
Revista de la Facultad de Agronomía, La Plata. Tomo 70, Año 1994:91-95

C O m u n i c a c i ó n

A ntagonism o "in v itro" de especies de Bacillus contra 
Scleroti um rolfsii y  Fusaríum solani

A d ria n a  M Alippi* y Cecilia I Mónaco**

A rea d e  Fitopatología, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, UNLP. CC 31,1900 La Plata, 
Argentina.

Recibido: 5 de Mayo de 1993. Aceptado: 10 de Diciembre de 1993

Palabras claves: Antagonismo, Bacillus licheníformis, Badilas pumilus, Badilas subtilis, 
Fusaríum solani, Sderotíum rolfsii.

E l control biológkx> es el resultado de la 

reducción de la densidad de inóculo o la acti

v idad d e  un patógeno, en estado activo o la

tente, realizado por uno o más microorganis

m os en  forma natural o mediante la introducción 

m asiva de antagonistas (Cook y Baker, 1983).

E l biocontrol de enfermedades ocasio

nadas por hongos en los vegetales mediante 

bacterias no patógenas, provee una estrategia 

alternativa potencial de control con relación al 

empleo de fungicidas;.

Las especies del género Badilas Cohn 

han sido ampliamente utilizadas como antago

nistas de cfiversos microorganismos, entre ellos; 

CoUetotricham trifolii Bain et Essary agente 

causal de la antracnosis de la alfalfa (Douville 

y Boiand, 1932); Rhizoctonia solani Kúhn que 

ocasiona el decaimiento radical de la soja (Liu 

y Sinclair, 1992); Fusaríum oxysporum Schl. f. 

sp. dianthi (Prill. et Del.) productor del mar

chitamiento del clavel (FHippi et al., 1989); 

Pseudomonas soianacearum (E.F.Sm ith) E .F . 

Smith, agente causal de la marchitez bacteria

na del tomate (Misaghi et al., 1992); Pythium 
aphaddermatum (Edson) F'itzp. organismo 

causante de la podredumbre húmeda del pepi

no (Smith et a!., 1993); etc.

El objetivo del presente trabajo ha sido 

evaluar "in vrtro" fla acción antagónica de tres 

especies de Badilas: B. subtilis (Ehrenberg) 

Cohn; B. Ucheniformis (Weigmann) Chester y 

B. pumilus Gottheü sobre el crecimiento de 

Fusaríum solani (MarX) Sacc. y  Sderotíum rolfsii 
Sacc., responsables del "damping-off" en 

tonaate.

Para las pruebas "in vitro” se empleó una 

cepa de S. rolfsii aislada de suelos culti-vados 

con tomate [Lycopersison esculentumMWL) en 

el Partido de La Plata, utilizando la técnica de 

dilución con agua destilada de tierra no lavada 

(Alippi y  Mónaco, 1990). (La cepa de F. sdani 
se obtuvo a partir de plantas de tomate con 

síntomas de podredumbre basal (Wolcan y 

Lori, 1991).

Las especies bacterianas se aislaron de 

muestras ele miel utilizando la técnica de 

Hansen (1984). Se identificó a B. subtilis, B. 
pumilus y B. Ucheniformis mediante los esque

mas. recomendados por Gordon et al (1973); 

Logan y  Berkeley (1984); Priest et al (1988);  

Priest y  Alexander (1988) y  Castro et al 
(1991) .
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Para evaluar la acción antagónica de las 

especies de Bacillussobre el crecimiento de S. 

rotfsii y F. sotaní se emplearon dos medios de 

cultivo: agar nutritivo (BrítaniaR) (A N ) indicado 

para el desarrollo bacteriano y agar de papa 

giucosaao al 2 %  (A P Q ) recomendado para el 

crecimiento fúngico. Se cortaron con saca

bocado discos de 6 mm de diámetro de cultivos 

de 7 días de edad de F. soiani y S. rotfsii 
respectivamente (Chang y  Kommedahl, 1968) 

y se colocaron a 2 cm de la periferia de cajas 

de Petrí de 9 cm de diámetro, con el correspon

diente medio de cultivo.

S e  sem b ra ro n  susp e n sio n e s b a c

terianas mediante gotas de 5 pl cada una, con 

una micropipeta automática (UnipipetteR 2010), 

de las especies antagonistas (B. subtitis, 8. 
pumiius y B. lichenifomnis) con una concentra

ción de 1 X 109 cel/ml y a una distancia de 5 cm 

del centro del disco de micelio.

Se efectuaron 14 repeticiones (7 en AN 

y 7 en A P G ) de cada una de las siguientes 

combinaciones: B. subtilisvs.S. rotfsii; 8. subtíiis 
vs. F. soiani; B. pumifusvs. S. rotfsii; B. pumiius 
vs. F, soiani; B. licheniformis vs. S. rotfsii y 8 . 

licheniformis vs. F. soiani.
En las cajas» testigo (14 por cada medio 

de cultivo) en tugar de las suspensiones 

bacterianas se sembraron gotas de 5 pl de 

agua destilada estéril, y a 5 cm de distancia, 

discos de 6 mm de diámetro del micelio de 

cada hongo.

Todas las cajas se incubaron a 25 ®C ± 

1 durante 7 días, al cabo de los cuales, se midió 

la distancia entre el punto central de la siembra 

y el borde de la colonia desarrollada a partir de 

ella hacia el centro de la caja ( d2 ).

Para determ inar la acción inhibitoria de 

las especies bacterianas de una m anera direc

ta, los datos fueron transformados a valores de 

un índice de inhibición creado para tal efecto.

l =  d , / d 2

E n  la fórmula: l= índice de inhibición; d , =

distancia en cm de la c o lo n ia  fúngica desde el 

punto de siembra y d =  d ista n c ia  en cm de la 

colonia del hongo d e s a rro lla d o  en ausencia 

del antagonista.

El diseño experimental utilizado fue un 

factorial completamente afeatorizado. Se efec

tuó el análisis de la varianza y  las diferencias 

de los promedios se com pararon mediante la 

prueba de Tukey al nivel de 0 ,0 5  de probabé- 

dad.

El análisis de la va ria n za  demostró la 
existencia de un efecto altamente significativo 

(P < 0.01) dé S. rotfsii y  F. soiani y dalos 
medios de cultivo sobre el valor del índice de 

inhibición, pero no se observaron diferencias 
entre las tres especies de Badüus. Se encon

tró una interacción altamente significativa entre 

"hongo X  medio” demostrando que el compor

tamiento de ambas especies fúngicas frente a 

las cepas bacterianas no fue el mismo en los 

dos medios de cultivo empleados. En este 

sentido se observó que el crecimiento de 5. 

rotfsii fue mucho más inhibido en AN que en 

A P G , mientras que para F. soiani el medio de 

cultivo resultó indiferente.
No se encontró un comportamiento 

estadísticamente significativo de las tres es

pecies de BaciUus frente a los dos hongos en 

los distintos medios (Fig. 1).

Las tres especies antagonistas impidie

ron la formación de esclerocios por parte de S. 

rotfsii en AN.

Cabe destacar que B. pumiius y B. 
licheniformis enfrentados a S. rotfsii indujeron 

la necrosis de su micelio, visualizada en forma 

macroscópica com o una zona de color casta

ño oscuro (Fig. 2). En el microscopio se obser

varon las hifas plasm olizadas. Los» repiques de 

este micelio en A P G  confirmaron la necrosis, 

dado que no hubo desarrollo alguno luego de 

7 días de incubación.

Este com portam iento d e B . licheniformis 

y B. pum iius  en A N  podría deberse a la produc*
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Figura 1:
V a lo re s  promedio entre agar nutritivo (AN) y agar de 
pap a glucosado (APG) del Indice de inhibición del 
desarrollo de Sclerotium rolfsii (barras blancas) y 
Fu sa riu m  sotaní (barras negras) al enfrentados con 
B a c illu s  subtilis, Bacillus pum ílus y Bacíllus 
licheniformis. Los valores de las barras del mismo 
color, seguidos por ta misma letra, no difieren entre 
sí en forma significativa según la prueba de Tukey. 
( P <  0,05).

Mean valúes of Inhibition Index of the growth of 
Sclerotium rolfsii (white bars) and Fusarium solani 
(black bars) on nutrient agar and potato dextrose 
agar against Bacillus subtilis, Bacillus pumilus and 
Bacillus licheniformis. Bar valúes of the same color 
followed by the same letter were not significantly 
ditferent according to Tukey (P < 0.05) using 
transformad valúes.

Figura 2:
Cultivo doble de Bacillus licheniformis (izquierda) y 
Sclerotium rolfsii (derecha) en agar nutritivo luego de 
7 días de incubación a 25 SC  ± 1. Se observa la ne
crosis de las hifas del hongo en el centro de la caja 
de Petri.

Dual cultures of Bacillus licheniformis (left) and 
Sclerotium rolfsii (right) on nutrient agar after 7 days 
of ¡ncubation at 25aC ± 1. Dead hyphae are observad 
on the centre of Petri dish.

ción por parte de estas especies de alguna 

sustancia de tipo antibiótico volátil o difusible 

en el medio de cultivo. Se ha demostrado que 

B. Ucheniformis produce metabolitos con acti

vidad antimicrobiana contra Escherichia coli, 
Staphyfococcus aureus, B. subtilis y Klebsiella 
sp. (Ebube ef al., 1992); no se encontraron 

datos sobre B. pumilus.
Con respecto a la cepa de B. subtilis 

utilizada, se observó en ambos medios de 

cultivo la formación de un halo de inhibición 

contra S. rolfsii, que indicaría la presencia de 

metabolitos fungistáticos. Varios autores han 

analizado la liberación de compuestos con 

propiedades antifúngicas como la subtilina 

(Klein ef al., 1992) y otros antibióticos de la 

familia de las Iturinas: la Iturina A (Klich ef al.,

1991; Thimon etal., 1992) que inhibe el creci

miento de especies de Fusarium, Penicillium y 

Aspergillusy la Iturina B que inhibe el desarro

llo de Colletotrichum trifolii (Douville y Boland, 

1992). Fiddaman y Rossall (1993) observaron 

vacuolización y deformación de las hifas de 

Rhizoctonia solani y Pythium ultimun T  row 

ocasionadas por la producción de un com

puesto volátil con propiedades fungicidas por 

parte de B. subtilis. También se ha demostrado 

la eficacia de B. subtilis com o agente 

biocontralador de S. rolfsii (Agrawal ef al., 
1978; Hedge etal., 1980).

B. pumilus, B. licheniformis y B. subtilis 
forman un grupo muy homogéneo desde el 

punto de vista fisiológico y bioquímico (“espec

tro subtilid’) (Gordon etal., 1973), razón por la
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cual es probable que B. pumilus también pro

duzca metabolitoe volátiles y/o difusibles con 

acción fungicida y/o fungistática. Esta hipóte

sis podrá ser aclarada mediante estudios pos

teriores.

Por todo lo expuesto se concluye que B. 

subtilis, B. pumilus y  B. ejercen

inhibición *in vitro” sobre S. rolfsii y sotaní, 

sin mostrar diferencias significativas entre ellas.

B. pumilus y  B. lichenifonmis producirían

una sustancia volátil o  d ifu s ib le  en  el medio 

con acción fungicida c u a n d o  s e  las cultiva en 

agar nutritivo.

g RADEC ; OS

Al Ing. Agr. H  E  A lip p i p o r  la lectura 

crítica del manuscrito.
A  las Ings. Agre. Q  L o ri y  S  por el

aislamiento e identificación d e  la cepa de 

Fusarium sotaní.
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