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RESUMEN
Se aislaron del suelo cepas de Bacillus y otros géneros relacionados,
y se determinó su efecto antagónico frente a los hongos fitopatógenos
Alternaria solani Sor y Rhizoctonia solani Kühn mediante enfrenta-
miento de cultivos duales. El efecto antifúngico de los metabolitos
producidos por los aislados antagonistas se evaluó in vitro por el
método de envenenamiento del medio de cultivo. Aquellas cepas que
mostraron los mejores resultados se identificaron hasta especie. Se
aisló un total de 85 cepas bacterianas, de las cuales 18 mostraron
efecto antagónico in vitro frente a A. solani y R. solani. Los metabolitos
producidos por la mayoría de estas cepas inhibieron en más de 50%
el crecimiento micelial de los hongos fitopatógenos. Fueron selec-
cionadas siete cepas como promisorias para el control biológico in
vivo, las cuales pertenecen a las especies Bacillus subtilis, Paenibacillus
polymyxa y Bacillus licheniformis.

Palabras claves: Bacillus, control biológico, Alternaria solani,
Rhizoctonia solani

ABSTRACT
Soil bacterias belonging to Bacillus and other related genera were
isolated from soil and screened for antgonism against fungal pathogens
Alternaria solani and Rhizoctonia solani by dual-culture assay. Antifungal
effect of metabolites produced by antagonistic bacteria was evaluated
in vitro using the method of culture media poisoning. Strains that
showed best results were identified up to specie. A total of 85 bacterial
strains were obtained, 18 of them showed antagonistic effect against
A. solani and R. solani in vitro. Metabolites produced by most of strains
inhibited the mycelia growth of pathogenic fungi in more than 50%.
Seven strains were selected as good candidates for biological con-
trol in vivo; these belong to the species Bacillus subtilis, Paenibacillus
polymyxa and Bacillus licheniformis.

Key words: Bacillus, biological control, Alternaria solani, Rhizoctonia
solani

INTRODUCCIÓN

Alternaria solani Sor y Rhizoctonia solani Kühn son
hongos fitopatógenos que poseen un amplio rango hos-
pedero que incluye algunos cultivos de importancia eco-
nómica como la papa (Solanum tuberosum L.) y el to-
mate (Lycopersicum esculentum Mill) [Krechel et al.,
2002].

Para el control de estos patógenos se aplican diversos
fungicidas de acción protectora y también de carácter
sistémico [Almandoz et al., 2000]. Aunque el principal
método de manejo de las enfermedades causadas por
A. solani y R. solani ha sido el control químico, los
problemas de contaminación ambiental que han
impactado negativamente en la biodiversidad de los
agroecosistemas, así como de seguridad y salud públi-
ca inherentes al uso inadecuado de los agroquímicos,

condujeron a la búsqueda y desarrollo de nuevas alter-
nativas [Zavaleta-Mejía, 2000].

Actualmente se prefiere en la agricultura el uso de prác-
ticas más ecológicas como el control biológico, median-
te el uso de microorganismos antagonistas, los cuales
pueden limitar la iniciación y propagación de las enfer-
medades causadas por patógenos vegetales mediante
mecanismos de competencia, antibiosis, inducción de
resistencia, entre otros [Fernández-Larrea, 2001].

Entre los agentes de control biológico más estudiados
se encuentran los microorganismos pertenecientes a los
géneros Streptomyces, Pseudomonas, Agrobacterium,
Trichoderma y Bacillus [Whipps, 2001]. Estos últimos
están considerados como excelentes candidatos para el
desarrollo de bioproductos aplicables en el campo para
el control de enfermedades de origen fúngico.
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Los objetivos del presente trabajo fueron aislar, selec-
cionar e identificar hasta especie, cepas de los géneros
Bacillus, Brevibacillus y Paenibacillus con potencialida-
des para el biocontrol de A. solani y R. solani, y deter-
minar el efecto inhibitorio de los metabolitos produci-
dos por las cepas antagonistas sobre el crecimiento in
vitro de los hongos fitopatógenos antes mencionados.

MATERIALES Y MÉTODOS

Como material biológico se emplearon cepas de los hon-
gos Alternaria solani y Rhizoctonia solani, conservadas
en medio de cultivo PDA (OXOID), y la cepa Bacillus
subtilis BS18, conservada en medio de cultivo agar
nutriente, pertenecientes al cepario del Laboratorio de
Microbiología General de la Facultad de Biología de la
Universidad de La Habana.

Se colectaron muestras de suelos de unos 100 g proce-
dentes de regiones paperas de los municipios de Güines,
San José de las Lajas y Quivicán, de la provincia de La
Habana, tomadas a una profundidad de 2 a 5 cm, se
colocaron en bolsas de plástico para trasladarlas al la-
boratorio y se conservaron en un lugar fresco hasta su
utilización.

Para el aislamiento de bacterias de los géneros Bacillus,
Brevibacillus y Paenibacillus se resuspendió asépti-
camente 1 g de suelo en 10 mL de agua destilada esté-
ril, y se realizaron diluciones seriadas hasta 103, y esta
última se sometió a un tratamiento térmico de 85oC
durante 15 min. Se tomaron alícuotas de 100 µL de la
dilución tratada y se sembraron con espátula de
Drigalsky en placas Petri con medio de cultivo agar
nutriente. Las placas se incubaron durante 72 h a 30 ± 1oC.
Transcurrido este tiempo se colectaron las colonias de
morfología variada y se sembraron nuevamente para
garantizar la pureza del cultivo. A las 24 h se realizó la
prueba de la catalasa y a las 48 h una tinción simple
con violeta cristal, y se observó al microscopio óptico
con un aumento de 1000X. Los aislamientos que resul-
taron positivos a la catalasa y esporulados con morfo-
logía bacilar se conservaron en frascos con agar nutriente
a 4oC hasta su posterior uso, y se les colocó un código
de letras y números de acuerdo con el lugar de proce-
dencia y al orden de aparición hasta su identificación a
nivel de especie.

El efecto antagonista de las cepas aisladas frente a los
hongos A. solani y R. solani se determinó por el méto-
do de enfrentamiento de cultivos duales, para lo que se
sembraron las cepas bacterianas en un extremo de pla-

cas con medio de cultivo PDA, y en el extremo opuesto
del crecimiento bacteriano se colocaron discos de 1 cm
de diámetro de cultivos de los hongos fitopatógenos
crecidos durante cinco días. Las placas se incubaron
durante siete días para A. solani y cuatro para R. solani
a 30 ± 1oC. Los experimentos se realizaron por dupli-
cado, y como control positivo se utilizaron placas con
PDA sembradas con cada uno de los hongos fitopa-
tógenos, en ausencia de las cepas bacterianas en el ex-
tremo opuesto al disco fúngico. Aquellas cepas
bacterianas que no permitieron el pleno desarrollo
micelial de los hongos fitopatógenos se seleccionaron
para el experimento siguiente.

El efecto inhibitorio de los metabolitos producidos por
las cepas antagonistas frente a A. solani y R. solani se
determinó por el método de envenenamiento del medio
de cultivo, a partir de cultivos de 24 h de crecimiento
en medio agar nutriente en plano inclinado, se prepa-
raron suspensiones de las cepas bacterianas correspon-
dientes al patrón 0,5 (108 UFC/mL) de la escala de
MacFarland y se inocularon en frascos con 50 mL de
medio de cultivo de caldo-papa-dextrosa. Los cultivos
inoculados se colocaron en zaranda orbital termostatada
durante 72 h a 120 rpm y 30 ± 1ºC. Trascurrido este
período se tomaron alícuotas de 1,5 mL de los cultivos
bacterianos centrifugados durante 15 min, se desechó
la biomasa bacteriana y el sobrenadante se filtró al vacío
con filtros de 0,2 µm. Se añadió 1 mL de sobrenadante
de cada una de las cepas bacterianas a 25 mL de medio
de cultivo PDA fundido. Una vez solidificado el medio
se colocaron en el centro de la placa discos de PDA de 1 cm
de diámetro con crecimiento fúngico de los hongos
fitopatógenos. Las placas se incubaron a 30 ± 1oC du-
rante los períodos de incubación establecidos para cada
hongo fitopatógeno. Cada tratamiento se realizó por
triplicado y se utilizó como control positivo placas con
los hongos fitopatógenos en medio PDA inoculado con
1 mL de medio de caldo-papa-dextrosa estéril. Poste-
riormente se midió el diámetro de las colonias y se de-
terminó el porcentaje de inhibición mediante la fórmu-
la descrita por Bashan et al. (1996):

100
DCC

DCTDCC
(%)Inhibición

−
=

donde:

DCC: Diámetro de la colonia control

DCT: Diámetro de la colonia tratada
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Las cepas antagonistas que mostraron los mejores efec-
tos inhibitorios se identificaron hasta especie según las
pruebas fisiológicas y bioquímicas propuestas por Claus
y Berkeley (1986) para el género Bacillus en el Manual
de Bacteriología Sistemática de Bergey, y de acuerdo
con la metodología descrita por Harrigan y McCance
(1984). Se realizaron pruebas de producción de ácido,
gas y acetoína a partir de la glucosa, producción de
ácido a partir del manitol, hidrólisis del almidón,  gela-
tina y caseína, crecimiento en agar nutriente suplemen-
tado con NaCl (7%), agar citrato de Simmons, agar
Sabouraud, crecimiento anaerobio, prueba de reducción
de nitratos y producción de lecitinasa. Se empleó ade-
más el sistema miniaturizado API 50CHB/E y como
control la cepa Bacillus subtilis BS18.

Los datos se procesaron mediante análisis de varianza
de clasificación simple, se verificó la normalidad y ho-
mogeneidad de varianza mediante las pruebas de Kolmo-
gorov Smirnov y Bartlett respectivamente, y las medias se
analizaron mediante la prueba de Tukey (p     0,05) por el
programa Statistica versión 6.0.

≤ 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Se obtuvieron 85 aislados bacterianos con característi-
cas morfológicas semejantes a las de los géneros Bacillus,
Brevibacillus y Paenibacillus. Todas las cepas respon-
dieron positivamente a la tinción de Gram y a la prue-
ba de la catalasa, presentaron endosporas bacterianas
y células vegetativas con morfología bacilar.

En estudios realizados por otros autores también se ha
empleado el suelo para obtener aislados de estos géne-
ros, ya que a pesar de la ubicuidad de estos microor-
ganismos se plantea que el suelo es uno de sus princi-
pales hábitats. Garbeva et al. (2003) realizaron estudios
de la microbiota de suelos agrícolas mediante técnicas
de PCR (Polymerase Chain Reaction) y determinaron
que aproximadamente 95% del ADN presente en ellos
pertenecía a especies de los géneros Bacillus y
Paenibacillus.

Del total de cepas bacterianas aisladas solo 18 (21,17%)
inhibieron el pleno desarrollo micelial de A. solani (Fig. 1A),
mientras que 17 (20%) tuvieron este mismo efecto sobre
R. solani (Fig. 1B).

A B

Control ControlEnfrentamiento Enfrentamiento

Figura 1. Antagonismo in vitro de las cepas bacterianas aisladas frente a A. solani y R. solani. A: Efecto inhibitorio de la cepa S6
frente a Rhizoctonia solani. B: Efecto inhibitorio de la cepa G23 frente a Alternaria solani.

De forma general existen diversas informaciones del
efecto antifúngico in vitro de cepas del género Bacillus
frente a hongos fitopatógenos, entre los que se encuen-
tran Fusarium solani, A. solani, Pythium ultimun y R. so-
lani [Fernández-Larrea, 2001] [Yoshida et al., 2001]
[Moussa, 2002].

Okumoto et al. (2001) tuvieron resultados semejantes
a los presentes en el control de A. solani in vitro me-
diante cepas de Bacillus spp., algunas de las cuales se
consideraron por estos autores como aislados
promisorios para el control in vivo, dados los efectos
antagónicos observados in vitro. En la literatura se en-
cuentra poca información actualizada relacionada con
el uso de Bacillus y otros géneros afines para el

biocontrol de A. solani. Ello puede deberse a que ac-
tualmente existe la tendencia de emplear estos
microorganismos para la inducción de resistencia
sistémica en plantas, como un nuevo mecanismo de con-
trol biológico que provee una protección efectiva frente
al ataque de hongos fitopatógenos, causantes de enfer-
medades foliares como el tizón temprano, provocado
por A. solani [Silva et al., 2004].

Entre los microorganismos empleados para el control
biológico de R. solani se destacan Pseudomonas fluo-
rescens y miembros del género Bacillus [Asaka y Shoda,
1996]. Los resultados del presente trabajo coinciden
con otros reportados en la literatura sobre el biocontrol
de R. solani, en los que utilizan cepas de Bacillus. Faltin
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et al. (2004) desarrollaron una estrategia para probar
las potencialidades de bacterias asociadas a plantas en
el biocontrol de R. solani. Entre los principales aisla-
dos antagonistas hallaron cepas de Bacillus spp. De
forma semejante Talbot y Larkin (2005) compararon
la eficacia de diferentes agentes de control biológico para
el control de R. solani, y demostraron que los trata-
mientos más efectivos fueron aplicaciones de una cepa
de Bacillus y Trichoderma viridens. Estos estudios su-
gieren que los miembros de este género pueden em-

plearse de forma eficaz en el control de este hongo fito-
patógeno.
Aproximadamente el 44,4% de las cepas produjo
metabolitos que inhibieron al 100% el crecimiento de A.
solani. Los metabolitos secretados por las cepas G10, G11,
Q2, Q7, Q8, Q18 y S1 produjeron, en todos los casos, más
de 60% de inhibición, y no se observaron diferencias sig-
nificativas entre los efectos inhibitorios producidos por
ellos (Fig. 2). Los metabolitos secretados por las cepas Q4
y G20 fueron los de menor actividad antagónica.

Figura 2. Efecto inhibitorio de los metabolitos producidos por las cepas
antagonistas sobre el crecimiento micelial de A. solani.

Solamente los metabolitos producidos por la cepa Q15
inhibieron al 100% el crecimiento micelial de R. solani
(Fig. 3). La mayoría de las cepas antagonistas produ-
jeron metabolitos que inhibieron en más de 55% el cre-
cimiento de R. solani. En estas condiciones experimen-
tales los metabolitos producidos por las cepas Q4 y Q5
fueron los de menor efecto inhibitorio sobre el creci-
miento de este hongo fitopatógeno.

Algunas especies de los géneros Bacillus, Brevibacillus
y Paenibacillus producen varios tipos de metabolitos,
algunos de los cuales poseen actividad antifúngica. Es-
tos compuestos tienen una importancia fundamental
en el control biológico de hongos fitopátogenos como
Rhizoctonia, Alternaria, Sclerotinia, Fusarium,
Gaeummanomyces, Pythium y Phytophthora, y por su
importancia muchos se han estudiado y caracterizado.
Tal es el caso de los compuestos de naturaleza peptídica
y lipopeptídica, entre los que se encuentran las mi-
cobacilinas, iturinas, bacilomicinas, micosubtilinas y

fungistatinas [Souto et al., 2004]. Existen cepas de es-
tos microorganismos que pueden coproducir además
metabolitos antifúngicos volátiles y enzimas quiti-
nolíticas [Montealegre et al., 2003; Sadfi et al., 2001]
con efecto antifúngico, lo que podría explicar el hecho
de algunos de los aislados bacterianos empleados en este
estudio inhiban totalmente el crecimiento micelial de
A. solani y R. solani.

Estas propiedades de los miembros del género Bacillus
se han aprovechado para la obtención de formulaciones
líquidas comercializables, cuyo principio activo está
constituido por los metabolitos antifúngicos produci-
dos por estas bacterias, como el elaborado a partir de
una cepa patentada de Bacillus subtilis (QST713), que
contiene más de treinta compuestos bioquímicos de
tipo lipopeptídico y que provee un control efectivo para
un amplio espectro de enfermedades en frutales, hor-
talizas y flores causadas por hongos [McSpadden,
2002].
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Se identificaron hasta especie siete cepas antagonistas que
inhibieron el crecimiento micelial de A. solani y R. solani

Figura 3. Efecto inhibitorio de los metabolitos producidos por las cepas
antagonistas sobre el crecimiento micelial de R. solani.

más de 80%. Los resultados de identificación mediante el
sistema API 50 CHB/E se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Identificación de los aislados antagonistas  
con mejores resultados mediante el sistema API 
 

Cepas Especie Similitud (%) 

B1 Bacillus licheniformis 99,0 

B4 Paenibacillus polymyxa 98.7 

G9 Paenibacillus polymyxa 99,7 

G16 Bacillus subtilis 98,7 

Q15 Bacillus subtilis 99,9 

S2 Bacillus subtilis 97,6 

S6 Bacillus licheniformis 93,3 

BS18 Bacillus subtilis 99,9 

 

Las cepas B1 y S6 se identificaron como Bacillus
licheniformis. Drahos y West (2004) aislaron una cepa
de esta especie del suelo que presenta efecto antagónico
frente a un amplio grupo de hongos fitopatógenos de
los géneros Sclerotinia, Rhizoctonia, Bipolaris,
Aspergillus y Pyricularia, lo que demuestra las poten-
cialidades de algunas cepas de esta especie para el
biocontrol. Sin embargo, a pesar de que Bacillus
licheniformis es muy abundante en el suelo, sus posi-
bles aplicaciones como agente de control biológico de
microorganismos fitopatógenos no se han estudiado con
intensidad.

Las cepas B4 y G9 corresponden a la especie Paeni-
bacillus polymyxa, antiguamente Bacillus polymyxa.
Otros autores han empleado cepas de esta especie ais-
ladas de diferentes ecosistemas para el control biológi-
co de hongos fitopatógenos como Botrytis cinerea
[Helbig, 2001], Leptosphaeria maculans [Beatty y
Jensen, 2002], Sclerotinia spp., Rhizoctonia solani,
Alternaria spp., Pythium spp., Aspergillus spp. y
Penicilium spp. [Kharbanda et al., 2003].

Las cepas G16, Q15 y S2 corresponden a la especie
Bacillus subtilis que se encuentra ampliamente distri-
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buida en ambientes naturales como el suelo. Entre el
grupo de bacterias utilizadas como agentes de control
biológico, quizás una de las especies más estudiadas sea
Bacillus subtilis.

Las bacterias de esta especie muestran efecto inhibito-
rio sobre el crecimiento de diversos hongos fitopatógenos
como Pythium spp., Phytophthora spp., Botrytis spp.,
Penicillium spp., Rhizoctonia spp., Alternaria spp.,
Fusarium spp., Monilinia spp., entre otros [Lehman et
al., 2003], y producen varios tipos de metabolitos con
efecto antifúngico y sideróforos que facilitan el meca-
nismo de competencia por el hierro con los microor-
ganismos fitopatógenos [Leclere et al., 2005].

Existen bioproductos comercializables que contienen
esta especie como componente biológico activo y se uti-
lizan en campo para el control de enfermedades causa-
das fundamentalmente por hongos del suelo que ata-
can la raíz de las plantas [McSpadden, 2002].

CONCLUSIONES

•   Se obtuvieron 85 aislados bacterianos con caracte-
rísticas semejantes a las de los géneros Bacillus,
Brevibacillus y Paenibacillus.

•   El 21,17% de las cepas bacterianas aisladas inhibió
el pleno desarrollo micelial de A. solani, mientras
que 20% tuvo este mismo efecto sobre R. solani.

•   Siete cepas se seleccionaron como promisorias para
el control biológico de los hongos fitopatógenos es-
tudiados, correspondientes a las especies Bacillus
subtilis, Bacillus lichiformis y Paenibacillus polymyxa.
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