et al., 2017; Herrera-Romero et al., 2017; Muñoz et al., 2019; Ullah et al., 2024). 

1.2.2.  Ciclo de la infección  

Los síntomas que se observan tras la infección de B. cinerea en pétalos inician con 

manchas necróticas o cloróticas que van aumentando en tamaño. Bajo condiciones 

óptimas de HR (>94%) y temperaturas (entre 15° y 25° C) permite la esporulación del 

hongo. Una vez esporulado, su diseminación ocurre principalmente por el transporte de 

conidios en el aire, afectando diferentes tejidos vegetales incluyendo tallos, hojas y flores 

(Muñoz et al., 2019, 2020, 2025; Ullah et al., 2024).  

El proceso de infección se describe con las siguientes etapas: inicia con la penetración de 

la superficie del huésped a través de aberturas y heridas naturales, seguida de la muerte 

del tejido infectado, formación de lesiones primarias, expansión de la lesión y finalmente 

maceración tisular y esporulación (Poveda et al., 2020; Ullah et al., 2024) (Fig. 1-4). 
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Figura 1- 4 Ciclo de enfermedad del Moho Gris causado por Botrytis cinerea en rosa. Fuente: Modificado de 

Agrios (2005)(Piraquive Riveros, 2019)  

Los síntomas pueden ser imperceptibles durante la cosecha debido a que el hongo no ha 

ingresado al hospedero ya que permanece en estado latente con las esporas. No es hasta 

que tiene las condiciones favorables para que estas germinen y se lleve a cabo la infección 

colonizando los tejidos. Es durante este proceso de penetración de la epidermis que el 

hongo secreta fitotoxinas y metabolitos secundarios causando necrosis en el tejido 

(AbuQamar et al., 2017; Mekapogu et al., 2021; Muñoz et al., 2020).  

Uno de los factores de riesgo y que contribuyen al establecimiento de B. cinerea durante 

el proceso de producción como inóculo secundario de la infección es la caída de hojas y 

el corte tanto de hojas como de tallos, debido a que favorecen el establecimiento en estos 

tejidos que, si no se realiza saneamiento de las superficies, permanecerán como fuente de 

inóculo a lo largo del cultivo (Gómez Rodríguez, 2013).  
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1.2.3. Importancia económica  

El moho gris es una de las enfermedades más comunes de las rosas de corte en Colomba, 

debido a que fue el patógeno más frecuente y limitante para los sistemas productivos, lo 

que ha llevado a invertir mucho dinero para su control. De hecho, se estimó que para el 

2020 los costos de manejo superaron los mil millones de euros anuales a nivel mundial, 

incluyendo practicas agronómicas, fungicidas, control biológico y tratamientos post 

cosecha (Y. Li et al., 2021; Muñoz et al., 2019).  

En general la mayoría de las pérdidas ocurren durante el periodo de postcosecha, debido 

a que las flores infectadas no pueden ser vendidas, reduciendo así la calidad y su valor 

comercial (Chu et al., 2015). 

1.2.4. Estrategias de manejo 

En el manejo de enfermedades, el objetivo es la interrupción del ciclo de vida del patógeno 

en sus diferentes fases de desarrollo por medio de diversas estrategias. Para B. cinerea 

se tienen en cuenta procesos de latencia e infección, colonización, germinación de conidios 

y dispersión, que van a estar determinados por factores como temperatura, lluvia, 

humedad, viento, prácticas culturales, fertilización, uso de fungicidas y por factores del 

hospedero tales como tolerancia y fenología (Carisse, 2016; Ullah et al., 2024). 

Debido a la supervivencia en los ciclos de cultivo y la amplia diseminación de conidios 

entre plantas, muchas estrategias se han centrado en intervenir estas fases para así 

disminuir la cantidad de inóculo y así prevenir la aparición de la enfermedad, o retrasar la 

misma (Carisse, 2016). 

Por lo cual se busca la implementación del manejo integrado, que permita prevenir y 

controlar la enfermedad por medio de estrategias combinadas de control químico, biológico 

y prácticas culturales, las cuales buscan reducen la humedad del dosel y la aplicación de 

fungicidas sintéticos altos durante la temporada de cultivo (Abbey et al., 2019). 
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1.2.4.1.  Control químico 

Una de las principales estrategias de manejo consiste en aplicaciones semanales de 

fungicidas preventivos que pueden actuar en un sitio específico de los procesos fisiológicos 

del hongo o multisitios como son benzimidazoles y dicarboximidas (Giraldo et al., 2024). 

Sin embargo, debido a la plasticidad genética y alta adaptabilidad con la que cuenta B. 

cinerea, ha generado el desarrollo de resistencia a algunos ingredientes activos 

(dicarboximidas, benomilo, tiabendazol, carbendazima, ciprodinil y fenhexamid) de 

fungicidas comerciales dirigidos a un solo sitio (Chu et al., 2015; Herrera-Romero et al., 

2017; Muñoz et al., 2019). 

El Comité de Acción de Resistencia a Fungicidas (FRAC) es un grupo especializado de 

CropLife, quienes proporciona directrices y recomendaciones del uso de fungicidas, por 

medio de un código alfanumérico basado en su modo de acción (MOA) y los patrones de 

resistencia cruzada (About FRAC, s. f.). Son más 50 grupos con diferentes mecanismos 

de acción presentados como infografía en el anexo A-1 (By FRAC Mode of Action Group, 

s. f.). 

En Colombia los fungicidas comúnmente utilizados pertenecen a los grupos FRAC 1, 2, 7, 

9, 10, 12, 17, M03 y M04, los cuales poseen diferentes modos de acción entre los que se 

incluyen: 1) afección en el sistema de la transducción de señales (dicarboximidas), 2) 

inhibición de la síntesis de ergosterol (fenhexamid), 3) daño en el citoesqueleto 

(benzimidazoles), 4) afectación en el proceso de generación de ATP por respiración celular 

(carboxin) o fosforilación oxidativa (fluasinam), 5) inhibición en la síntesis de aminoácidos 

(ciprodinil) entre otros mecanismos (Fillinger & Walker, 2016; FRAC Classification of 

Fungicides, s. f.; Giraldo et al., 2024). 

Aunque el control químico posee una gran eficiencia en el control de la enfermedad, su 

uso prolongado e indiscriminado, junto a la plasticidad genética del hongo ha conllevado 

al desarrollo de especies resistentes a fármacos además de la generación de residuos 

depositados en el suelo, pudiendo afectar la salud humana, el medio ambiente y la 

rentabilidad del cultivo (AbuQamar et al., 2017; Giraldo et al., 2024; Ullah et al., 2024). 

En las últimas décadas los fungicidas para control de Botrytis cinerea y especies 

relacionadas (Sclerotinia, Monilinia) representan aproximadamente el 10% del mercado 

mundial de pesticidas (Y. Xu et al., 2021). Dentro de estos fungicidas de síntesis química 
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se encuentran inhibidores de la succinato deshidrogenasa (boscalid, penthiopyrad, 

fluopyram, isofetamid y adepidyn), bloqueadores de la respiración (ciprodinil y pirimetanil), 

obstructores de la biosíntesis de metionina (Anilinopirimidina), inhibidores externos de 

quinina (piraclostrobina) e inhibidores de la biosíntesis de esteroles (fludioxonil, 

fenhexamid) (Abbey et al., 2019). 

1.2.4.2.  Control cultural  

Las prácticas culturales son implementadas para prevenir o minimizar la enfermedad en la 

planta, interviniendo en el desarrollo del hospedante, condiciones ambientales, presión de 

inóculo del patógeno, entre otros.  

En B. cinerea, de acuerdo con Buitrago (2021), las principales practicas implementadas 

son: 1) el monitoreo con la revisión semanal de flores y tallos para identificar plantas 

infectadas, tomar las medidas necesarias de control (aplicación de fungicida, eliminación 

de hojas infectadas o remoción del individuo infectado, entre otros), evitando la 

diseminación del patógeno. 2) Evitar aspersión de agua en sectores donde se detectó B. 

cinerea; controlar la cantidad de agua libre disponible reduce la posibilidad de que las 

esporas germinen. 3) La remoción de tejidos afectados oportunamente, así como de los 

residuos que estén en el piso, elimina así reservorios del patógeno y posibles inóculos 

secundarios. Por último, 4) la limpieza del invernadero para mantener y mejorar la 

intensidad lumínica, debido a que la luz incide en la disminución de la producción de 

conidios por el conidióforo (Buitrago, 2021). 

1.2.4.3.  Control biológico  

Debido a que el control químico conlleva diferentes dificultades en relación con su uso 

prolongado y extensivo, se ha generado presión para reducir su uso, por lo cual se 

desarrolla como alternativa promisoria la implementación del control biológico como 

complemento para el control de B. cinerea. Además, los agentes de control biológico 

(BCAs) son percibidos por la comunidad como menos perjudiciales para el medio ambiente 

y su mecanismo de acción disminuye la probabilidad del desarrollo de resistencia por parte 

del patógeno (Nicot et al., 2016). 
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Dentro de los microorganismos usados como ingrediente activo en productos biológicos 

se tienen hongos de los géneros Trichoderma, Gliocladium, Chlonostachys, Ulocladium; 

levaduras de los géneros Aureobasidium y Candida, actinomicetes (Streptomyces) y 

bacterias de los géneros Bacillus y Pseudomonas principalmente (Nicot et al., 2016). 

En el trabajo realizado por Y. Zapata et al., 2015 se identificó el potencial biocontrolador 

ejercido por las levaduras Debaryomices hansenii y Rhodotorula mucilaginosa, reduciendo 

la incidencia y severidad de B. cinerea en pétalos de rosa. 

1.3. Bacillus spp. como biocontrolador Biológico   

Bacterias del filo firmicute, clase Bacili, orden Bacillates y familia Bacillace; son bacilos 

Gram positivos, aerobios o aerobios facultativos con movilidad flagelar, presenta un amplio 

rango de temperatura para su crecimiento (mayoría mesófilas 30-45°C) (Kjeldgaard et al., 

2022). Además, es capaz de producir endosporas como mecanismo de diseminación y 

resistencia a factores externos como la desecación, la radiación solar y las altas 

temperaturas, entre otros (Bolivar-Anillo et al., 2021). Ahora bien, algunas especies del 

género Bacillus cuentan con actividad biocontoladora frente a diversos fitopatógenos, 

haciendo que sean una alternativa promisoria para su aplicación comercial (Balderas-Ruíz 

et al., 2020; Bolivar-Anillo et al., 2021; Kjeldgaard et al., 2022). 

Se ha identificado que Bacillus spp. posee tanto mecanismos directos como indirectos para 

el control de enfermedades, entre los mecanismos directos la producción de compuestos 

antimicrobianos y formación de biopelícula; y como mecanismos indirectos: la inducción 

de resistencia sistémica, competencia por nutrientes y nicho, y promoción de crecimiento 

vegetal (Khan et al., 2022; Sansinenea, 2019; Valenzuela Ruiz et al., 2024). Dentro de esta 

última se han identificado diferentes mecanismos como: 1) la fijación de nitrógeno, 2) la 

solubilización y mineralización del fósforo y otros nutrientes, 3) la producción de 

sideróforos, fitohormonas, compuestos antimicrobianos, enzimas hidrolíticas, 4) la 

resistencia sistémica inducida y 5) la mejora a la tolerancia al estrés abiótico (Abbey et al., 

2019; Legein et al., 2020). 

1.3.1. Mecanismos de control 

La actividad antifúngica se ha atribuido principalmente a la síntesis de lipopéptidos no 

ribosomales como surfactinas, iturinas y fengicinas que corresponden a las tres principales 



 
14 Diseño y evaluación del principio activo de un prototipo de formulación de 

Bacillus velezensis para el control de Botrytis cinerea en rosas 

 
clases de lipopétidos no ribosomales y policétidos, donde su acción puede llevarse a cabo 

de forma sinérgica (Legein et al., 2020). Así mismo, la producción de los diferentes 

compuestos antimicrobianos por parte de las diferentes cepas de Bacillus spp. se ven 

influenciadas tanto por las condiciones de cultivo, la composición del medio y por la cepa 

en sí misma, de ahí que sea necesario establecer las condiciones de cultivo adecuadas 

que maximicen la producción sin afectar sus propiedades biocontroladoras (Meena et al., 

2018; Moghannem et al., 2018). 

Se ha evidenciado que la formación de biopelícula desencadenada por las surfactinas en 

conjunto con la producción y liberación de compuestos antifúngicos, indicando así que las 

surfactinas corresponden tanto a factores de adaptación como de biocontrol, activas contra 

hongos filamentosos, al interferir en sus capas lipídicas causando así alteraciones en la 

estructura de la membrana celular del patógeno (Legein et al., 2020). 

Se ha demostrado que la cepa de B. subtilis J9 tiene actividad biocontroladora frente a B. 

cinerea en fresa, gracias a su capacidad para producir quitinasas y proteasas 

extracelulares que afectan la estructura de la pared celular del hongo (Legein et al., 2020). 

Por otro lado, se ha logrado la inhibición del moho gris en hojas de tomate, entre el 75% y 

90% al emplear B. subtilis y B. licheniformis, gracias a sus compuestos antimicrobianos 

liberados al medio ambiente. Cabe resaltar que en fresa se identificó que los compuestos 

responsables del control de B. cinerea producidos por B. velezensis correspondían a 

lipopéptidos como iturina, bacilomicina, fengicina y surfactina (Poveda et al., 2020). 

Se ha descrito que B. subtilis y B.amyloliquefaciens tienen la capacidad de producir y 

liberar compuestos orgánicos volátiles con actividad antifúngica (COV por sus siglas en 

inglés) contra B. cinerea, inhibiendo la germinación de esporas y el crecimiento de hifas, 

esto fue identificado tanto in vivo como in vitro (Poveda et al., 2020). 

En el estudio realizado por Toral et al. (2021), se reporta que B. velezensis XT1 es capaz 

de inhibir el crecimiento micelar de B. cinerea, generando cavitaciones, vacuolización 

severa y ausencia de orgánulos en las hifas (Toral et al., 2021). 
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Finalmente, se ha establecido que B. amyloliquefaciens puede competir en la filosfera de 

las hojas de tomate por espacio, evitando así el establecimiento del hongo por medio de 

la formación de biopelículas (Poveda et al., 2020). 

1.4. Medios de cultivo para producción de Bacillus 

spp.  

Uno de los aspectos más importantes para el proceso de desarrollo comercial de un 

bioinsumo es su producción masiva, para ello la obtención del principio activo es 

fundamental. Por lo cual se requiere el conocimiento del microorganismo, de su fisiología 

y su metabolismo para poder potencializar su obtención (Díaz-García et al., 2015; Tzeng 

et al., 2008). 

Debido a la interacción que ocurre entre el microorganismo y el medio de cultivo, se espera 

que el medio de cultivo sea específico para el microorganismo de interés, en consecuencia 

es posible obtener diferentes metabolitos y en concentraciones variables al emplear 

diferentes cepas de la misma especie (Díaz-García et al., 2015). 

Cuando se habla del diseño de un medio de cultivo se identifican varios factores 

involucrados, tales como macro y micronutrientes, fuente tanto de carbono como de 

nitrógeno, vitaminas, aminoácidos, así como variables fisicoquímicas como pH, 

temperatura, oxígeno disponible, agitación entre otros. Por lo cual, todos estos factores 

deben ser tenidos en cuenta y establecer las condiciones de producción debido a que debe 

garantizarse la reproducibilidad del proceso tanto a pequeña como gran escala (Díaz-

García et al., 2015; Singh et al., 2017). 

Tzeng et al., 2008, demostró que las condiciones de cultivo que permitieron un incremento 

entre 5 y 8 veces de la concentración de esporas de la cepa Bacillus amyloliquefaciens 

B128, con acción biocontroladora frente Botrytis elliptica, fueron a una agitación de 200 

rpm, en contraste a 300 rpm, en la cual la concentración de esporas fue menor. Esto debido 

a que a mayor velocidad en el tanque agitado se produce mayor esfuerzo cortante, 

causando disminución de microorganismos sensibles a este estrés lo que afecta el 

rendimiento de las esporas. 

Chen et al., 2010, establecen las condiciones nutricionales óptimas para la producción de 

esporas de la cepa Bacillus subtilis (WHK-Z12), evidenciando que el uso de un medio de 
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cultivo que contiene licor de maíz, harina de soya y extracto de levadura como fuente de 

nitrógeno, permitió alcanzar la máxima producción de esporas, 1,52±0,06 × 1010  

esporas/mL cuando se cultivó en matraz, logrando aumentar un orden de magnitud luego 

de su optimización (1,73 x 1010 esporas/mL). El uso de harina de soya como fuente de 

nitrógeno también ha sido probada para optimizar el medio de producción de Bacillus 

thuringiensis var israelensis, alcanzando una concentración de esporas y biomasa de 

4,8×1010 UFC/mL y 7,8 g/L, respectivamente, tras una fermentación de 24 horas 

(Prabakaran & Balaraman, 2006). 

En el control de Botrytis cinerea, Pretorius et al., 2015 reportaron el incremento en la 

producción de lipopéptidos antifúngicos de la cepa B. amyloliquefaciens DSM 23117 

cuando se modificó la disponibilidad de oxígeno del 21 al 30%, a la vez que se aumentó la 

concentración de nitratos, siendo la concentración óptima 8 g/L de NH4NO3. 

Por otro lado, se ha demostrado que la producción de las diferentes variantes de surfactina 

se ve influenciada por la composición del sustrato disponible para la célula. En el caso de 

la cepa de B. subtilis TD7, se evaluó el efecto de los aminoácidos en el medio de cultivo 

sobre la producción de las diferentes variantes de surfactina con diferentes tipos o 

contenidos de ácidos grasos β-hidroxi. Evidenciando que la adición de valina (Val) 

promovió la producción máxima de surfactina C14 y C16, mientras que cuando el medio es 

suplementado con isoleucina (Ile) o treonina (Thr) la proporción de surfactina C15 supero el 

80% (Liu et al., 2012). 

Posada-Uribe et al., 2015 realizaron la optimización del medio y las condiciones de cultivo 

de la cepa B. subtilis EA-CB0575, estableciendo que la producción de esporas se ve 

influenciada por componentes del medio como la glucosa y el MgSO4·7H2O y las 

condiciones de cultivo como la agitación y aireación, donde al optimizar dichos factores 

determinantes se alcanzó recuentos de esporas de 8,78 × 109 UFC/mL con una eficiencia 

de la esporulación del 94,2% tras 50 horas de fermentación, aumentando así 17,2 veces 

la producción de esporas y 1,9 la eficacia de esporulación.   
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1.4.1. Estrategias de optimización 

Debido a que el principal desencadenamiento de la esporulación es la limitación de 

nutrientes y a su vez dependiente de la densidad celular, los bioprocesos ofrecen la 

oportunidad de optimizar su producción, por medio de la selección especifica de la cepa, 

tipo y composición del medio, así como su condiciones de cultivo (Biermann & Beutel, 

2023). Por otro lado, los metabolitos secundarios producidos por los microorganismos se 

generan a lo largo de la última fase del ciclo de crecimiento, por lo tanto, no son esenciales 

para su crecimiento, pueden ser usados como fuente para el desarrollo de biopesticidas, 

bioestimulantes y medicamentos entre otros. Por esto, se busca aumentar la variedad y la 

concentración de estos metabolitos, los cuales pueden ser utilizados en diferentes 

aplicaciones. Lo anterior, optimizando tanto el medio como las condiciones del cultivo (T. 

Li et al., 2020b). 

La metodología superficie respuesta (RSM) permite explorar las relaciones entre diferentes 

variables de manera eficiente permitiendo la optimización de varios parámetros 

simultáneamente (T. Li et al., 2020b). 

T. Li et al., 2020 por medio de un diseño Plackett-Burman junto a un diseño compuesto 

central, optimizaron la actividad antifúngica contra Fusarium graminearum del cocultivo de 

los microorganismos Trichoderma atroviride SG3403 y Bacillus subtilis 22. Los parámetros 

ajustados fueron temperatura, agitación orbital, pH inicial y fuentes de carbono y nitrógeno. 

Hu et al., 2024 maximizaron la actividad antifúngica de Bacillus velezensis LZN01 por 

medio de la optimización por superficie respuesta, donde los parámetros optimizados 

fueron las fuentes de carbono, nitrógeno y el pH inicial, logrando tazas de inhibición del 

71,1% aumentando así un 38,3% en comparación con el medio sin optimizar (32,8%). 

Además, analizaron el mecanismo regulador por medio de transcriptómica.  

1.5. Productos comerciales con Bacillus como 

principio activo 

En el mercado, la comercialización y uso de bioplaguicidas ha ido en aumento y se espera 

que continúe con esta tendencia. Dentro de los formulados registrados y comercializados 
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en diferentes países del continente americano, europeo y asiático para el control de 

Botrytis incluyen los descritos a continuación (Abbey et al., 2019; Cawoy et al., 2011).  

Serenade® (Agra Quest Inc, USA). Formulación de suspensión concentrada 1,34% basado 

en B. subtillis (QST 713) como principio activo. Es comercializado para el control de 

muchos patógenos foliares y del suelo en campo. Actúa creando una zona de inhibición 

en la hoja, previniendo la instalación del patógeno, destruyendo su tubo germinativo y 

micelio, recomendado para cultivos de alcachofa, arándanos, fresa, mandarina y vid 

(Cawoy et al., 2011; SERENADE® | Proteccion de Cultivos | AgroBayer, s. f.). 

Botrybel® (Agricaldes, España). Formulación de suspensión concentrada (SC), min 108 

CFU/ mL basada en B. velezensis. Es comercializado para el control de Botrytis en tomate, 

lechuga, pimiento, vid, fresas y otros vegetales, actúa rompiendo la pared celular del hongo 

(«Botrybel», s. f.; Cawoy et al., 2011). 

Cease® (Bioworks, Inc USA). Basado en B. subtilis cepa QST 713 es comercializado para 

el control de patógenos de suelo como Rhizoctonia, Pythium y Fusarium así como para el 

control de patógenos foliares como Botrytis en varios cultivos, entre los que se encuentran 

los ornamentales. Su mecanismo de acción es multi sitio debido a que destruye las células 

patógenas, genera una barrera natural para prevenir ataques parasitarios e induce 

resistencia(Cawoy et al., 2011; Digital, s. f.). 

La tabla 1-1 resume algunos de los productos comerciales cuyo principio activo son cepas 

de B. velezensis, la compañía que lo desarrollo y una descripción general del producto; en 

negrilla se muestran aquellos productos que están certificados para el control de B. 

cinerea. 

 

Principio activo 
Producto 

comercial 
Compañía Descripción 

B. velezensis QST 713 

(anteriormente B. 

subtilis QST 713) 

SERENADE Max 

Bayer Crop 

Science, previously 

AgraQuest 

Biofungicida 

registrado por la 

EPA. Controla y 
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suprime hongos 

patógenos en el 

follaje y el suelo. 

SERENADE SOIL® 

Bayer Crop 

Science, previously 

AgraQuest 

Biofungicida 

registrado por la 

EPA para cultivos 

alimentarios 

CEASE® 

BioWorks, Inc., 

Victor, New York, 

U.S.A 

Biofungicida en 

suspensión acuosa 

para hortalizas de 

hoja y fruto, hierbas 

y especias, y 

plantas 

ornamentales. 

B. velezensis FZB42 

(anteriormente B. 

amyloliquefaciens FZB42) 

RhizoVital ® 42 
ABiTEP GmbH, 

Berlín, Alemania 

Biofertilizante, con 

actividad promotora 

del crecimiento de 

las plantas, que 

proporciona 

protección contra 

diversas 

enfermedades 

transmitidas por el 

suelo. 

FZB24® TB 
ABiTEP GmbH, 

Berlín, Alemania 

Agente promotor del 

crecimiento vegetal 

para el 

fortalecimiento de 

las plantas. 

Taegro ® 

Syngenta, Basilea, 

anteriormente 

Novozyme, Davis, 

Biofungicida 

registrado por la 

EPA para su uso en 

América del Norte 



 
20 Diseño y evaluación del principio activo de un prototipo de formulación de 

Bacillus velezensis para el control de Botrytis cinerea en rosas 

 
California y Earth 

Biosciences 

B. velezensis GB03 

(anteriormente B. 

subtilis GB03) 

Kodiak™ 

Bayer Crop 

Science, Carolina 

del Norte, NC 

Fungicida biológico 

para el tratamiento 

de semillas, 

registrado por la 

EPA, con actividad 

reguladora de 

crecimiento 

demostrable. Eficaz 

en algodón, frijol y 

hortalizas. 

 Companion 

Growth Products 

Ltd., White Plains, 

Nueva York 

Biofungicida 

registrado por la 

EPA que previene y 

controla las 

enfermedades de 

las plantas. 

B. velezensis D747 

(anteriormente B. 

amyloliquefaciens D747) 

Double Nickel 

55TM 

Certis Columbia, 

MD, EE. UU. 

Biofungicida 

registrado por la 

EPA para el control 

o la supresión de 

hongos y bacterias 

en plantas. 

 Amylo-X ® 

Certis Columbia, 

MD 

EE.UU./Intrachem 

Bio Italia SpA 

Biocontrol de 

Botrytis y otras 

enfermedades 

fúngicas de uvas, 

fresas y hortalizas, 

y enfermedades 

bacterianas, como 

la plaga del fuego 
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en frutas de pepita y 

la PSA en kiwis. 

Tabla 1- 1 Productos comerciales registrados a base de cepas de B. velezensis. Tabla tomada de (Ngalimat 

et al., 2021). 

  

1.6. Bioinsumos registrados para el control de 

Botrytis cinerea en rosas en Colombia 

De acuerdo con el Instituto Colombiano Agropecuario al 1 de abril del año 2025 hay 

registrados 16 productos para el control biológico de B. cienerea en rosas, dos de ellos 

tienen como principio activo Trichoderma harzianum: AgroGuard® WG: formulación tipo 

gránulos dispersables cuya concentración es 5X10⁸ conidios viables/g disponible desde el 

año 2004 y FOLIGUARD SC: formulación tipo suspensión concentrada a 5x10⁸ conidios 

viables/mL disponible desde el año 2007 (REGISTROS DE PRODUCTOS DE 

BIOINSUMOS DE USO AGRÍCOLA, s. f.; SISFITO, Consulta de reportes, s. f.). 

La mitad de los productos registrados son formulaciones cuyo principio activo corresponde 

a extractos naturales, entre ellos se encuentran: 1) ECOSWING: extracto de limón no 

comestible 96,7%, disponible desde 2021. 2) REGALIA®: extracto de reynoutria 

sachalinensis 224,00 g/L, disponible desde 2019. 3) THYME GUARD: extracto de aceite 

esencial de tomillo 225 g/L, disponible desde 2019. 4) YAKARTA® 22.25 EC: aceite del 

árbol de té (melaleuca alternifolia) 22,25% p/v, disponible desde 2021. 5) XILOTROM: 

extracto de lauréaceas (1,8 cineol) 1,00 % p/p, disponible desde 2021. 6) MIMOTEN: 

extracto de mimosa (mimosa tenuiflora) 80% g/L, disponible desde 2021. 7) CAPTIVO 10% 

SL: extractos de aloe vera 100 g/L, disponible desde 2021. 8) PROVIUS 70%:  extracto de 

canela 700 g/L, disponible desde 2021(REGISTROS DE PRODUCTOS DE BIOINSUMOS 

DE USO AGRÍCOLA, s. f.). 

Cuatro bioinsumos cuentan con Bacillus subtilis como principio activo, los cuales son: 

BACTOFIT WP: formulación tipo polvo humectable cuya concentración es 2x10⁹ UFC/g 

3,5%, disponible desde el año 2021. BACTOX WP: formulación tipo polvo humectable cuya 

concentración es 2X10⁹ esporas/g de producto formulado (10%) disponible desde el año 

2016. BACTOX SL: formulación tipo concentrado soluble cuya concentración es 5x10⁹ 
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esporas viables/mL, 17,5% p/p, disponible desde el año 2015. SUBTICROP SL®: 

formulación tipo concentrado soluble cuya concentración 1x108UFC/cc de producto 

formulado. Disponible desde el año 2013. 

Finalmente, dos bioinsumos tiene como principio activo Bacillus amyloliquefaciens: 

DURAVEL™ WP, formulación tipo polvo humectable cuya concentración es 5,5X1010 

UFC/g de Bacillus amyloliquefaciens cepa MBI 600, disponible desde el año 2021 y 

SERENADE® 1.34 SC, formulación tipo suspensión concentrada de Bacillus 

amyloliquefaciens cepa QTS 713 a una concentración de 1 X 10⁹ UFC/g 1,34%, disponible 

desde 2020 (REGISTROS DE PRODUCTOS DE BIOINSUMOS DE USO AGRÍCOLA, 

s. f.). 

1.7. Antecedentes del grupo 

En estudios previos realizados en el grupo de investigación de Microbiología Agrícola del 

Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia se evaluaron cepas de 

levaduras de los géneros Cryptococcus sp, Rhodotorula sp y Pseudozyma sp (López 

Ortega, 2012), identificando el gran potencial biocontrolador frente a Botrytis cinerea. En 

el año 2014, Rivera realizó una formulación liofilizada como método de estabilización a 

base de Pseudozyma tsukubaensis (Rivera, 2014). De igual forma, Dávila en 2015 

estableció que el talco era el mejor carrier en formulaciones sólidas de Rhodotorula 

mucilaginosa, evidenciando que se mantenía tanto la viabilidad como la actividad tras 120 

días de almacenamiento. Lo mismo no se logró con P. tsukubaensis, determinando así que 

había incompatibilidad con los excipientes empleados, reflejado en la pérdida de viabilidad 

y actividad (Davila, 2015). Posteriormente, se realizaron trabajos donde se evaluaron 

prototipos de formulación sólida cuyo ingrediente activo era Rhodotorula mucilaginosa, 

obteniéndose niveles de viabilidad del orden de 107 células/mL después de 180 días de 

almacenamiento (Bautista et al., 2016). En estos estudios, cuyo ingrediente activo 

correspondía a levaduras, se pudo establecer también que había un efecto residual de 

algunos componentes de las formulaciones, generando manchas del producto en los 

pétalos, afectando el aspecto final de la flor. 
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Con lo anterior se consideró el uso de otro tipo de microorganismos como lo son los Bacilos 

Aerobios Formadores de Endosporas (BAFEs), como potenciales candidatos para el 

desarrollo de bioformulaciones con actividad controladora frente a B. cinerea. 

Por esto, Piraquive en el 2019 evaluó 12 cepas de BAFEs previamente descritas por 

Gantiva en 2014, y realizó un prototipo de formulación líquida cuyo principio activo fue una 

cepa de Bacillus velezensis. El prototipo se mantuvo viable luego de 120 días de 

almacenamiento tanto a 4°C como a 25°C, donde las concentraciones estuvieron del orden 

de 108UFC/mL. En contraste, la actividad biocontroladora sí se vio influenciada por la 

temperatura de almacenamiento, pues el almacenamiento a 25°C ocasionó una 

significativa pérdida de eficacia con respecto al control, situación que no ocurrió cuando se 

almacenó a 4°C, sugiriendo la necesidad de mantener la cadena de frio para el 

almacenamiento del prototipo. Posteriormente, Boyacá en 2019, diseñó un prototipo de 

formulación liofilizada cuyo principio activo fue una cepa de Bacillus velezensis, donde se 

pudo determinar que el mejor lioprotector fue la leche en polvo. El prototipo liofilizado 

mantuvo estable su actividad biocontroladora tras ser almacenado durante 60 días a 

temperatura ambiente, respecto a su densidad celular final, los recuentos rondaron los 

4x108UFC/mL. No obstante, se evidenció que el uso de talco como carrier dejaba rastros 

blancos en la superficie del pétalo, causando así modificaciones indeseadas en la estética 

del pétalo, suceso también reportado por Bautista et al., 2016 (Gantiva & Uribe, 2014). 
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2. Objetivos  

2.1. Objetivo general  

Determinar las condiciones de producción de una cepa de Bacillus velezensis para la 

obtención de principio activo con actividad biocontroladora contra Botrytis cinerea en rosas 

tipo exportación. 

2.2. Objetivos específicos  

▪ Seleccionar una cepa de Bacillus velezensis con actividad in vitro e in vivo en pétalo 

de rosa para su uso como principio activo biocontrolador contra Botrytis cinerea 

▪ Seleccionar las condiciones fisicoquímicas y nutricionales de cultivo para la producción 

del principio activo de B. velezensis que maximicen tanto su producción de biomasa 

como su actividad in vitro. 

▪ Evaluar la capacidad biocontroladora in vitro e in vivo de B. velezensis obtenido bajo 

las condiciones fisicoquímicas y nutricionales de cultivo optimizadas.
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3. Materiales y métodos  

3.1. Microorganismos empleados  

3.1.1. Bacillus velezensis   

En este proyecto se usaron microorganismos de la colección de genes y cepas del Instituto 

de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogotá, donde se 

seleccionaron 4 aislamientos de Bacillus velezensis denominadas IM2C6, IM2C2, IT1C8 e 

IBUN 2755. Estas cepas fueron recuperadas a partir de copias almacenadas a -20°C en 

medio Gherna, las cuales se sembraron por agotamiento en medio LB para confirmar su 

viabilidad y pureza.  

Los aislamientos seleccionados provienen de rizósfera de iraca, maíz y papa, su selección 

fue con base en estudios preliminares donde fue evaluada su capacidad antagónica frente 

a diversos patógenos in vitro e in vivo y en especial por su actividad biocontroladora frente 

a Botrytis cinerea, agente fitopatógeno de interés en este estudio (Piraquive Riveros, 

2019). 

Partiendo de la colección almacenada a -20°C, se generaron colecciones de trabajo de 

esporas de cada una de las cepas utilizadas, éstas fueron obtenidas a partir de medio de 

cultivo Luria-Bertani (LB) con agitación constante a 150 revoluciones por minuto (rpm) e 

incubadas a 30°C por espacio de 24 horas. Se agregó como crio-preservante glicerol o 

medio Gherna en partes iguales con la suspensión bacteriana, posteriormente se 

almacenaron a -20°C y -80°C hasta su uso. 

3.1.2. Botrytis cinerea  

El hongo fitopatógeno se obtuvo a partir de la selección hecha por Piraquive (2019). Para 

preservar y mantener esporas viables del hongo, se obtuvo una colección propia de trabajo 

utilizando la técnica de papel filtro siguiendo el protocolo del laboratorio de Microbiología 

Agrícola con algunas modificaciones, como se describe a continuación (Piraquive Riveros, 

2019).  
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Se tomaron cuadros de papel filtro estériles de aproximadamente 1 cm2 los cuales fueron 

dispuestos en cajas de Petri con agar Papa Dextrosa (PDA) con B. cinerea esporulado. En 

total se dispusieron 15 papeles por cada caja de Petri y se incubaron durante 2 días a 

temperatura ambiente. Seguido de esto, se cortaron cubos del agar con el papel filtro en 

la superficie y se dispusieron en agar agua (agar con esporas-papel filtro-agar agua) por 

un periodo de 3 días a 25°C. 

Luego de este tiempo, los papeles se retiraron de ambos agares y se dispusieron en cajas 

de Petri estériles vacías para su secado por un tiempo de 5 días a 25°C. Pasado este 

tiempo, los papeles totalmente secos se almacenaron en sobres de papel pergamino 

estériles, los cuales fueron conservados a 4°C hasta su uso.  

3.2. Producción de esporas y metabolitos 

secundarios de Bacillus velezensis 

3.2.1. Inoculación medios de cultivo 

Se realizó un overnight (12 a 18 horas de incubación) de las cepas IM2C2, IM2C6, IT1C8 

e IBUN 2755, tomando una colonia de cada una de las cepas activadas previamente (24 

horas) e inoculando en Falcón de 50 mL, los cuales contenían 5 mL de medio LB 

(composición por litro: Triptona 10 g, extracto de levadura 5 g, cloruro de sodio 10 g, y agar 

microbiológico 14 g). Los Falcon se incubaron a 30°C por alrededor de 16 horas. 

Posteriormente se realizaron 3 lavados con solución salina estéril (NaCl) al 0,85% y se 

ajustaron cada una de las suspensiones celulares a una absorbancia de 0.2 a 600 nm, 

equivalente aproximadamente a 1,0x107 UFC/mL. Las densidades celulares fueron 

confirmadas por medio del recuento en placa por microgota, en la cual se realizan 

diluciones seriadas y posteriormente se siembra 20 μL de las últimas 3 diluciones, como 

se indica en la Figura 3-1.  
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Figura 3- 1 Diagrama del montaje usado para el recuento en placa por microgota.  

Posteriormente se tomaron 250 μL del inóculo ajustado y se adicionaron en Erlenmeyer de 

125 mL que contenían 12,25 mL de Medio de esporulación - MES (composición por litro: 

Glucosa 3 g, Triptona 7 g, K2HPO4 6,8 g, y solución stock 10 mL compuesta por CaCl2 88 

mg/L, FeSO4 28 mg/L, MgSO₄ 120 mg/L, MnSO₄ 20 mg/L, y ZnSO₄ 14 mg/L) (Abarca et al., 

1992). Es decir, se empleó un volumen efectivo del 10% y una concentración inicial de 

2x105 UFC/mL. Se realizaron tres réplicas de cada medio, alcanzando un total de 12 

unidades experimentales, las cuales fueron incubadas a 30°C por 120 horas con agitación 

constante en agitador orbital Thermo Scientific MAX Q 4000. 

3.2.1.1. Modificación ajuste inóculo  

Posteriormente se vio la necesidad de realizar una modificación al momento de realizar el 

ajuste de las suspensiones bacterianas, donde únicamente se tuvo como referencia el 

recuento celular al momento de ajustar cada una para su uso, asegurando que las 

suspensiones de las cuatro cepas estuvieran a 1,0x107 UFC/mL, por medio del recuento 

en placa por microgota.  

3.2.2. Recuperación biomasa celular y 

sobrenadantes  

Transcurridas las 96 horas de cultivo, se procedió a tomar 3 mL del caldo de cultivo para 

realizar el recuento tanto de células vegetativas como de esporas y evaluar su actividad 
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biocontroladora. En el caso de la cuantificación de esporas, se realizó el recuento por 

microgota, como se describió anteriormente, previo sometimiento a choque térmico a 80°C 

por 10 minutos, lo que además permitió determinar la pureza de la muestra.  

El restante caldo de cultivo se dispuso en tubos tipo Falcon® de 15mL estériles, éstos 

fueron centrifugados a 8078 gravedades durante 20min a temperatura ambiente. El 

sobrenadante se recuperó mediante pipeteo para ser almacenados en tubos tipo Falcon® 

limpios y estériles para su uso posterior.  

3.2.3. Evaluación de la actividad antagonista in 

vitro 

Inicialmente, con el fin de determinar la actividad antagónica de cada una de las cepas se 

tomó el producto de la fermentación (esporas y sobrenadante). La evaluación 

biocontroladora contra B. cinerea se realizó empleando la técnica de difusión en discos, 

donde se dispuso un plug del hongo en el centro de una caja con agar PDA. 

Posteriormente, se dispusieron discos de papel filtro Whatman número 1, de 5mm de 

diámetro equidistantes al hongo, los cuales fueron impregnados con 20 μL del producto de 

la fermentación de cada bacteria evaluada y solución salina estéril al 0,85% como control 

negativo, como se muestra en la Figura 3-2. Las cajas fueron incubadas a temperatura 

ambiente durante 5 días, se realizaron 3 réplicas técnicas. Los halos de inhibición 

generados fueron fotografiados y analizados por medio de la herramienta ImageJ. Cada 

ensayo tuvo 3 repeticiones en el tiempo, totalizando 9 unidades experimentales.  
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Figura 3- 2 Diagrama del montaje usado para evaluar la actividad in vitro de cepas de B. velezensis contra B. 

cinerea 

3.2.4. Evaluación de la actividad antagonista in 

vivo en pétalos de rosa variedad Vendela.  

Para la determinar el potencial biocontrolador de las cepas de B. velezensis bajo 

condiciones in vivo, se llevó a cabo la evaluación de incidencia y severidad de la 

enfermedad sobre pétalos infectados con B. cinerea. La metodología se desarrolló de 

acuerdo a los protocolos establecidos en el Laboratorio de Microbiología Agrícola (Medina 

et al, 2009) con modificaciones, según se describe a continuación. 

3.2.4.1.1. Material vegetal 

Por la facilidad en la observación de la infección de la enfermedad y su respuesta 

hipersensible, la variedad de rosas seleccionada es véndela, este material fue 

suministrado por el departamento técnico de Gestiones y Representaciones Chía S.A.S, 

donde los tallos correspondían a flor nacional sin proceso de inmersión en productos para 

el control de Botrytis en poscosecha. 

Se realizo un despetele de los primeros cuatro pétalos de cada flor o todo aquel que 

presentara signos de maltrato o lesiones, posteriormente se tomaron los siguientes 4 a 6 
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pétalos. Lo anterior, con el fin de usar el tejido idóneo para lograr la infección de acuerdo 

a lo reportado por Piraquive en 2019. 

3.2.4.2. Evaluación de actividad antagónica in vivo 

Para realizar la evaluación de la actividad biocontroladora de cada cepa contra Botrytis 

cinerea empleando como sustrato pétalos de rosa, se siguió la metodología de pre-inóculo 

(primero la cepa y luego el hongo fitopatógeno). 

Se utilizó una mezcla de la suspensión de esporas a una concentración final de 1x108 

UFC/mL y el sobrenadante diluido al 50% obtenido de cada una de las cepas evaluadas. 

Posteriormente se realizó una modificación consistente en evaluar diferentes 

concentraciones del sobrenadante (100, 50, 5 y 0,5%). 

Recipientes plásticos con capacidad de 1 litro fueron preparados disponiendo una servilleta 

y una malla encima de ésta separados entre sí con palillos de madera, esta superficie sirvió 

de soporte para los pétalos. Se tomaron los pétalos por su superficie abaxial y con ayuda 

de un sacabocados se obtuvieron discos de pétalo con diámetro de 18,7 mm, a cada uno 

de los pétalos se les realizó inmersión por 5 segundos según el tratamiento (mezcla 

esporas y sobrenadante), como se muestra en la Figura 3-3. Los pétalos fueron dispuestos 

sobre la malla hasta que se secaran completamente (2 horas), se dispusieron 9 discos por 

caja.   

Transcurridas las dos horas y confirmando que la totalidad de los pétalos estuvieran secos, 

se colocó una gota de 2 µL de una suspensión ajustada de esporas de B. cinerea a 7x104 

conidios/mL, todo esto por triplicado. Para el testigo comercial (SWITCH®) se siguió el 

mismo procedimiento, utilizando una dosis comercial de 0,75 cc/L. De igual forma, para el 

control de enfermedad se aplicó una gota de la suspensión de conidios ajustada a pétalos 

sin previa inmersión en ningún producto, finalmente como control negativo se utilizó agua 

destilada estéril.  
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Figura 3- 3 Diagrama del montaje usado para evaluar la actividad in vivo cepas IM2C2, IM2C6, IT1C8 e 

IBUN 2755 contra B. cinerea en pétalo. 

Se agregó 10 mL agua destilada estéril en la superficie del recipiente sobre la servilleta 

previamente colocada, se cerraron herméticamente los recipientes y se almacenaron 

durante 5 días a temperatura 17±4°C y humedad relativa de 69±3% en ambiente cerrado 

y oscuro. Pasado este tiempo, se determinó el porcentaje de incidencia calculando la 

porción de pétalos infectados de cada uno de los tratamientos, esto con la fórmula:  

𝐼𝑛𝑐𝑖𝑑𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 (%) = (
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑒𝑡𝑎𝑙𝑜𝑠 𝑎𝑓𝑒𝑐𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑒𝑡𝑎𝑙𝑜𝑠
) × 100 

El índice de severidad de la enfermedad, se calculó mediante la fórmula desarrollada por 

Dik & Wubben, 2007 y reportada por Garcia, 2008, la cual se muestra a continuación: 

𝐼𝑆 =
0(𝑛0) + 1(𝑛1) + 2(𝑛2) + 3(𝑛3) + 4(𝑛4)

𝑛0 + 𝑛1 + 𝑛2 + 𝑛3 + 𝑛4
 

En donde,  

IS = Índice de Severidad  

n0 = número de pétalos afectados en nivel 0 de severidad  

n1 = número de pétalos afectados en nivel 1 de severidad  

n2 = número de pétalos afectados en nivel 2 de severidad  

n3 = número de pétalos afectados en nivel 3 de severidad  
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n4 = número de pétalos afectados en nivel 4 de severidad 

3.3. Selección medio de cultivo a optimizar  

Una vez seleccionada la cepa, y de acuerdo a reportes de literatura junto a avances previos 

del grupo de investigación, se realizó procedimiento descrito en las secciones 3.2.1, 3.2.2 

y 3.2.3, esta vez evaluando tres medios de cultivo diferentes, con el propósito de escoger 

el más adecuado para su posterior optimización. Estos son MES (diseñado para promover 

la esporulación), MOLP (diseñado para la producción de metabolitos secundarios con 

actividad biocontroladora) y MES MOD (medio intermedio de los dos primeros). El detalle 

de los tres medios se describe a continuación: 

Medio de esporulación (MES)(Abarca et al., 1992): composición por litro: Glucosa 3 g, 

Triptona 7 g, K2HPO4 6,8 g, y solución stock 10 mL (composición de solución stock: CaCl2 

88 mg/L, FeSO4 28 mg/L, MgSO₄ 120 mg/L, MnSO₄ 20 mg/L, y ZnSO₄ 14 mg/L). 

Medio óptimo para la producción de lipopéptidos (MOLP) (Ahimou et al., 2000): 

composición por litro: Peptona universal (Merck) 30 g, sacarosa 20 g, extracto de levadura 

7 g, K2HPO4 1,9 g, MgSO4 0,45 g, MnSO4 3,4 mg, y solución de elementos traza 1 mL 

(CuSO4, 1 mg/L; FeCl3 6H2O, 5 mg/L; NaMoO 42H2O, 4 mg/L; Kl, 2 mg/L; ZnSO4 7H2O, 

0.14 mg/L; H3BO4, 10 mg/L, Ácido cítrico 10 g/L) ajustado a pH 7. 

Medio de esporulación modificado (MES MOD): medio diseñado y estandarizado 

previamente por grupo de Investigación (Zuluaga, 2019): composición por litro: Peptona 

universal 3 g, sacarosa 10 g, glucosa 3 g, extracto de levadura 3 g, Triptona 4 g, K2HPO4 

4,8 g, y solución stock 10 mL (composición de solución stock: FeSO4 28 mg/L, MgSO₄ 120 

mg/L, MnSO₄ 20 mg/L, y ZnSO₄ 14 mg/L). 

Los cultivos de la cepa seleccionada en los diferentes medios evaluados fueron realizados 

durante 96 horas a 30°C en agitador orbital Thermo Scientific MAX Q 4000 con agitación 

constante. Una vez concluido los cultivos, se determinó la concentración final de células 

vegetativas y esporas por la técnica de microgota como se describió anteriormente. Cada 

medio de cultivo fue evaluado por triplicado, es decir en total se realizaron 9 unidades 

experimentales. 
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3.3.1. Evaluación de actividad antagónica de los 

metabolitos secundarios 

A diferencia de los ensayos descritos en la sección 3.2.3, la actividad antagónica fue 

evaluada empleando únicamente los sobrenadantes producidos tras 96 horas de 

incubación en cada medio de cultivo, por lo tanto, se realizó la eliminación de células y 

esporas. Para esto, el sobrenadante de cada unidad experimental separó en dos partes, 

la primera mitad fue filtrada usando filtros de jeringa Sartorius Minisart™ 0,2 μm de tamaño 

de poro; y el restante fue sometido a un ciclo de esterilización de 20 minutos a 121°C y 15 

PSI. Los productos obtenidos fueron evaluados siguiendo la metodología descrita 

anteriormente, como es mostrado en la Figura 3-4. Cada tratamiento tuvo tres repeticiones 

en el tiempo, totalizando 6 unidades experimentales.  

  

 

Figura 3- 4 Diagrama del montaje usado para evaluar la actividad in vitro IBUN 2755 contra B. cinerea en 

diferentes medios de cultivo. 

3.3.2. Curva de crecimiento en medio 

seleccionado  

Una vez seleccionado el medio de cultivo y con el fin de identificar el efecto del tiempo en 

la cantidad de biomasa producida, la esporulación y actividad anti fúngica, se hizo 
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seguimiento permanente de estas variables durante cultivos realizados a condiciones 

controladas como se describe a continuación.  

La cepa IBUN 2755 fue reactivada en agar LB e incubada por 24 horas a 30°C, 

posteriormente, se realizó el pre inoculó en medio MES Modificado, dejándolo incubar por 

16 horas a 30°C en agitador orbital Thermo Scientific MAX Q 4000 con agitación constante. 

Seguidamente se realizaron 3 lavados con solución salina estéril al 0,85% con el fin de 

eliminar el medio, finalmente la suspensión obtenida se ajustó su absorbancia a 0.2 a 

longitud de onda 600 nm. Una vez listo el inóculo, se procedió a agregar 1000 µL de éste 

en Erlenmeyer de 500 mL que contenía 50 mL de medio MES MOD, equivalente a un 

inóculo del 2%. Se tomaron muestras para determinar la cinética de crecimiento a las horas 

0, 3, 6 y 9, a partir de las 12 horas se tomaron en total 8 muestras cada 12 horas (12, 24, 

36, 48, 60, 72, 84 y 96h). Para el caso de la actividad biocontroladora in vitro, se tomaron 

7 muestras a partir de la hora 24 (24, 36, 48, 60, 72, 84 y 96h). 

3.4. Optimización medio y condiciones de cultivo 

Para la optimización de las condiciones y medio de cultivo se utilizó como base el medio 

MES MOD. Se analizaron cuatro factores, volumen efectivo, pH y dos fuentes complejas 

de nitrógeno, en un diseño de superficie de respuesta compuesto central 24 más estrella, 

rotable y ortogonal completamente aleatorizado. La Tabla 3.1 detalla los factores 

evaluados y sus correspondientes niveles, mientras que la Tabla 3.2. muestra las 32 

unidades experimentales realizadas. Las unidades experimentales fueron cultivadas en 

Erlenmeyer de 500 mL siguiendo metodología expuesta en la sección 3.2.1 durante 72 

horas. Posteriormente, se midió células vegetativas, esporas y actividad biocontroladora 

del sobrenadante in vitro siguiendo metodología presentada en las secciones 3.2.2 y 3.2.3. 

Factor Unidades 
Nivel 

-2 -1 0 +1 +2 

X1 

Volumen 

efectivo 
% 7 10 13 16 19 

X2 pH  5,9 6,4 6,9 7,4 7,9 

X3 Triptona g/L 0 1,33 2,33 4 5,33 
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X4 

Extracto 

de 

Levadura 

g/L 0 1 2 3 4 

Tabla 3 -1 Factores evaluados. 

 

Unidad 

experimental 

Factor Unidad 

experimental 

Factor 

X1 X2 X3 X4 X1 X2 X3 X4 

1 0 0 0 0 19 0 2 0 0 

2 0 0 0 0 20 0 0 0 0 

3 -1 -1 -1 1 21 0 0 0 0 

4 1 1 1 1 22 0 0 0 0 

5 1 1 1 -1 23 0 0 0 0 

6 -1 -1 1 1 24 0 0 2 0 

7 0 0 0 0 25 1 1 -1 1 

8 -2 0 0 0 26 0 0 0 0 

9 0 0 0 -2 27 0 -2 0 0 

10 1 -1 1 -1 28 -1 -1 1 -1 

11 2 0 0 0 29 0 0 -2 0 

12 1 -1 -1 1 30 1 -1 -1 -1 

13 0 0 0 2 31 -1 -1 -1 -1 

14 1 1 -1 -1 32 0 0 0 0  

15 -1 1 -1 -1 33 -1 1 1 -1 

16 -1 1 -1 1 34 0 0 0 0 

17 1 -1 1 1 35 0 0 0 0 

18 0 0 0 0 36 -1 1 1 1 

Tabla 3 -2 Unidades experimentales diseño experimental completamente aleatorizado.  

3.5. Evaluación de actividad antagónica in vivo de 

cultivos optimizados 

Una vez desarrollado el diseño experimental de superficie de respuesta, se obtuvo un 

modelo estadístico para cada una de las variables de respuesta estudiadas: densidad 

células vegetativas, densidad esporas y actividad in vitro. A partir de las dos últimas 
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variables de respuesta, se realizó en Excel® un frente de Pareto con el propósito de 

encontrar las condiciones óptimas teóricas de las cuatro variables independientes 

estudiadas. A partir de dicho frente de Pareto se escogió 3 condiciones teóricas como las 

de mayor potencialidad, las cuales fueron desarrolladas experimentalmente para su 

validación siguiendo metodología descrita en la sección 3.2.1. 

Tras 72 horas de cultivo se recuperó el sobrenadante siguiendo metodología de la sección 

3.3.1. al cual se evaluó su actividad antagónica in vivo a tres diluciones diferentes: sin 

diluir, 1/50 y 1/100. La medición de la actividad se hizo a través del porcentaje de incidencia 

y el índice de severidad de la enfermedad siguiendo metodología presentada en la sección 

3.2.4. 

Finalmente, se determinó el porcentaje de eficacia de los prototipos evaluados mediante 

la siguiente formula: 

(%)𝑃𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑗𝑒 𝑑𝑒 𝑒𝑓𝑖𝑐𝑎𝑐𝑖𝑎 = 1 − (
𝑃𝐼𝑇

𝑃𝐼𝑇𝑒
) ∗ 100 

En donde:  

PIT corresponde a Promedio de Infección Tratamiento  

PITe corresponde a Promedio de Infección Testigo enfermedad 

 

3.6. Análisis estadísticos  

Para el análisis de datos de los diferentes diseños experimentales realizados, en primer 

lugar, se valoró los supuestos de normalidad y homocedasticidad usando la prueba 

Shapiro Wilk y Barlette respectivamente, con un porcentaje de confianza del 95%. Se 

realizaron análisis de varianza (ANOVA) con nivel de confianza del 95% y posteriormente 

la prueba Tukey para la separación de medias en los casos donde se presentaron 

diferencias significativas según los ANOVAS. 

Para los datos no paramétricos se aplicó la prueba Wallis con un nivel de significancia del 

5% para comprobar la existencia de diferencias estadísticamente significativas. 



Resultados y discusión 37 

 

El análisis estadístico del modelo de superficie respuesta, se realizó empleando el software 

Statgraphics Centurion XV® (StatPoint Technologies, Warrenton, VA, USA) con una 

significancia del 5%. Se determinaron los intervalos de confianza para los valores óptimos 

teóricos de células vegetativas, esporas y actividad antagónica mediante la prueba Tukey 

con un nivel de confianza del 95%. 

Para el análisis estadístico se utilizó el software R versión 4.3.1. 

3.7. Esquema de trabajo 

El siguiente esquema muestra un resumen de la metodología que se siguió durante el 

desarrollo de la investigación (Figura 3-5): 
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Figura 3- 5  Esquema de trabajo.
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4. Resultados y discusión  

4.1. Selección cepa de B. velezensis  

En estudios previos realizados en el grupo de investigación se determinó la capacidad 

antagónica de diferentes cepas de Bacillus velezensis frente a  Botrytis cinerea (Piraquive 

Riveros, 2019), obteniendo resultados sobresalientes de cuatro cepas promisorias para el 

desarrollo de un producto de formulación líquida para el control de B. cinerea en rosas. 

Estas cepas fueron usadas como punto de partida de este estudio, buscando obtener la 

cepa con mayor potencial biocontrolador para poder de ser usada como principio activo en 

formulaciones futuras. 

Para esta primera etapa se evaluó la densidad celular y esporas producida tras 120 horas 

de incubación de las cepas IM2C2, IM2C6, IT1C8 e IBUN 2755. En la Figura 4-1 se 

evidencia que cuando se ajustaron los inóculos iniciales de las cepas a una absorbancia a 

600 nm de 0,2, las densidades celulares fueron estadísticamente diferentes, pues la cepa 

IBUN 2755 tuvo una concentración un orden de magnitud mayor en comparación a las 

otras cepas (4,67x106 UFC/mL vs 4,5 – 6,6x105 UFC/mL). 

 

Figura 4- 1 Recuentos celulares obtenidos tras ajuste de inóculos por absorbancia a 600 nm. Diferentes letras 

en las barras indican diferencias significativas según la prueba de Tukey (p<0.05) (barras de error equivalen a 

una desviación estándar con n=3) 
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Luego de las 120 horas de incubación se evidenció que tanto las células vegetativas como 

las esporas producidas fueron mayores en la cepa IBUN 2755 con recuentos de 8x1010 

UFC/mL y 5x1010 UFC/mL respectivamente, siendo diferente estadísticamente a las otras 

cepas evaluadas, cuyas concentraciones rondaron en el orden de 1,5x109 UFC/mL para 

las células vegetativas, las cuales no fueron diferentes entre sí. Pero para la producción 

de esporas, la cepa IM2C2 fue menor alcanzando recuentos de 3,2x108 UFC/mL, siendo 

estadísticamente significativo con respecto a las otras cepas evaluadas, datos mostrados 

en la Figura 4-2. 

 

 

Figura 4- 2 Recuentos celulares luego de incubación por 120 horas con inóculo ajustado por absorbancia. 

Diferentes letras en las barras indican diferencias significativas según la prueba de Tukey (p<0.05). (barras de 

error equivalen a una desviación estándar con n=3) 

Con los resultados obtenidos en este primer ensayo evidenciamos que la concentración 

del inóculo inicial tiene un efecto en la producción tanto de células vegetativas como 

esporas, además la diferencia en la correlación entre la absorbancia y la concentración 

celular en términos de unidades formadoras de colonia por mililitro de cada una de las 

cepas evaluadas, puede ser debido a la variación en el tamaño de las células siendo la 
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misma especie bacteriana, lo cual afecta la cantidad de luz absorbida y por ende la 

densidad óptica. Además, una concentración celular inicial alta puede provocar un 

consumo rápido de oxígeno y nutrientes, por ende, favorecer el proceso de esporulación 

(Mnif et al., 2013; Ramkrishna & Swaminathan, 2004).  

Para disminuir la probabilidad de sesgos por el ajuste inicial mediado por la medición de 

densidad óptica, se optó por ajustar los inóculos a una concentración celular a 1x107 

UFC/mL (figura 4-3), los cuales fueron inoculados de tal forma que la concentración celular 

inicial en el cultivo estuviera del orden de 1x105 UFC/mL, en otras palabras, el volumen de 

inóculo fue del 1%. 

 

Figura 4- 3 Recuentos celulares de inóculos obtenidos tras ajuste de densidad celular a 1x107 UFC/mL. La 

grafica representa el promedio de tres repeticiones en el tiempo. Diferentes letras en las barras indican 

diferencias significativas según la prueba de Tukey (p <0.05). (barras de error equivalen a una desviación 

estándar con n=9) 

Luego de las 120 horas de incubación, se evidenció que la cepa IBUN 2755 presentó la 

mayor producción tanto en términos de células vegetativas como de la producción de 

esporas, con recuentos del orden de 1011 UFC/mL, los cuales fueron diferentes 

estadísticamente a las otras cepas (Figura 4-4). Destaca también la cepa I1TC8 como la 

segunda de mayores recuentos, superiores a 2x1010 UFC/mL, siendo estadísticamente 

diferente a las cepas IM2C2 e IM2C6, cuyos recuentos no superaron 6x109 UFC/mL (figura 

4-4). 
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Figura 4- 4 Recuentos celulares luego de incubación por 120 horas con modificación en el ajuste de inóculo 

por densidad celular. La grafica representa el promedio de tres repeticiones en el tiempo. Diferentes letras en 

las barras indican diferencias significativas según la prueba de Tukey (p <0.05) (barras de error equivalen a 

una desviación estándar con n=9) 

Una vez obtenidos los recuentos celulares de la biomasa producida tras 120 horas de 

incubación, se quiso determinar el potencial biocontrolador de cada una de las cepas, 

evaluando su actividad antagónica in vitro del sobrenadante estéril, donde luego de 5 días 

de incubación se determinó que no había diferencias significativas entre ninguna de las 

cepas evaluadas (Figura 4-5). 
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Figura 4- 5 Actividad antagónica in vitro. La gráfica representa el promedio de tres repeticiones en el tiempo. 

Diferentes letras en las barras indican diferencias significativas según la prueba de Tukey (p<0.05) (barras de 

error equivalen a una desviación estándar con n=9) 

Posterior a esto, se evaluó el potencial biocontrolador de cada cepa in vivo usando como 

matriz pétalos de rosa variedad véndela. Al igual que los resultados de actividad obtenidos 

in vitro, no hubo diferencias significativas entre las cuatro cepas evaluadas tanto en la 

incidencia como en la severidad. No obstante, se observó que, a pesar de no haber 

diferencias significativas, la cepa IBUN 2755 presentó porcentaje de incidencia e índice de 

severidad menores con respecto al control de enfermedad (8,35 y 27,7% respectivamente), 

mostrados en las figuras 4-6 y 4-7. Estos resultados fueron coherentes con lo obtenido por 

Piraquive en 2019, donde posteriormente se implementó evaluar diferentes 

concentraciones del sobrenadante, pues se ha observado que cuando se utilizan 

concentraciones altas de éste, tienen un efecto negativo en los pétalos, tal vez por la 

concentración elevada de los metabolitos secundarios en la muestra. Adicional a esto, 
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poder diluir el sobrenadante tiene efectos positivos a nivel comercial, pues permitiría 

obtener mayor cobertura con el mismo volumen producido. 

 

Figura 4- 6 Porcentaje de incidencia de la enfermedad. Diferentes letras en las barras indican diferencias 

significativas según la prueba de Tukey (p <0.05) (barras de error equivalen a una desviación estándar con 

n=3) 

 

Figura 4- 7 Índice de severidad de la enfermedad. Diferentes letras en las barras indican diferencias 

significativas según la prueba de Tukey (p<0.05) (barras de error equivalen a una desviación estándar con 

n=3) 

Siguiendo esto, y teniendo como base los resultados anteriores tanto de producción de 

biomasa como de actividad antagónica y lo determinado por Piraquive en 2019, se decidió 
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evaluar las cepas IM2C6 e IBUN 2755 con diferentes concentraciones de sobrenadante. 

Esto con el fin de determinar qué tanto puede ser diluido el sobrenadante proveniente del 

cultivo celular, sin afectar su actividad antagónica. Se realizó un primer acercamiento a 

esta metodología, pero el ensayo tuvo que ser invalidado debido a que el testigo de 

enfermedad no nos permitió validar el experimento. Sin embargo, pudimos evidenciar en 

primera instancia que había un efecto de dosis respuesta cuando el sobrenadante era 

diluido al 5 y 0,5% (Figura A.1 y A.2 del Anexo A), los cuales no fueron estadísticamente 

diferentes al control químico. Adicionalmente, se observó un efecto negativo en el pétalo 

al utilizar concentraciones altas de sobrenadante. Esto se evidenció desde la aplicación 

inicial, pues se observó un obscurecimiento de los pétalos, lo cual se pudieron confundir 

con los síntomas de la enfermedad, así como sobreestimar tanto el porcentaje de 

incidencia como el índice de severidad (Figura A.3 del anexo A). Vale la pena resaltar que 

los resultados obtenidos de porcentaje de incidencia e índice de severidad del control de 

la enfermedad (barras rojas Figura A.1 y A.2 del Anexo A) no fueron los esperados, 

surgiendo la hipótesis que los pétalos empleados tenían rastros de fungicidas comerciales, 

alterando los resultados. Por lo cual se repitió el experimento, pero esta vez los pétalos 

fueron lavados previamente con agua destilada estéril (ADE), con el objeto de sacar 

cualquier traza de productos químicos aplicados para manejo de postcosecha. 

Con los resultados previos y evaluando si efectivamente las flores contaban con aplicación 

de fungicidas, se evaluó lavando las flores con ADE, donde se confirmó que los pétalos 

fueron tratados con fungicidas previamente a su uso en estos ensayos, puesto que luego 

del lavado con ADE el testigo de enfermedad tuvo porcentajes de incidencia superiores al 

90%, validándonos la infección en el experimento, Figuras 4-8 y 4-9.  

Se evidenció para ambas cepas que cuando se tiene el sobrenadante a una concentración 

de 0,5% su incidencia es menor con respecto a la concentración del 5%. Todos los 

tratamientos evaluados fueron diferentes significativamente al testigo de enfermedad, 

siendo el de la cepa IBUN 2755 con sobrenadante al 0,5% el tratamiento con el menor 

porcentaje de incidencia con el 59,25% (figura 4-8). En cuanto al índice de severidad, los 

cuatro tratamientos evaluados fueron diferentes estadísticamente al testigo de 

enfermedad, donde nuevamente el menor índice lo presentó la cepa IBUN 2755 con 

sobrenadante al 0,5%, reduciendo el índice de severidad más del 50% (Figura 4-9). 
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Figura 4- 8 Porcentaje de incidencia de la enfermedad pétalos lavados. Diferentes letras en las barras indican 

diferencias significativas según la prueba de Kruskal Wallis con significancia del 95% (barras de error equivalen 

a una desviación estándar con n=3). 
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Figura 4- 9 Índice de severidad de la enfermedad pétalos lavados. Diferentes letras en las barras indican 

diferencias significativas según la prueba de Kruskal Wallis con significancia del 95% (barras de error equivalen 

a una desviación estándar con n=3). 

Los resultados anteriormente descritos concuerdan con lo reportado por Jiang et al., 2018 

quienes identifican dos cepas de B. velezensis 5YN8 y DSN012 como agentes de 

biocontrol de B. cinerea en pimiento, suprimiendo el crecimiento y formación de la espora. 

De igual forma Toral et al., 2018 identificó el potencial de la cepa de B. velezensis XT1 

como biocontrolador de B. cinerea en tomate y uvas, cuyo análisis genómico determinó 

que contiene grupos de genes para la producción de lipopéptidos de síntesis no ribosomal 

relacionados con la producción de surfactina, iturina, fengicina y bacilomicina entre otros. 

Tambien Xu et al., 2021 determinaron el potencial biocontrolador de la cepa de B. 

velezensis QSE-21 y su sobrenadante libre de células frente a B. cinerea, inhibiendo su 

crecimiento micelial, su producción y germinación de conidios en tomates y manzanas. Así 

mismo, Teixeira et al., 2021 identificaron que la cepa de B. velezensis CMRP presentó 

actividad antagónica contra diferentes hongos entre ellos Sclerotinia sclerotiorum, 

Macrophomina phaseolina, Botrytis cinerea y Rhizoctonia solani, además encontraron que 

promovía el crecimiento vegetal en maíz. Sin embargo, se observó un efecto de dosis 

respuesta donde al disminuir la concentración del sobrenadante libre de células, mejor su 

control. Esto puede deberse a que, por una alta concentración de metabolitos secundarios 

en el sobrenadante impacte negativamente en los pétalos, afectándolos estructuralmente. 
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Un efecto similar fue reportado por Zhang et al., 2022, quienes reportaron que 

concentraciones altas del lipopéptido antifúngico micosubtilina producida por Bacillus 

subtilis J-15 inhiben el crecimiento radicular de Arabidopsis y algodón, mientras que 

concentraciones más bajas promueven el crecimiento vegetal. 

Finalmente, con los resultados obtenidos tanto de producción de biomasa como actividad 

antagónica in vivo, donde la cepa IBUN 2755 destacó, ésta fue seleccionada para el 

desarrollo de los objetivos posteriores de este proyecto. Esta cepa ha sido objeto de 

estudio en varias oportunidades en el grupo de investigación de Microbiología Agrícola. 

Los estudios de esta cepa incluyen su caracterización como bacteria formadora de 

endosporas con potencial biocontrolador, tanto in vitro como in vivo, frente a Rhizoctonia 

solani en papa criolla. También se ha demostrado su capacidad para producir lipopéptidos 

cíclicos como fengicinas y surfactinas, los cuales poden estar directamente relacionados 

con su actividad antifúngica (Blanco Zapata 2012). Por su parte, Pedraza-Herrera, 2015 

identificó el potencial de la cepa IBUN 2755 como biocontrolador de la bacteria 

Burkholderia glumae, fitopatógeno de arroz. Miranda Martínez, 2022 evidenció que la 

composición del medio de cultivo tiene un efecto directo sobre la producción de metabolitos 

secundarios. Además, identificó las surfactinas (surfactina C14 iso y normal, surfactina 

C12, surfactina B y surfactina D) como las principales moléculas con actividad 

antibacteriana y antifúngica contra fitopatógenos del arroz. Todos estos hallazgos nos 

permitieron tener un conocimiento más amplio del mecanismo biocontrolador de la cepa 

IBUN 2755, además de su potencial como agente de control biológico para B. cinerea en 

rosas.  

4.2. Selección medio de cultivo 

Una vez seleccionada la cepa de trabajo IBUN 2755, se quiso evaluar su comportamiento 

en cuanto a producción de biomasa y actividad antagónica en tres medios de cultivo 

nutricionalmente diferentes; los medios seleccionados fueron: medio esporulación (MES) 

(Abarca et al., 1992), medio MOLP (Ahimou et al., 2000) y medio Esporulación Modificado 

(MES MOD) (Zuluaga, 2019). 
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Se evidenció que, en cuanto a la producción de biomasa tanto de células vegetativas como 

de esporas, los medios MOLP y MES MOD no tuvieron diferencias entre sí, pero el medio 

MES fue el que mayor producción presentó tanto en células vegetativas como en esporas: 

2,18x1010 UFC/mL y 1,9x1010 UFC/mL, respectivamente, estos valores fueron 

estadísticamente superiores a los obtenidos en los otros medios evaluados, datos 

mostrados en la figura 4-10. Vale la pena resaltar que los porcentajes de esporulación para 

los medios MES, MES MOD y MOLP fueron de 87,2, 92,2 y 97,2%, respectivamente; 

alcanzando para todos los medios una eficiencia de esporulación superior al 85%, lo cual 

tiene un impacto positivo como potencial principio activo para bioinsumos. En el caso 

particular del medio MES, aunque fue la que menor eficiencia presentó, puede deberse a 

que falto tiempo de incubación para lograr la eficiencia del 100%, sin embargo, sigue 

siendo la que mayores recuentos tanto de células vegetativas como de esporas que se 

logró producir. 

. 

 

Figura 4- 10 Viabilidad celular de IBUN 2755 en tres medios nutricionalmente diferentes. La grafica representa 

el promedio de tres repeticiones en el tiempo. Diferentes letras en las barras indican diferencias significativas 

según la prueba de Tukey (p<0.05), las letras mayúsculas hacen referencia a las células vegetativas y las 

minúsculas a las esporas. (barras de error equivalen a una desviación estándar con n=9) 
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Para determinar la actividad antagónica mediada por los metabolitos secundarios 

producidos, se decidió evaluar el sobrenadante libre de células. Este sobrenadante fue 

tratado de dos formas diferentes, la primera sometiéndolo a un choque térmico con un ciclo 

de esterilización y en el segundo caso, la esterilización física por medio de filtración. Se 

pudo evidenciar que, tanto para el proceso de esterilización por calor como por filtración, 

el medio MOLP fue el que mayor actividad presentó, seguido de MES MOD y el que menor 

actividad antagónica presentó fue el medio MES, figura 4-11. 

En el caso de los sobrenadantes filtrados, en general presentaron mayor actividad que su 

par estéril, siendo estadísticamente diferente en cada uno de los medios evaluados; en el 

caso particular del medio MES, cuando se sometió al choque térmico la actividad se perdió 

totalmente, lo que nos puede sugerir que para el medio MES los metabolitos responsables 

de la actividad antimicrobiana contra B. cinerea no son termoestables. Adicionalmente, no 

hubo diferencia entre la actividad del sobrenadante estéril del medio MOLP y el filtrado del 

medio MES MOD, reflejado en la figura 4-11.  Sin embargo, se evidenció que en el medio 

MES MOD, hubo una reducción la actividad antagónica in vitro del 22% luego de ser 

sometido a esterilización, sugiriendo así que el 78% de los metabolitos secundarios 

responsables de la acción biocontroladora son termoestables. Un comportamiento similar 

se presenta en el medio MOLP, donde luego del proceso de esterilización se presenta una 

pérdida de la actividad biocontroladora in vitro del 28,7%, por lo que se puede sugerir que 

el 71,3% de los metabolitos secundarios responsables de la acción biocontroladora son 

termoestables. Lo anterior sugiere que la composición del medio de cultivo está 

íntimamente relacionada con la naturaleza de los metabolitos secundarios que se 

producen, donde para el caso de los medios MOLP y MES MOD más del 70% 

corresponden a metabolitos que son termoestables.  
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Figura 4- 11 Actividad antagónica de IBUN 2755 en tres medios nutricionalmente diferentes. La grafica 

representa el promedio de tres repeticiones en el tiempo. Diferentes letras en las barras indican diferencias 

significativas según la prueba de Tukey (p<0.05) (barras de error equivalen a una desviación estándar con 

n=9) 

La selección de los medios evaluados obedece a la necesidad de obtener el principio activo 

más promisorio tanto en cantidad de esporas como en actividad del sobrenadante, por ello 

se evaluó un medio el cual promoviera la esporulación (MES), uno que propiciara la 

producción de lipopéptidos (MOLP) y uno que conjugara los componentes nutricionales en 

particular las fuentes de carbono y nitrógeno de ambos medios (MES MOD). Por lo que los 

resultados obtenidos, fueron los esperados logrando obtener resultados tanto 

contrastantes como hallar un intermedio tanto en la producción de esporas como en la 

actividad antagónica in vitro entre los tres medios evaluados.  

Los resultados obtenidos en la producción de biomasa concuerdan con lo reportado por 

Zuluaga, 2019 quien evaluó la cepa IBUN 2755 frente a tres fitopatógenos de arroz en los 

tres medios evaluados, donde no hubo diferencias en la producción de biomasa entre los 

medios MOLP y MES MOD; mientras que el medio MES fue el que mejores resultados 

mostró en la producción tanto de células vegetativas como de esporas. Eso se debe a que 

MES es un medio nutricionalmente que promueve la generación de esporas, en respuesta 

al estrés ocasionado por el agotamiento nutricional y la acumulación celular, por lo tanto, 

no propicia la generación de metabolitos secundarios, entre ellos aquellos con actividad 
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biocontroladora (Errington, 2003; Ren et al., 2018). Por el contrario el medio MOLP, usado 

para promover la producción de surfactina e iturina A (Ahimou et al., 2000), el cual es 

nutricionalmente más complejo que el medio MES, favoreciendo así la producción de 

metabolitos secundarios por parte de la cepa IBUN 2755. 

Se observa que hay una mayor producción de células vegetativas y esporas en el medio 

MES, esto debido a un mayor contenido de algunos componentes, en particular las sales 

inorgánicas como CaCl2, FeSO4, MnSO4 y ZnSO4, las cuales están fuertemente 

relacionadas con el proceso de activación del sistema de esporulación, como lo demostró 

Kolodziej & Slepecky, 1964, quién estudió el efecto de estos iones en la esporulación en 

Bacillus megaterium. De igual manera, Ren et al., 2018, determinaron que los iones Mn+2, 

Fe+2 y Ca+2 en concentraciones óptimas aumentaron la esporulación de Bacillus 

amyloliquefaciens BS-20, siendo el magnesio y el hierro indispensables para el proceso de 

esporulación, participando además en la síntesis de metabolitos secundarios, mientras que 

el calcio, al quelarse con el ácido dipicolínico (Ca-ADP), ayuda a promover la resistencia 

al calor. También Posada-Uribe et al., 2015 evidenciaron que el MgSO4 en el medio de 

cultivo tiene un efecto positivo en el incremento de la esporulación alcanzando una 

concentración final de 1,58x109 UFC/mL.  

Sin embargo, hay que tener presente que los tres medios evaluados cuentan con una 

relación carbono-nitrógeno diferente, siendo MES aquel con la relación más baja, seguido 

de MOLP y el medio que cuenta con la relación más alta es MES MOD. Cuando la relación 

es mayor, la producción de células vegetativas aumenta, así como las esporas, mientras 

que cuando la relación es más baja se relaciona con que fase estacionaria tiene una mayor 

duración y retrasa la fase de muerte celular (Yuniarti et al., 2019). No obstante, como las 

fuentes de carbono y nitrógeno y sus concentraciones difieren en cada uno de los medios 

evaluados, explicaría por qué el medio MES, es el que mayor producción de células 

vegetativas y esporas genera, a pesar de ser el que posee la relación carbono nitrógeno 

más baja; pero su única fuente de carbono es la glucosa, la cual se ha evidenciado que en 

concentraciones bajas promueve la esporulación (Biermann et al., 2023; Yuniarti et al., 

2019) . La eficiencia en la esporulación presentada por los tres medios evaluados 

concuerda con lo reportado por Yuniarti et al., 2019, quienes identificaron que a mayor 

relación carbono-nitrógeno, mayor será la eficiencia en la esporulación de Bacillus sp. SB4, 
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alcanzando 42,8% cuando la relación es de 10, siendo estadísticamente diferente a 

relaciones de 7 y 4. 

En cuanto a los resultados de la actividad antagónica, los sobrenadantes tanto estériles 

como filtrados del medio MOLP fueron los que presentaron mayor inhibición de B. cinerea, 

seguido de medio MES MOD y MES, respectivamente, Figura 4-11. Siendo los resultados 

de MOLP los esperados debido a que la finalidad de este medio es aumentar el rendimiento 

en la producción de lipopéptidos en B. subtilis (Ahimou et al., 2000). Esto concuerda con 

lo reportado por Toral et al., 2018 quienes demostraron que este medio aumenta el 

rendimiento de la producción de lipopétidos en otra especie del género Bacillus y a su vez 

lograron una alta actividad antifúngica contra B. cinerea. Así mismo Calvo et al., 2021 

determinaron que cuando la cepa de B. velezensis BUZ-14 es cultivada en medio MOLP, 

inhibe el crecimiento de B. cinerea en uvas hasta un 60%, en comparación con dos testigos 

comerciales cuyos principios activos son B. subtilis QST 713 y B. amyloliquefaciens D747, 

los cuales reducen la enfermedad máximo en un 43% .  

Estos resultados concuerdan con lo reportado en el grupo de investigación por Miranda 

Martínez, 2022, quien evaluó la actividad del sobrenadante libre de células de IBUN 2755 

producida en diferentes medios entre ellos MES y MOLP contra tres fitopatógenos de arroz 

(dos hongos y una bacteria), evidenciando que cuando la cepa se crece en medio MOLP 

se obtiene mayor actividad antagónica frente a los tres fitopatógenos. Posterior a esto, por 

medio de metabolómica se identificó qué metabolitos, como surfactinas, iturinas y 

fengicinas, se producen tanto en medio MES como MOLP, encontrándose que en MOLP 

estos metabolitos se expresan en mayor abundancia. También (Zuluaga, 2019) evaluó la 

actividad antagónica de la cepa IBUN 2755 contra los fitopatógenos G. graminis y B. 

glumae cuando fue producida en MES, MES MOD y MOLP, evidenciando que los 

sobrenadantes libres de células no tienen diferencias significativas cuando son obtenidos 

del medio MES-MOD o MOLP, pero si es menor cuando se produce en MES, es decir 

resultados equivalentes a los obtenidos en la presente investigación. 

Cuando la cepa IBUN 2755 fue producida en el medio MES-MOD observamos que, su 

producción de biomasa, aunque fue menor estadísticamente que en medio MES, no hubo 

diferencias con el medio MOLP. Pero en términos de actividad antagónica este medio 

modificado presentó un comportamiento intermedio entre los otros dos medios evaluados, 

resultados similares fueron obtenidos por Zuluaga, 2019. Puesto que este medio de cultivo 
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fue diseñado como una alternativa para aumentar la producción de moléculas activas 

biológicamente, sin perder la capacidad de esporular rápida y eficientemente de la cepa 

IBUN 2755, el medio interpola las composiciones de los componentes de los medios MES 

y MOLP; permitiendo obtener mayor actividad antagónica que MES, sin afectar la 

producción de biomasa. El aumento de la actividad antagónica en este medio de cultivo 

puede deberse a que nutricionalmente es mejor en términos de cantidad y variedad tanto 

de fuentes de carbono como de nitrógeno que el medio MES. Esto se debe a que las 

fuentes de carbono (C) y nitrógeno (N) impulsan el flujo metabólico hacia la producción de 

biomasa y de metabolitos secundarios, siendo importante señalar que para estos últimos 

se prefiere una relación C:N alta (Sharma et al., 2022). De acuerdo a esto y según lo 

reportado por Görke & Stülke, 2008 donde ocurre una represión de catabolitos de carbono 

como mecanismo regulador, priorizando la utilización de fuentes de carbono preferidas e 

inhibiendo el uso de fuentes secundarias, permitiendo así el uso selectivo de sustratos de 

una mezcla de diferentes fuentes de carbono. La cepa IBUN2755 debió consumir primero 

la fuente simple de carbono (glucosa) para continuar con una fuente más compleja 

(sacarosa), lo que conduce a la producción de metanolitos secundarios. 

Con los resultados obtenidos previamente y teniendo en cuenta los beneficios de tener 

más de una fuente de carbono disponible en el medio de cultivo, se decidió seleccionar 

como medio base el medio de cultivo MES MOD para realizar el proceso de optimización. 

Por ello iniciamos determinando el perfil en el tiempo del crecimiento de la cepa IBUN 2755 

en este medio. Se identificó que tiene un comportamiento de curva diaúxica (Figura 4-12), 

lo cual se debe a la presencia de dos fuentes de carbono, glucosa y sacarosa, como se 

mencionó previamente. Inicialmente se identificó una fase de latencia entre la hora 0 y las 

3 horas (T1). Seguidamente, sucede la primera fase exponencial, que va desde las 16 

horas hasta las 48 horas (T2), luego se presenta una segunda fase de adaptación entre 

las 60 y 72 horas (T3), seguida de la segunda fase exponencial culminando a las 96 horas 

(T4). 
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Figura 4- 12 Perfil de crecimiento en DO de la cepa IBUN 2755 en medio MES MOD. T1: fase de latencia, T2: 

Primera fase exponencial, T3: Segunda fase de latencia, T4: segunda fase exponencial. (barras de error 

equivalen a una desviación estándar con n=3) 

Se realizaron recuentos celulares a lo largo del perfil del crecimiento, evidenciando que a 

las 96 horas de cultivo se obtuvo la mayor concentración celular, con significancia 

estadística, tanto de células vegetativas como de esporas, alcanzando recuentos de 

1,06x1010 UFC/mL y 9,97x109 UFC/mL, respectivamente equivalentes a una esporulación 

del 94%, como se observa en la Figura 4-13. 
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Figura 4- 13 Cinética de crecimiento en UFC/mL de la cepa IBUN 2755 en medio MES MOD. Diferentes letras 

en las barras indican diferencias significativas según la prueba de Tukey (p<0.05) (barras de error equivalen a 

una desviación estándar con n=3) 

En la figura 4-14 se observan los resultados de la actividad antagónica in vitro, 

evidenciando que a partir de las 72 horas se alcanzó la máxima inhibición de B. cinerea, 

la cual no se vio afectada en las posteriores horas, pues no hubo diferencias 

estadísticamente significativas entre las 72 y 96 horas de incubación (Figura 4-14). 
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Figura 4- 14 Actividad antagónica in vitro contra B. cinerea durante el perfil de crecimiento en medio MES-

MOD. La grafica representa el promedio de tres repeticiones en el tiempo. Diferentes letras en las barras 

indican diferencias significativas según la prueba de Tukey (p<0.05) (barras de error equivalen a una desviación 

estándar con n=3) 

De acuerdo con los datos obtenidos, se podría inferir que, para el propósito de la 

producción de un principio activo con miras a una formulación, es factible hacer las 

evaluaciones posteriores a cultivos de 72 horas de incubación, pues no hay diferencias 

significativas en la actividad presentada a partir de dicha hora, lo que permite sugerir que 

los metabolitos secundarios responsables de actividad biocontroladora ya se han formado 

en la hora 72. A partir de esto, para los ensayos posteriores de la presente investigación, 

se redujo de 96 a 72 horas el tiempo de cultivo de las unidades experimentales evaluadas. 

Esta decisión permite, además de acortar los tiempos de fermentación lo que se reflejaría 

en costos de producción, también dar estabilidad de los metabolitos secundarios. 

Para el desarrollo de una formulación biológica es importante optimizar el comportamiento 

del principio activo, además para el caso de productos biocontroladores a partir de 

bacterias Gram positivas esporuladas, también es fundamental maximizar su perfil de 

esporulación. Esta optimización requiere identificar las condiciones adecuadas del cultivo, 

por ejemplo, el pH, el tipo y concentración de las fuentes de carbono y nitrógeno, entre 

otras (Leggett et al., 2011; Z. Xu et al., 2024). Al mismo tiempo, investigadores han 

determinado la asociación entre asociación entre variables como el pH, la temperatura, la 

relación carbono-nitrógeno y la salinidad con la producción de biosurfactantes (Biermann 

et al., 2023; Biermann & Beutel, 2023; Sharma et al., 2022). Sin mencionar que, al ser un 
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proceso aeróbico las células necesitan el oxígeno para sus procesos metabólicos, 

respiración, proliferación y síntesis de productos, por lo que es importante tener en cuenta 

la tasa de consumo de oxígeno (OTR) y la tasa de transferencia de oxígeno (OUR), las 

cuales estarán determinadas por el tipo de microorganismo y las propiedades físicas del 

entorno de producción, respectivamente (Vehapi et al., 2023). 

De acuerdo con lo anterior, se realizó un diseño experimental con miras a lograr la 

optimización las condiciones del cultivo, donde se buscó hallar los valores óptimos de pH, 

volumen efectivo (como una medida indirecta de la transferencia de oxígeno) y la 

concentración de las dos fuentes de nitrógeno presentes en el medio evaluado (triptona y 

extracto de levadura). 

Por ello se realizó un diseño compuesto central 24 más estrella, donde se establecieron 3 

respuestas, las cuales fueron recuento de células vegetativas, recuento de esporas y 

actividad antagónica in vitro (halo de inhibición) simplificados como R1, R2 y R3 

respectivamente en tabla 4-1 (Figura B.1 y B.2 del anexo B). La tabla 4-2 presenta el 

resumen de los modelos de regresión ajustados para cada una de las respuestas. 

Finalmente, la Tabla 4-3 muestra los coeficientes de estos modelos de regresión, según 

se muestra en la Ec. 4.1. 

Unidad 

Experimental 

Respuesta Unidad 

Experimental 

Respuesta 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 

1 4,83E+09 2,50E+09 4,03 19 2,67E+10 2,50E+09 3,96 

2 4,50E+09 3,00E+09 3,92 20 3,00E+09 2,67E+09 3,96 

3 5,67E+10 4,83E+09 5,13 21 4,67E+09 3,67E+09 3,82 

4 3,67E+09 2,17E+09 3,83 22 3,50E+09 2,50E+09 3,86 

5 2,67E+09 1,50E+09 4,46 23 4,33E+09 2,17E+09 3,96 

6 4,00E+10 7,67E+08 3,41 24 7,33E+09 1,67E+09 4,38 

7 4,00E+09 2,50E+09 3,93 25 2,17E+09 2,33E+09 3,88 

8 8,17E+10 5,50E+09 4,78 26 3,17E+09 3,83E+09 3,96 

9 2,33E+09 1,67E+09 5,47 27 9,17E+08 4,17E+08 4,63 

10 3,33E+09 1,67E+09 4,11 28 3,00E+11 2,83E+10 4,91 
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11 4,00E+10 1,17E+09 4,94 29 1,83E+09 1,83E+09 4,54 

12 4,00E+09 1,33E+09 3,97 30 2,17E+09 2,17E+09 3,38 

13 2,33E+10 1,67E+09 4,50 31 7,50E+09 6,50E+09 4,53 

14 3,00E+09 1,67E+09 4,87 32 5,17E+09 3,00E+09 3,81 

15 3,00E+09 2,83E+09 3,43 33 2,17E+09 2,67E+09 4,90 

16 4,00E+09 3,17E+09 3,48 34 3,67E+09 2,33E+09 3,82 

17 2,50E+09 1,17E+09 6,01 35 3,00E+09 2,67E+09 3,88 

18 2,83E+09 1,67E+09 3,97 36 3,83E+09 2,17E+09 4,76 

Tabla 4- 1 Valores de respuestas de unidades experimentales de diseño completamente 

aleatorizado, Unidades: R1 y R2 UFC/mL, R3 cm2 

 Respuesta Unidades R2 
Error 

estándar 

R1 

Producción 

células 

vegetativas 

UFC/mL 59,4142 0,368552 

R2 
Producción 

Esporas 
UFC/mL 52,9118 0,259213 

R3 
Actividad 

Antagónica 
cm2 46,9144 0,055923 

Tabla 4- 2 Resumen de los modelos de regresión. (α=5%, g.l.modelo) 

𝑌𝑛 = a0𝑛 − a1𝑛 × X1 + a2𝑛 × X2 + a3𝑛 × X3 − a4𝑛 × X4 − a5𝑛 × X1
2 + a6𝑛 × X1 × X2 − a7𝑛 ×

X1 × X3 + a8𝑛 × X1 × X4 − a9𝑛 × X2
2 + a10𝑛 × X2 × X3 + a11𝑛 × X2 × X4 − a12𝑛 × X3

2 +

a13𝑛 × X3 × X4 + a14𝑛 × X4
2         (Ec. 4.1) 

Factor Coeficiente 
Respuesta 

R1 R2 R3 

Constante a0𝑛 30,815 10,7076 0,559412 

X1 a1𝑛 -0,0221288 -2,35491 0,189642 

X2 a2𝑛 -2,47976 1,46572 0,133859 

X3 a3𝑛 1,49713 0,470657 0,132543 

X4 a4𝑛 -2,13181 -0,684754 -0,142941 

X1
2 a5𝑛 0,0441662 -0,00403773 -0,00517237 
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X1* X2 a6𝑛 0,0326171 0,29344 -0,0222579 

X1* X3 a7𝑛 -0,0800027 -0,0705412 -0,0196244 

X1* X4 a8𝑛 -0,00483354 0,035434 0,00521837 

X2
2 a9𝑛 0,00676138 -0,201924 -0,0136966 

X2* X3 a10𝑛 -0,134414 0,00654427 -0,0124179 

X2* X4 a11𝑛 0,194436 0,0600779 0,011576 

X3
2 a12𝑛 -0,0178117 -0,0678024 0,00861297 

X3* X4 a13𝑛 -0,017759 0,00202487 -0,00367704 

X4
2 a14𝑛 0,0295426 0,00526669 0,00261454 

Tabla 4- 3 Matriz coeficientes modelos de regresión ajustados para Ec. 4.1 

Los modelos de regresión ajustados se muestran en tabla 4-2, observamos que los 

coeficientes de determinación (R2) para estos modelos de regresión permiten explicar 

mínimo el 46,9% de las variaciones experimentales. La reducción en este coeficiente 

puede deberse a la gran heterogeneidad experimental en el proceso de crecimiento de 

células. Sin embargo, en este caso se verificó que las réplicas fueran homogéneas en 

términos de producción de biomasa y actividad antagónica, lo que nos validó el modelo, 

datos mostrados en Figura B.1 y B.2 del anexo B. 

4.2.1. Producción células vegetativas  

En el Figura B.1 del anexo B, se muestra gráficamente los datos obtenidos de la producción 

de biomasa, donde las barras azules representan los recuentos de las células vegetativas 

de cada una de las unidades experimentales evaluadas. En cuanto a la producción, el 

coeficiente de determinación (R2) en el modelo de regresión explica el 59,4% de la 

variación experimental, en el diagrama de Pareto mostrado en la figura 4-15 se observa 

que el efecto estandarizado del volumen efectivo (efecto principal) y de su término 

cuadrático son negativo y positivo, respectivamente, lo que significa que hay un valor 

óptimo para la producción de células vegetativas. Por el contrario, a medida que se 

aumenta porcentaje de volumen efectivo, la producción de células vegetativas disminuye. 

Por otro lado, las dos fuentes de nitrógeno evaluadas tuvieron un efecto estandarizado 

positivo, mientras que la interacción de éstas tuvo un efecto estandarizado negativo, lo 

cual permite inferir que cuando las dos fuentes de nitrógeno están separadas, aumentar 
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su concentración favorece la producción de células vegetativas, mientras que cuando 

están combinadas, un aumento simultaneo en sus concentraciones afecta negativamente 

la producción de células vegetativas. El pH es el único factor cuyo efecto principal no tuvo 

efecto estandarizado significativo sobre la producción de células vegetativas. No obstante, 

su interacción con el volumen efectivo sí tuvo un efecto estandarizado positivo, lo cual 

pudo deberse a que esta interacción favorece la captación de nutrientes para necesarios 

para el crecimiento celular. Dicha relación se muestra en la figura 4-16, donde se evidencia 

que, si el pH es bajo, la mayor formación de células vegetativas se obtiene a volúmenes 

efectivos bajos. Por el contrario, si el pH es alto, la mayor formación de células vegetativas 

se obtiene con volúmenes efectivos altos. Este comportamiento interesante puede deberse 

a que el volumen del medio afecta la concentración de oxígeno y la eliminación del CO2, 

influyendo en el pH y en la producción de células vegetativas. Todas las demás 

interacciones no tuvieron efecto significativo sobre la formación de células vegetativas. 

 

Figura 4- 15  Diagrama de Pareto estandarizado de células vegetativas. Las combinaciones de las letras 

hacen referencia a la interacción de los factores.  

 



 
62 Diseño y evaluación del principio activo de un prototipo de formulación de 

Bacillus velezensis para el control de Botrytis cinerea en rosas 

 

 

Figura 4- 16 Superficie respuesta interacción estimada entre el pH y Volumen efectivo en la producción de 

las células vegetativas. 

En la figura 4-17, se muestran los efectos principales de cada uno de los factores 

evaluados, donde se evidencia que el extracto de levadura tiene una tendencia 

ascendente, indicando que, al aumentarlo se favorecerá la producción de células 

vegetativas, la misma tendencia se ve con la triptona. En cuanto al pH, se infiere que, 

dentro del rango evaluado, no tiene gran impacto sobre la producción de células 

vegetativas, como se describió previamente. Por último, el volumen efectivo, se observa 

que su efecto principal primero disminuye y luego aumenta, lo que traduce en un efecto 

cuadrático y por lo tanto cuenta con un mínimo, equivalente a lo descrito previamente.  
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Figura 4- 17 Efectos principales para la producción de células vegetativas. 

En las Figura C.1 a C.6 del anexo C se observa el comportamiento de la producción de 

células vegetativas con respecto a los cuatro factores evaluados y sus interacciones. En 

primer lugar, se aprecia la interacción de las dos fuentes de nitrógeno evaluadas, donde 

se evidencia que a concentraciones mínimas de extracto de levadura y máximas evaluadas 

de triptona se obtienen los recuentos más altos de células vegetativas. También 

evidenciamos que la interacción del volumen efectivo con las dos fuentes de nitrógeno 

evaluadas es similar, donde la producción de biomasa no se ve fuertemente perturbada 

por los cambios de concentración de las fuentes de nitrógeno, mientras el volumen efectivo 

se mantenga en el menor porcentaje evaluado (7%), pero su pico de producción se da al 

tener la mayor concentración de la fuente de nitrógeno para ambos. Por último, la 

interacción entre las dos condiciones del cultivo evaluadas (volumen efectivo y pH), esta 

interacción no es lineal, evidenciando que cuando ambos factores están en los limites 

inferiores evaluados se obtiene la mayor producción.  

Finalmente, se obtuvo que la producción óptima teórica de células vegetativas se logra a 

las siguientes condiciones: Extracto de levadura 1,32 g/L, pH 5,9, Triptona 5,3 g/L y 

volumen efectivo 7,0%, obteniendo recuento teórico de 1,7x1013 UFC/mL. 

Los resultados obtenidos por Abdel-Mawgoud et al., 2008, donde identificaron que el pH 

afecta tanto el crecimiento bacteriano como la producción de surfactina, demostrando que 

Bacillus subtilis BS5 puede crecer a pH entre 6 y 9, sugieren que nuestros resultados 
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indican una respuesta similar en la cepa IBUN 2755. De igual forma Li et al., 2020 

establecen que el pH inicial afecta la membrana celular, su morfología, actividad 

enzimática y absorción de nutrientes, por lo tanto, influirá en el crecimiento microbiano y 

síntesis de metabolitos. También, Moita et al., 2005 establecieron luego de optimizar este 

parámetro que un pH de 6 favorece el crecimiento celular de Bacillus subtilis CCMI 355, 

así como la producción de metabolitos antifúngicos. Todos estos resultados indican que 

es de gran importancia determinar cuál es el valor óptimo de pH, para una cepa particular 

de Bacillus spp., tanto para aumentar la producción de biomasa como para la producción 

de metabolitos secundarios. En cuanto a la medida indirecta de coeficientes volumétrico 

de transferencia de oxígeno (kLa), merece mencionar que Arias Zabala et al., 2001, 

identificaron que a menor volumen del líquido, mayor será el kLa, esto también fue 

establecido por Maier & Büchs, 2001, quienes determinaron que el aumento del kLa se 

logra al aumentar  la frecuencia de agitación, reducción del volumen de llenado o 

aumentando el diámetro de agitación. Esto nos permite inferir que las variaciones en el 

volumen efectivo evaluadas en este trabajo se relacionan con los valores de kLa, variable 

muy importante dentro de las condiciones de cultivo celular en condiciones aeróbicas.  

4.2.2. Producción esporas 

En el Figura B.1 del anexo B se muestra gráficamente los datos obtenidos de la producción 

de biomasa, donde las barras rojas representan los recuentos de esporas de cada una de 

las unidades experimentales evaluadas. En cuanto a su producción, el coeficiente de 

determinación (R2), el modelo de regresión explica el 52,9% de la variación experimental. 

El diagrama de Pareto mostrado en la figura 4-18, se observa que el efecto principal del 

volumen efectivo y del extracto de levadura, junto a la interacción extracto de levadura y 

triptona, tienen un efecto estandarizado negativo sobre la producción de esporas (Figura 

4-18, barras azules), indicando así que aumentar estos factores podría disminuir la 

producción de esporas. Las interacciones del extracto de levadura con el pH y con el 

volumen efectivo junto a la interacción del pH con la triptona, tuvieron un efecto 

estandarizado positivo en la producción de esporas, (Figura 4-18 barras grises). Por último, 

el efecto cuadrático de la triptona tiene un efecto estandarizado negativo, lo que traduce 

que dentro del intervalo estudiado hay una concentración óptima de la triptona a la cual se 
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logra la máxima concentración teórica de esporas, pasada dicha concentración, la cantidad 

de esporas que se pueden formar empiezan a disminuir. Los demás efectos principales, 

cuadráticos e interacciones no tuvieron un efecto estandarizado en la formación de 

esporas. Lo previamente descrito también se puede evidenciar en la gráfica de efectos 

principales mostrada en la Figura 4-19.  

 

Figura 4- 18 Diagrama de Pareto estandarizado de Esporas. Las combinaciones de las letras hacen 

referencia a la interacción de los factores.  
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Figura 4- 19 Efectos principales para la producción de esporas 

En las Figuras C.7 a C.12 del Anexo C se observa el comportamiento de la producción de 

esporas con respecto a los cuatro factores evaluados y sus interacciones. En primer lugar, 

se evidencian las interacciones del extracto de levadura con los otros tres factores 

evaluados, donde en primera instancia se determina que a medida que se aumenta la 

concentración de extracto de levadura la producción de esporas disminuye como se 

observó en la figura 4-19, esto puede deberse a que al aumentar esta concentración se 

favorece la producción de células vegetativas, pero no la esporulación, fenómeno visto en 

la sección 4.2.1. Por el contrario, tanto el pH como la triptona y el volumen efectivo 

presentan un valor óptimo donde cualquier modificación en ellos, aumentándolos o 

disminuyéndolos, impactará en la producción de esporas. En la interacción entre el pH y 

el volumen efectivo, observamos que ambos tienen una zona mínima de producción de 

esporas en el centro, lo cual sugiere que para maximizar la producción se deben ajustar 

los valores de ambos factores fuera del centro. Por otro lado, en la interacción entre la 

triptona y el pH se evidencia que hay una combinación óptima para la producción de 

esporas observándose en forma de arco en ambos ejes.  

Finalmente, se obtuvo que, para la optimización de la producción de esporas, los valores 

óptimos de cada uno de los factores evaluados son: Extracto de levadura 0 g/L, pH 5,9, 
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Triptona 3,7 g/L y volumen efectivo 7,6%, obteniendo recuento teórico de 1,3x1011 

UFC/mL. La cual corresponde a un incremento en la esporulación del 2263,6% respecto a 

las condiciones de referencia, es decir medio MES MOD con volumen efectivo del 10. 

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Kamoun et al., 2022, quienes 

aumentaron la producción de esporas de B. amyloliquefaciens BS13 alcanzando 

3,0x1010UFC/mL cuando el medio de cultivo contenía 3 g/L de triptona y 1,5 g/L de extracto 

de levadura. También, Vehapi et al., 2023 evidenciaron el efecto de la temperatura de 

incubación a 30°C y pH 6 en el rendimiento de las esporas producidas por B. subtilis ATCC 

6633 alcanzando recuentos de 1,18x1010 UFC/mL. En cuanto al efecto de la interacción de 

las dos fuentes de nitrógeno evaluadas, puede deberse a la compleja relación entre 

limitación o exceso en la disponibilidad de nitrógeno, pues cuando hay menor 

disponibilidad puede conducir a muerte celular con un aumento en la producción de 

biosurfactantes, pero cuando hay un exceso se desvía el flujo metabólico hacia crecimiento 

y división celular, aumentando el crecimiento exponencial pero disminuyendo la producción 

de metabolitos secundarios (Sharma et al., 2022). Así mismo, Biermann et al., 2023 

establecen que el ajuste del pH inicial puede mejorar tanto el crecimiento celular como la 

esporulación, con un pH mínimo de 5 para el proceso de esporulación, identificando que, 

si no se controla el pH, la eficiencia de esporulación puede llegar a ser muy reducida del 

1,4% en comparación a cuando si se controla con eficiencias entre el 80 y 90%.  

4.2.3. Actividad antagónica  

En el Figura B.2 del anexo B se muestra gráficamente los datos obtenidos de la actividad 

antagónica del sobrenadante estéril de cada una de las unidades experimentales 

evaluadas. El coeficiente de determinación (R2) del modelo de regresión explica el 46,9% 

de la variación experimental. El diagrama de Pareto de la figura 4-20, muestra que el 

extracto de levadura y el volumen efectivo fueron las variables cuyos efectos principales 

tuvieron un efecto estandarizado, en ambos casos el efecto fue positivo en la actividad 

antagónica. Referente a efectos cuadráticos, las variables volumen efectivo y triptona 

tuvieron un efecto estandarizado positivo, lo cual sugiere que hay un valor mínimo de cada 

uno de estos factores para la actividad antagónica con efecto positivo. En cuanto a 

interacciones, aquellas con efecto estandarizado fueron: 1) Extracto de levadura con 

triptona y 2) volumen efectivo con pH. La primera interacción tuvo un efecto estandarizado 

negativo, lo que traduce en que un aumento simultáneo de éstas afectaría negativamente 
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la actividad antagónica. La segunda interacción tuvo un efecto estandarizado positivo, es 

que decir que un incremento simultáneo de sus variables favorece la actividad antagónica. 

Lo anterior es bastante interesante, dado que en la primera interacción están involucradas 

las fuentes de nitrógeno (medio de cultivo), mientras que en la segunda interacción están 

involucradas las variables relacionadas con las condiciones de cultivo: el pH y la 

disponibilidad de oxígeno expresada por el volumen efectivo. Este fenómeno puede 

presentarse debido a que, aumentando el volumen efectivo y el pH, puede generarse 

menor disponibilidad de oxígeno y captación de nutrientes, por ende, un estrés que lleve a 

la célula a generación de metabolitos, favoreciendo la actividad antagónica.   

 

Figura 4- 20 Diagrama de Pareto estandarizado de Actividad antagónica. Las combinaciones de las letras 

hacen referencia a la interacción de los factores.  

En la figura 4-21 se muestran los efectos principales de cada uno de los factores evaluados 

en la actividad antagónica contra Botrytis cinérea. Se evidencia que para el extracto de 

levadura el comportamiento es casi lineal y positivo, el cual exactamente el opuesto al 

observado en la figura 4-19 para la producción de esporas. Este mismo comportamiento 

opuesto entre actividad antagónica y producción de esporas también se evidenció con la 

triptona y, parcialmente, con el volumen efectivo, lo cual lleva a sugerir que es necesario 

un proceso de optimización multiobjetivo que permita encontrar las condiciones óptimas 

de extracto de levadura, triptona y volumen efectivo que optimice simultáneamente la 

formación de esporas y la actividad antagónica.  
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Figura 4- 21 Efectos principales para la Actividad antagónica deI BUN 2755 contra B. cinerea crecida en 

diferentes medios y condiciones de crecimiento 

De la Figura C.13 a C.18 del anexo C se muestra el comportamiento de la actividad 

antagónica contra B. cinérea con respecto a los cuatro factores evaluados y sus 

interacciones. En primer lugar, se observa que entre mayor sea la concentración de 

extracto de levadura, mayor será la actividad producida. En su interacción con el pH, el 

extracto de levadura tiene un efecto dominante pero la actividad más alta se obtiene a 

Extracto de levadura alto y pH intermedio, debido a que presenta una ligera curva 

indicando un valor óptimo. Un efecto similar ocurre con la interacción extracto de levadura 

- volumen efectivo, observándose que la mayor actividad se logra a valores altos de ambas 

variables. Sin embargo, la interacción entre las dos fuentes de nitrógeno evaluadas, se 

observa un efecto antagónico entre ambos factores, donde la mayor actividad es generada 

cuando uno de ellos presenta concentraciones altas y el otro, por el contrario, 

concentraciones bajas. Esto puede ocurrir debido a que una deficiencia o exceso en el 

nitrógeno disponible puede afectar tanto la producción de esporas como la producción de 

metabolitos secundarios (Sharma et al., 2022). También se observó que en la interacción 

pH – triptona, la curvatura sugiere que el efecto del pH está determinado por la cantidad 

de triptona que esté presente.  

Finalmente, la optimización de la actividad antagónica teóricamente se logra para las 

siguientes condiciones: Extracto de levadura 4 g/L, pH 7,4, Triptona 0,03 g/L y volumen 



 
70 Diseño y evaluación del principio activo de un prototipo de formulación de 

Bacillus velezensis para el control de Botrytis cinerea en rosas 

 
efectivo 19%, el valor estimado de actividad antagónica es un área de inhibición de 11,66 

cm2, la cual corresponde a un incremento en la actividad antagónica del 147,56% respecto 

a las condiciones de referencia, es decir medio MES MOD con volumen efectivo del 10%. 

Los resultados descritos previamente concuerdan con lo descrito por Yang et al., 2025, 

quienes optimizaron la producción de metabolitos antifúngicos de Streptomyces sp. KN37, 

la fuente de nitrógeno más adecuada fue el extracto de levadura. De igual forma, 

Thangamani et al., 2009, optimizaron del medio de fermentación y las condiciones para la 

producción de péptidos antimicrobianos de B. licheniformis AnBa9, aumentando su 

producción de surfactinas 25 veces con respecto al control. Donde el extracto de levadura 

destacó entre las variables evaluadas, pues concentraciones altas (45g/L) favorecieron la 

producción de péptidos antimicrobianos. Así mismo, Suwanmanon & Hsieh, 2014, 

optimizaron el medio de cultivo para la producción de ácido aminobutírico gama y de 

nattokinasa por Bacillus subtilis, identificando como fuente de nitrógeno óptima el extracto 

de levadura (20.58 mg/mL). De acuerdo a lo reportado por varios autores, el extracto de 

levadura ha sido usado ampliamente como componente en medios de cultivo para la 

producción de metabolitos antimicrobianos debido a que es un elemento esencial para la 

síntesis de ácidos nucleicos y proteínas, además de intervenir en el desarrollo de 

microorganismos por su contenido de aminoácidos y vitamina B, gracias a su disponibilidad 

de aminoácidos libres, péptidos cortos y factores de crecimiento (Mezghanni et al., 2012; 

Suwanmanon & Hsieh, 2014; Thangamani et al., 2009; Yang et al., 2025). 

Abdel-Mawgoud et al., 2008, identificaron que los factores ambientales como pH pueden 

afectar la producción de surfactinas y el crecimiento bacteriano de Bacillus subtilis BS5, 

donde la mayor producción de surfactina se registró a un pH de 6,8. También, Mizumoto & 

Shoda, 2007 determinaron que para optimizar la producción del lipopéptido antifúngico 

iturina A por parte de Bacillus subtilis RB14-CS, las condiciones de temperatura y pH inicial 

debían ser a 25 °C y pH 5,9–6,3, respectivamente. Por último, Li et al., 2020 identificaron 

los parámetros óptimos del cocultivo de Trichoderma atroviride SG3403 y Bacillus 

subtilis 22 para la producción de metabolitos secundarios antifúngicos, donde demostraron 

una alta dependencia de los metabolitos secundarios con el pH inicial, pues afecta la 

función de la membrana celular, su morfología, actividad enzimática y absorción de 

nutrientes, influyendo así en el crecimiento y biosíntesis de metabolitos secundarios. 
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4.2.4. Optimización multiobjetivo de producción 

de esporas y actividad antagónica 

Una vez identificados los efectos de cada uno de los factores evaluados, con una 

significancia del 5% y que la producción de esporas está íntimamente relacionada con la 

producción de células vegetativas. Además, teniendo en cuenta que el objetivo de este 

proyecto es la optimización del principio activo (entendido como esporas y sobrenadante 

con actividad antagónica) para poder ser usado en procesos biotecnológicos. Se procedió 

a identificar la combinación de variables que optimizan cada una de las respuestas 

estudiadas. Se encontró, como se mencionó previamente, que la predicción del modelo 

fue de 1x1011 UFC/mL y 5,43 cm2 de área inhibida, correspondiente a valores de extracto 

de levadura 0,44 g/L, pH 5,9, triptona 3,78 g/L y volumen efectivo del 7%. Estos óptimos 

teóricos corresponden a un incremento de un 1718,2% en la producción de esporas y de 

un 15,28% en la actividad antagónica.  

4.3. Validación de la optimización de la producción 

de esporas y actividad antagónica contra B. cinerea 

Una vez obtenidas las ecuaciones de regresión, Ecuación 4.1, de los modelos de 

producción de esporas y actividad antagónica, se decidió evaluar sus respuestas a la 

variación lineal de cada uno de los cuarto factores evaluados.  

En la figura 4-22 se muestran los resultados obtenidos del comportamiento lineal de cada 

uno de los factores evaluados en la producción de esporas. La línea roja indica el recuento 

de esporas teórico con las condiciones optimizadas indicada en el apartado 4.2.2 y la línea 

azul corresponde a los recuentos de la producción de esporas que se obtienen al modificar 

el valor de cada uno de los factores en los rangos evaluados indicados en el apartado 3.4. 

Podemos observar en las figuras 4-22A, B y D, que la formación óptima de esporas se 

alcanza a los mínimos niveles de volumen efectivo, pH y extracto de levadura, 

respectivamente. Es decir que disminuye la producción de esporas a medida que 

aumentan estas variables más allá de los valores de 7%, 5,9 y 0 g/L, respectivamente. Por 

el contrario, en la figura 4-22C, se observa cómo al aumentar la concentración de triptona 

se favorece la producción de esporas, siendo la condición óptima una concentración de 4 

g/L.  
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Figura 4- 22 Comportamiento lineal de los factores en la producción de esporas. A. Volumen efectivo, B. pH, 

C. Triptona, D. Extracto de levadura. Línea roja: producción de esporas optima según el modelamiento teórico, 

Línea azul: producción teórica de esporas. 

Las predicciones del comportamiento de los factores evaluados y su impacto en la 

producción de esporas coinciden con lo obtenido por Biermann et al., 2023 quienes 

establecen que el control en el pH inicial mejora tanto el crecimiento celular como la 

esporulación de Bacillus coagulans, aumentando siete veces la eficiencia de la 

esporulación, equivalentes a valores entre 80 y 90%. En particular, con un pH de 6,4 se 

logró una eficiencia del 80% en la esporulación. También Moita et al., 2005 identificaron 

que el crecimiento de Bacillus subtilis CCMI 355 mejoró cuando el pH inicial es de 6. Por 

otro lado, Shi et al., 2024 establecieron que para el crecimiento y actividad antagónica de 

B. velezensis BHZ-29 el extracto de levadura no tiene un efecto positivo en los recuentos 

celulares, pero si en la actividad contra Verticillium dahliae.  

En la figura 4-23 se muestran los resultados equivalentes a los previamente descritos, pero 

evaluando la actividad antagónica. La línea roja indica la actividad antagónica teórica con 

las condiciones optimizadas indicadas en el apartado 4.2.3 y la línea azul corresponde al 

comportamiento de la actividad antagónica cuando se modifica el valor de cada uno de los 
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factores en los rangos evaluados indicados en el apartado 3.4. Podemos observar en la 

figura 4-23 un comportamiento completamente opuesto al observado con la formación de 

esperas. Es decir que esta vez los valores óptimos de volumen efectivo, pH y extracto de 

levadura se alcanzan en sus niveles máximos, mientras que el valor óptimo de triptona 

corresponde a la condición de baja concentración. Lo anterior refuerza la necesidad de 

una optimización multiobjetivo que permita conciliar las condiciones de las cuatro variables 

estudiadas que maximicen simultáneamente la formación de esporas y la actividad 

antagónica. 

 

Figura 4- 23 Comportamiento lineal de los factores en la actividad antagónica. A. Volumen efectivo, B. pH, C. 

Triptona, D. Extracto de levadura. Línea roja: Actividad antagónica optima de acuerdo al modelamiento teórico, 

Línea azul: producción teórica de esporas. 

El comportamiento lineal teórico de los factores evaluados concuerda con lo obtenido por 

Thangamani et al., 2009, quienes optimizaron la producción de péptidos antimicrobianos 

de B. licheniformis AnBa9, aumentando su producción 25 veces con respecto al control 

aumentando la concentración del extracto de levadura. Por otro lado, Abdel-Mawgoud 

et al., 2008, identificaron que los factores ambientales como pH pueden afectar la 

producción de surfactinas y el crecimiento bacteriano de Bacillus subtilis BS5, donde su 

mayor producción se registró a un pH de 6,8. De igual forma Cao et al., 2024, identificó 
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que optimizar el pH inicial a 7 mejora la actividad antagónica de B. velezensis TCS001 

contra cinco aislamientos de Colletotrichum spp en fresa. Aunque el pH inicial reportado 

por los autores no corresponde al obtenido en el modelamiento, sí se observa que para el 

género de Bacillus spp. hay una tendencia de que pH neutros o ligeramente ácidos 

favorecen la producción de metabolitos antimicrobianos. 

Los resultados de las figuras 4-22 y 4-23 muestran que ambos procesos son inversos en 

cuanto a los cuatro factores evaluados, es decir que las condiciones que favorecen la 

producción de esporas a su vez desfavorecen la actividad antagónica en cada uno de los 

factores evaluados. Por lo cual es necesario hallar un punto intermedio el cual nos permita 

optimizar tanto la producción de esporas como de actividad antagónica. Utilizando la 

ecuación 4.1 se diferentes posibles combinaciones de los cuatro factores evaluados y cuál 

sería la combinación adecuada para mejorar tanto la producción de esporas como de 

actividad antagónica. Una vez hecho este análisis se obtuvo como resultado la gráfica de 

frente de Pareto, mostrada en la figura 4-24, donde los círculos representan cada una de 

las combinaciones simuladas. Teniendo en cuenta estos resultados obtenidos, se procedió 

a seleccionar 3 combinaciones del frente de Pareto, es decir aquellas condiciones que 

aumentan la producción de esporas y la actividad antagónica simultáneamente. Estas tres 

combinaciones fueron denominadas medio número 1, 3 y 13 y en la figura 4-24 están 

representadas con recuadros rojos. Estas tres combinaciones fueron evaluadas 

experimentales y sus valores obtenidos de esporas y actividad antagónica in vitro e in vivo 

fueron comparados con los resultados obtenidos con el medio base, es decir el medio MES 

MODIFICADO (MES MOD).  
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Figura 4- 24 Frente de Pareto de la actividad antagónica y producción de esporas. Los recuadros rojos 

representan los medios seleccionados, denominados 1, 3 y 13 organizados de izquierda a derecha 

respectivamente. Línea verde representa el frente de Pareto obtenido. 

Los tres medios seleccionados tienen diferentes enfoques los cuales son: priorizar la 

actividad sobre la esporulación (medio 1), dar igual prioridad a ambas (medio 3) y priorizar 

la esporulación sobre la actividad (medio 13). Según los modelos ajustados y en 

comparación con el medio MES MOD, el medio número 1 aumenta en teoría la 

esporulación y la actividad antagónica un 615 y 190%, respectivamente, en relación al 

medio MES MOD. El medio número 3 aumenta la esporulación y la actividad antagónica 

un 1.000 y 110%, respectivamente. Finalmente, el medio número 13 aumentaría la 

esporulación y la actividad antagónica un 7.000 y 89%, respectivamente. La composición 

y condiciones de cada uno de los medios se presentan en la tabla 4-4.  

Medio 
Volumen 

efectivo (%) 
pH 

Extracto de 

Levadura (g/L) 
Triptona (g/L) 

MES MOD 10% 6,9 3 4 

MEDIO 1 (M1) 19% 7,9 4 0 

MEDIO 3 (M3) 19% 7,9 4 1,33 

MEDIO 13 (M13) 7% 5,9 0 5,32 

Tabla 4- 4 Condiciones medios seleccionados 
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Por lo tanto, se procedió a replicar los tres medios experimentalmente, la figura 4-25 

presenta las concentraciones de células vegetativas y esporas de los tres medios tras 72 

horas de cultivo. Teniendo en cuenta que, aunque el coeficiente de determinación (R2), el 

modelo de regresión explica el 52,9 % de la variación experimental en la producción de 

esporas, experimentalmente se evidencia que el medio número 13 es el que mayor 

producción de células vegetativas genera, siendo el único diferencias estadísticamente 

significativas, lo cual permite sugerir que el modelo aún es útil para identificar tendencias. 

En cuanto a la producción de esporas, representada por las barras rojas, observamos que 

no hubo diferencias significativas entre los medios evaluados con el medio control; sin 

embargo, el medio número 3 es menor estadísticamente a los medios 1 y 13. Los 

resultados obtenidos se relacionan con los predichos por la aproximación teórica, no 

obstante la eficiencia en la esporulación se vio altamente afectada en el medio número 13 

siendo menor al 6 %, en el caso del medio número 3 fue de 14,8 %, para el medio número 

1 fue de 80,65 % y el medio MES MOD fue del 60 %. Lo que podría sugerir que se necesita 

mayor tiempo de incubación para obtener una eficiencia de esporulación mayor, 

particularmente los medios número 3 y 13.  

 

Figura 4- 25 Viabilidad de células vegetativas y esporas de los medios seleccionados. Diferentes letras en las 

barras indican diferencias significativas según la prueba de Tukey (p<0.05). Letras mayúsculas hacen 
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referencia a células vegetativas y minúsculas a esporas. (barras de error equivalen a una desviación estándar 

con n=9) 

Los resultados obtenidos de la selección de los medios en términos de producción de 

esporas se relacionan con lo obtenido por Khardziani et al., 2017, quienes tras optimizar, 

obtienen recuentos de esporas de B. amyloliquefaciens B-1895 de hasta 2,8x1010 UFC/mL. 

Luego de la optimización hecha por Posada-Uribe et al., 2015 logran obtener recuentos de 

1,37x109 UFC/mL de esporas de Bacillus subtilis EA-CB0575. En nuestro trabajo 

alcanzamos recuentos de esporas de 1,75x1010 UFC/mL, siendo similares a los obtenidos 

por los autores descritos anteriormente en aislamientos de Bacillus spp. Sin embargo, el 

porcentaje de esporulación fue bajo, por lo cual puede ser posible mejorar la esporulación 

incubando por más tiempo y lograr porcentajes de esporulación superiores al 90%. 

En la figura 4-26 se pueden observar los resultados de la actividad antagónica in vitro del 

sobrenadante estéril, donde el medio número 13 fue el que mayor área de inhibición 

generó, siendo diferente estadísticamente al control y a los otros medios evaluados. El 

medio número 1 fue el que menor área de inhibición presentó. Lo anterior era lo esperado 

como se mencionó previamente.  

 

Figura 4- 26 Actividad antagónica in vitro de los medios seleccionados. Diferentes letras en las barras indican 

diferencias significativas según la prueba de Tukey (p<0.05). (barras de error equivalen a una desviación 

estándar con n=9) 

De igual manera se cuantificó la actividad antagónica in vivo, donde se utilizaron como 

tratamientos tres concentraciones diferentes del sobrenadante obtenido en cada uno de 

los medios evaluados tras 72 horas de cultivo. Se realizaron tres análisis a los datos 
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obtenidos: porcentaje de incidencia, índice de severidad y porcentaje de eficacia de cada 

tratamiento representados en las figuras 4-27, 4-28 y 4-29, respectivamente.  

En la gráfica 4-27 del porcentaje de incidencia observamos que a excepción del tratamiento 

del medio número 1 en la dilución 1/100, todos los tratamientos fueron estadísticamente 

diferentes al testigo de enfermedad. Por otro lado, se evidencia que los tratamientos del 

medio 3 en la dilución 1/50 y el medio 13 en la dilución 1/50 fueron los únicos con 

porcentajes de incidencia significativamente inferiores a los obtenidos en los tratamientos 

control empleando el medio MES MOD. De igual manera se observa que el medio número 

13 no presentó diferencias entre las tres diluciones evaluados. 

La gráfica 4-28 presenta los resultados obtenidos del índice de severidad, donde se 

observa que todos los tratamientos son diferentes estadísticamente al testigo de 

enfermedad. Los medios con los índices de severidad más bajos fueron el medio 3 dilución 

1/50 y las tres diluciones del medio número 13, con índice de severidad inferior a 1,5. Sin 

embargo, el único tratamiento que es diferente estadísticamente a las tres diluciones del 

medio control MES MOD, corresponde al medio número 13 en la dilución 1/50. Estos 

resultados coinciden con los observados del porcentaje de incidencia, donde en ambos 

casos destaca el medio número 13 en la dilución 1/50. 
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Figura 4- 27 Porcentaje de incidencia de la enfermedad. Diferentes letras en las barras indican diferencias 

significativas según la prueba de Kruskal Wallis con significancia del 95%. (barras de error equivalen a una 

desviación estándar con n=9) Flechas rojas resaltan tratamientos con diferencias significativas al medio 

control MES MOD 

  

Figura 4- 28 Índice de severidad de la enfermedad. Diferentes letras en las barras indican diferencias 

significativas según la prueba de Kruskal Wallis con significancia del 95%. (barras de error equivalen a una 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100
P

o
rc

en
ta

je
 d

e 
in

ci
d

en
ci

a 
%

Tratamientos 

Porcentaje de incidencia 

B BC

BC

B
A

A

CD CD

D

BC

BCD

CD

EE

D

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

In
d

ic
e 

d
e 

se
ve

ri
d

ad
 

Tratamiento

Índice de Severidad 

A

BC

BCDE

BCD

BCDEF

B

CDEF
DEF

BCDEF

CDEF DEFEF

BCDE

GG



 
80 Diseño y evaluación del principio activo de un prototipo de formulación de 

Bacillus velezensis para el control de Botrytis cinerea en rosas 

 
desviación estándar con n=9) Flechas rojas resaltan tratamientos con diferencias significativas al medio control 

MES MOD 

Adicionalmente, en la figura 4-29 se muestra el porcentaje de eficacia de cada uno de los 

tratamientos evaluados. Evidenciamos que los medios número 3 y número 13 ambos en 

la dilución 1/50 son los que mayor porcentaje de eficacia presentan superando el 65%, los 

cuales no son diferentes estadísticamente a control negativo y control químico. 

Nuevamente, entre las tres diluciones del medio número 13 no hay diferencias 

significativas. Los medios con menor porcentaje de eficacia y que son estadísticamente 

iguales al testigo de enfermedad son el medio número 1 en la dilución 1/100 y MES MOD 

sin diluir con eficacias del 3,8 y 26,9% respectivamente 

 

Figura 4- 29 Porcentaje de eficacia de cada tratamiento en la reducción de la enfermedad. Diferentes letras 

en las barras indican diferencias significativas según la prueba de Kruskal Wallis con significancia del 95%. 

(barras de error equivalen a una desviación estándar con n=9) 

Por último, los resultados de la actividad antagónica obtenidos tanto del porcentaje de 

incidencia, el índice de severidad y la eficacia de cada tratamiento se relacionan entre sí, 

pues en los tres parámetros evaluados destacaron los medios número 3 y número 13 

ambos en la dilución 1/50 con más del 65% de eficacia, siendo diferentes 

significativamente al medio control. Sin embargo, no eran diferentes entre las diferentes 
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diluciones evaluadas de cada medio, pero sí disminuyó la eficacia de los tratamientos 

cuando se diluía 100 veces o cuando se encontraba puro el sobrenadante. Estos 

resultados donde se evidencia una disminución en la actividad biocontroladora cuando se 

realizan diluciones, concuerda con lo reportado por Kim et al., 2007, quienes identificaron 

reducción en el control de B. cinerea al diluir entre 25 y 200 veces una formulación líquida 

cuyo principio activo es Bacillus licheniformes. De igual manera, Piraquive Riveros, 2019 

reportó que diluir el sobrenadante al 50% y 5% del principio activo de B. velezensis IM2C6 

no tenía impactos negativos sobre el control de B. cinerea, así como la eficacia de los 

prototipos desarrollados fue superior al 75%. También Farace et al., 2015, reportó eficacia 

de 35% contra B. cinerea después de 4 días de infección cuando se trataban las plantas 

de vid con surfactina y micosubtilina producida por B. subtilis. 

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo con el modelamiento de superficie 

respuesta evidenciaron la necesidad de una optimización multiobjetivo para los cuatro 

factores evaluados, que permitieron maximizar la producción de esporas y actividad 

antagónica, reduciendo a su paso costos de producción de materias primas, transferencia 

de oxígeno y tiempos de incubación. Donde el medio número 13 destacó aumentar la 

producción de células vegetativas y actividad antagónica in vitro en un 1168 % y 49,2 %, 

respectivamente, en comparación al medio control MES MOD. De igual manera, este 

medio número 13 junto con el medio número 3 cuando se diluyen 50 veces, destacaron en 

el biocontrol de B. cinerea in vivo, presentaron menor porcentaje de incidencia e índice de 

severidad y mayor porcentaje de eficacia en el control de la enfermedad en pétalo. 

Convirtiéndolos en medios potenciales para el proceso de escalamiento del principio activo 

de IBUN 2755 y finalmente la obtención de un formulado para el control de B. cinerea en 

rosas. Sin embargo, aún hay algunos aspectos que se pueden mejorar, entre ellos lograr 

aumentar la eficiencia de la esporulación y caracterizar cuales son los compuestos que 

tienen la actividad antifúngica para determinando así su mecanismo de acción sobre el 

hongo. 
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5. Conclusiones y recomendaciones  

5.1. Conclusiones  

• Las cuatro cepas de Bacillus velezensis tienen la capacidad de generar 

antagonismo contra Botrytis cinerea, tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, la 

que mayor potencial biocontrolador presentó fue la cepa IBUN 2755. 

• Después de tres pruebas de producción de esporas, la cepa IBUN 2755 fue 

contundente en el medio MES alcanzando recuentos de 1,9x1010UFC/mL, en 

comparación con los medios MES MOD y MOLP donde se alcanzaron recuentos 

máximos de esporas de 5x109 UFC/mL. Lo que sugiere que el tipo y concentración 

de las fuentes de carbono y nitrógeno del medio de cultivo favorece o no la 

producción de esporas. 

• Se evidenció que la actividad antagónica producida por la cepa IBUN 2755, está 

mediada tanto por metabolitos termoestables como sensibles a temperaturas altas, 

pues luego de un ciclo de esterilización se pierde entre un 22-28% la actividad 

biocontroladora. Este porcentaje dependerá de la composición del medio en el cual 

haya sido cultivado.  

• El medio de cultivo MES MOD al ser un medio intermedio entre los medios MES y 

MOLP en términos de cantidad y concentración de fuentes de carbono y nitrógeno, 

permitió que se aumentara la actividad antagónica de la cepa IBUN 2755 sin verse 

afectada la producción de esporas en relación a las producidas con el medio MOLP. 

• Se evidenció con el modelamiento de superficie respuesta, que los factores 

evaluados (volumen efectivo, pH, Triptona y extracto de levadura) tienen 

respuestas contrarias en las respuestas producción de esporas y la actividad 

antagónica. Por lo que fue necesario una optimización multiobjetivo que permitiera 

identificar las condiciones de cada parámetro evaluado para así maximizar las dos 

respuestas simultáneamente. Esta optimización también fue necesaria para 

identificar condiciones de cultivo que permitan reducir costos de operación, en 

particular los relacionados con costos de materias primas y de transferencia de 

oxígeno. 

• A partir de la optimización multiobjetivo por frente de Pareto, se identificaron tres 

posibles escenarios, números 1, 3 y 13, los cuales fueron validados 
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experimentalmente. De los tres medios evaluados, el medio número 13 fue el que 

mayor producción de células vegetativas presentó, así como el que mayor actividad 

antagónica in vitro presentó siendo diferente al medio control MES MOD, siendo 

las mejoras un 1168% y 49,2%, respectivamente. Sin embargo, es el que menor 

eficiencia de esporulación presentó (5,52%), lo cual se estima se podría solucionar 

con estrategias de cultivo como un mayor tiempo de cultivo o una reducción en la 

disponibilidad de oxígeno en las horas finales de cultivo.  

• El medio número 3 y número 13 cuando están diluidos 50 veces, presentan menor 

porcentaje de incidencia, índice de severidad y mayor eficacia en el control de B. 

cinerea en pétalo. Lo que traduce es que son altamente potenciales para su 

escalamiento y obtención de un formulado con interés comercial para el control de 

este patógeno.  

5.2. Recomendaciones 

• Caracterizar los compuestos presentes en el sobrenadante producidos por la cepa 

IBUN 2755 mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) y 

cromatografía líquida acoplada a la espectrometría de masas en tándem (LC–

MS/MS), con el fin de esclarecer la identidad de los metabolitos secundarios 

producidos y su rol en la actividad de biocontrol contra B. cinerea. 

• Realizar una curva de crecimiento de la cepa IBUN 2755 en el medio número 13 

con el fin de determinar en qué momento alcanza una eficiencia de esporulación 

superior al 80%. 

• Producir el principio activo de la cepa IBUN 2755 en el medio número 13 con el fin 

de diseñar un prototipo de formulación para el control de B. cinerea en rosas. 
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Anexo 1. Grupos FRAC 

 

Anexo 1 Clasificación de fungicidas  
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Anexo A. selección cepa  

 

Figura A. 1. Porcentaje de incidencia diferentes concentraciones de sobrenadante IM2C6 e IBUN 2755. 

Diferentes letras en las barras indican diferencias significativas según la prueba de Kruskal Wallis con 

significancia del 95%. 

 

 

Figura A. 2 Índice de severidad de la enfermedad diferentes concentraciones de sobrenadante IM2C6 e 

IBUN 2755. Diferentes letras en las barras indican diferencias significativas según la prueba de Kruskal 

Wallis con significancia del 95%. 
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Figura A. 3. Efecto del sobrenadante en concentración 100% sobre los pétalos.  
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Anexo B. Superficie respuesta 

 

Figura B. 1 Viabilidad células vegetativas y esporas de las unidades experimentales el modelamiento de 

superficie respuesta. Diferentes letras en las barras indican diferencias significativas según la prueba de 
Tukey (p<0.05). Letras mayúsculas hacen referencia a células vegetativas y minúsculas a esporas. 

 

 

Figura B. 2 Actividad antagónica de las unidades experimentales el modelamiento de superficie respuesta. 

Diferentes letras en las barras indican diferencias significativas según la prueba de Tukey (p<0.05). Letras 
mayúsculas hacen referencia a células vegetativas y minúsculas a esporas. 
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Anexo C. Modelos de superficies de 
respuesta del efecto de volumen efectivo, 
pH, extracto de levadura y triptona sobre la 
producción de células vegetativas, esporas 
y actividad antagónica  

 

 

Figura C. 1 Producción células vegetativas (UFC/mL), pH 6,9, volumen efectivo 13%. 

  

Figura C. 2 Producción células vegetativas (UFC/mL), pH 6,9, triptona 2,66 (g/L). 
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Figura C. 3 Producción células vegetativas (UFC/mL), pH 6,9, extracto de levadura 2 
(g/L). 

 

Figura C. 4 Producción células vegetativas (UFC/mL), triptona 2,66 (g/L), extracto de 
levadura 2 (g/L). 

 

Figura C. 5 Producción células vegetativas (UFC/mL), triptona 2,66 (g/L), volumen 
efectivo 13%. 
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Figura C. 6 Producción células vegetativas (UFC/mL), pH 6,9, extracto de levadura 2 
(g/L). 

 

 

Figura C. 7 Producción de esporas (UFC/mL), triptona 2,66 (g/L), volumen efectivo 13%. 
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Figura C. 8 Producción de esporas (UFC/mL), pH 6,9, volumen efectivo 13%. 

 

Figura C. 9 Producción de esporas (UFC/mL), pH 6,9, triptona 2,66 (g/L). 

 

Figura C. 10 Producción de esporas (UFC/mL), triptona 2,66 (g/L), extracto de levadura 2 
(g/L). 
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Figura C. 11 Producción de esporas (UFC/mL), volumen efectivo 13%, extracto de 
levadura 2 (g/L). 

 

Figura C. 12 Producción de esporas (UFC/mL), pH 6,9, extracto de levadura 2 (g/L). 
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Figura C. 13 Actividad antagónica (cm2), triptona 2,66 (g/L), volumen efectivo 13%. 

 

Figura C. 14 Actividad antagónica (cm2), triptona 2,66 (g/L), pH 6,9. 

 

Figura C. 15 Actividad antagónica (cm2), volumen efectivo 13%, pH 6,9. 
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Figura C. 16 Actividad antagónica (cm2), extracto de levadura 2 (g/L), volumen efectivo 
13%. 

 

Figura C. 17 Actividad antagónica (cm2), triptona 2,66 (g/L), extracto de levadura 2 (g/L). 

 

Figura C. 18 Actividad antagónica (cm2), extracto de levadura 2 (g/L), pH 6,9 
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