e-ISSN: 1818-1686, p-ISSN: 1562-3009, URL: fitosanidad.edicionescervantes.com

FITO

SANIDAD

Vol. 28, enero-diciembre 2025

Cu-ID: https://cu-id.com/2109/v28el3 | hittps://cu-id.com/2109/1818-1686

ARTICULO ORIGINAL

Actividad antagoénica in vitro de Bacillus spp.
frente a Macrophomina phaseolinay Bipolaris sp.

In vitro antagonistic activity of Bacillus spp.
against Macrophomina phaseolina and Bipolaris sp.

Bertha Carreras Solis’, ®Yaremis Ulloa Martin, “Dianelis de la Caridad Hernandez Pérez

Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal Calle 110, No. 514 ¢/5taB y staF. Playa, La Habana, Cuba

“Autor para correspondencia: Bertha Carreras Solis, E-mail: berthacarreraszoig@gmail.com

Resumen

Summary

La busqueda de alternativas sostenibles al control quimico de
enfermedades Vegetales es crucial para una agricultura resiliente.
Este trabajo evalud la actividad antagonica in vioo de cepas
de Bacillus spp. frente a los hongos fitopatdgenos Macrophomina
phaseolina y Bipolaris sp. Se empled el método de cultivo dual
en agar Saﬁoumud Dextrose y se inocularon los hongos frente a
diferentes cepas bacterianas. Tras la incubacion a 28 °C, se midio
el diamertro de las colonias fﬁngicas para calcular el porcentaje
de inhibicion, y los datos se analizaron mediante ANOVA 'y
prucba de Tukey. Los resultados mostraron que todas las cepas
de Bacillus evaluadas inhibieron significativamente el crecimiento
de ambos patdgenos, observandose halos de inhibicién acribuidos
a la }7r0£1ccion de metabolitos secundarios durante la fase
exponencial de crecimiento bacteriano. Bacillus subilis (Bs-21)
demostrd la mayor efectividad contra ambos hongos. Se concluyo

ue Bacillus spp. posece un mnotable potencial como agente
ic control biologico, aunque su efecto antagénico puede ser
transitorio, en dependencia de la disponibilidad de nutrientes y
la fase de crecimiento bacteriano, lo que resalta la importancia de
optimizar su formulacion y aplicacién en campo.

Palabras clave: control bioldgico, cultivo dual, inhibicidn, metabolitos,
sostenibilidad

The search for sustainable alternatives to the chemical control
of plant discases is crucial for resilient agriculrure. This study
evaluated the in vitro antagonistic activity of Bacillus spp. strains
against the phytopathogenic fungi Macrophomina phaseolina and
Bipolaris sp. 'The dual culture method was used on Sabouraud
Dextrose agar, inoculating the fungi against different bacterial
strains. After incubation at 28 °C, the diameter of the fungal
colonies was measured to caleulate the percentage of inhibition,
and the data were analyzed using ANOVA and Tukey's test. The
results showed that all the Bacillus strains evaluated significantly
inhibited the growth of both pathogens, with inhibition halos
attributed to the production of secondary metabolites during
the exponential phase of bacterial growth. Bacillus subilis (Bs-21)
demonstrated the greatest effectiveness against both fungi. It was
concluded that Bacillus spp. It possesses remarkable potential as a
biocontrol agent, although its antagonistic effect may be transient,
depending on nutrient availability and the bacterial growth phase,
highlighting the importance of optimizing its formulation and

g
application in the field.
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Introduccion

La sostenibilidad de los sistemas agricolas se enfrenta a una
amenaza constante por una diversidad de hongos fitopatdgenos
que afectan tanto a la parte aérea como al sistema radical de
los cultivos. Entre los patdgenos foliares mds devastadores se
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encuentra Bipolaris spp., agente causal de tizones y manchas
foliares en cereales. Otro Cjemplo relevante es Botrytis cinerea,
conocido por causar el moho gris en una amplia gama de
hortalizas y frutales. Una lista actualizada de hongos causantes
de enfermedades en cultivos de importancia econdmica en
Sinaloa fue publicada por Tovar-Pedraza y Garcia-Ledn (2025).
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Paralelamente, a nivel del suelo, Macrophomina phaseolina
representa una amenaza creciente. Este hongo, rcsponsablc
de la podrcdumbre carbonosa del rtallo, se desarrolla
cspecialmcmc en condiciones de estrés hidrico y altas
temperaturas. Su impacto es considerable, ya que afecta
a mis de 500 especies de plantas (Ramos ct al., 2025).
El mancjo convencional de estas enfermedades mediante
fungicidas quimicos presenta problemas de cficacia debido a
la generacién de resistencias. Ademds, este enfoque conlleva
impactos ambientales negativos y riesgos para la salud publica.

Frente a este escenario, el control biolégico con bacterias
del género Bacillus se posiciona como una alternativa robusta
y Ccolégica. Especies como B. subtilis, B. a7nylolith¢faciens,
B. wvelezensis y B. thuringicnsis han demostrado una notable
capacidad anmgdnica contra un amplio espectro de
ﬁtopatégenos. Su éxito radica en la poscsién de un arsenal
de mecanismos de accidon mﬁltiples y sinérgicos (chcm‘
Hernandez et al., 2o11).

Estos mecanismos incluycn, en primer lug:u‘, la antibiosis
mediante la sintesis de metabolitos  antifingicos como
lipopéptidos (surfactina, iturina, fengicina), policétidos vy
enzimas hidroliticas (quitinasas, glucanasas). Un segundo
mecanismo es la competencia por espacio y nutrientes
esenciales como el hierro, la cual se logm a través de la
prostccién de sideroforos. Otros modos de accién son el
parasitismo directo a las hifas ﬁingicas y la Induccion de
Resistencia Sistémica (IRS) en la plzmtm Este ultimo proceso
prepara a la plama para una respuesta de defensa mas répida y
eficaz (Rabbee et al., 2020; Shafi et al., 2017).

La literatura cientifica reciente proporciona evidencia
contundente de la ecficacia de los bacilos contra los
patdgenos mencionados. Por cjemplo, Valenzuela et al. (2022)
demostraron los mecanismos potenciales de biocontrol de
Bacillus spp. TSOz2 contra Bipolaris sorokiniana, mancha borrosa
del trigo.

De manera similar, Luan et al. (2023) informaron que
B. amyloliquefaciens DB2 resultd un potencial agente de control
para Bipolaris sorokiniana en trigo. La cficacia de esta cepa
rivaliza con los tratamientos qul’micos estandar. Al mismo
tiempo, la bacteria promueve el crecimiento de las planms.

En consecuencia, la cxplomcién y caracterizacion de cepas
de Bacillus con actividad polivalcntc contra pntégcnos tanto
foliares como del suclo es fundamental. Este trabajo es esencial
para ¢l desarrollo de estrategias de mancjo integrado que
scan resilientes. La presente introduccién sienta las bases
para una discusion sobre los avances mas significativos en la
comprensiﬁm de los mecanismos antagénicos de los bacilos.
Finalmente, se busca analizar su aplicacién como agentes
de control biolégico de amplio espectro en la agricultura

modcrna.

Materiales y Métodos

Se evalud la actividad antagénica de las cepas de
Bacillus spp. mediante el método de cultivo dual, segin
la merodologia descrita por Cazorla ¢t al. (2007) con
algunas modificaciones (se utilizaron placas de Petri con
agar Sabouraud Dextrose (SDA) en sustitucion del agar Papa
Dextrosa (PDA), no disponiblc En un extremo de la placn se
colocd un disco de micelio de 5 mm de diametro del hongo
fitopatdgeno (M. phaseolina o Bipolaris sp.). En el extremo
opuesto se inoculd una linea de la bacteria (Bacillus). Las
placas se incubaron a 28 °C y el ensayo finalizd cuando el
crecimiento del hongo en las placas control, que carecian de
bacteria, cubrid toda la superﬁcie.

El porcentaje de inhibicién del crecimiento del hongo se
calculd por la férmula:

DT — DC x 100/DT
dOﬂdC:

DT: Diametro de la colonia del hongo enel testigo

DC: Diametro de la colonia del hongo en el enfrentamiento
Se analizaron las diferencias entre los grupos mediante un

analisis de varianza (ANOVA) de una via. Luego se realizo una

Comparacién mlﬁltiplc con una prueba de Tukey Se considerd

que una diferencia era estadisticamente signiﬁcativa con un

valor de p < 0,001.

Resultados y Discusion

Se observd un halo de inhibicidn en todos los tratamientos
(Figuras 1y 2). La cepa de bacilo se sembrd en su fase
cxponcncinl de crecimiento, una etapa en la cual las células
presentan  una alta actividad metabodlica. Esta condicion
corresponde a una estria bacteriana joven y activa. La
concentracion de compuestos antimicrobianos alrededor de
la estria alcanzd un nivel suficiente para inhibir o eliminar
las esporas del hongo, lo que gencré el halo de inhibicion
observado.

Este fendmeno pudo deberse a que la bacteria produjo

y SCCTCE(’) l’ﬂthLbO]itOS sccundarios Ppara atacar Ql hongo

fitopatdgeno. Hoy existe una fuerte evidencia que muestra
que  Bacillus spp. cjerce un control multifactorial sobre
hongos ﬁtopzttégcnos: sus lipopcptidos acttian sinérgicamcntc
danando membranas ﬂ'mgicas ¢ induciendo apoptosis celular;
la producci(’)n combinada de iturina, fcngicina y surfactina
es esencial para ¢l control amiﬁingico (Sarwar et al., 2018).
Mientras que las enzimas hidroliticas refuerzan este efecto
al dcgradar barreras estructurales del hongo; las enzimas
hidroliticas contribuycn signiﬁcativamentc a la inhibicion
ﬂ'mgica (Morales-Barron et al.) 2019; Hong et al., 2022; Malik
ct al., 2023). Estas sustancias son capaces de producir efectos
de control sobre varias especies de organismos fitopatdgenos,
efectos, que in vitro, se corrcspondcn con la presencia de un
halo de inhibicion.
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Sin embargo, se registré que cuando la poblacién bacteriana
crecio en exceso (figura 1, placas 6 y 31; figura 2, placas 3, 6, 34,
35y 37) la zona de inhibicién fue menor y el hongo mostrd una
coloracion blanca. Esta observacion se explica por el probable
agotamiento de los recursos disponibles en el medio de cultivo,
en particulnr las fuentes de carbono y nitrégcno de facil
acceso. Ante esta escasez, es posible que la bacteria entrara en
una fase estacionaria o de declive, detuviera la produccion de
metabolitos secundarios y cambiara su metabolismo hacia la
simple supervivencia, y entonces el hongo fitopatogeno como
posee una alta competencia como organismo saprofito, pudo
haber secretado enzimas que digirieron las bacterias muertas
o moribundas y utilizara sus componentes como fuente de
alimento. Esto coincide con lo informado por Castaieda y
Sinchez (2016) quienes evaluaron el crecimiento de cuatro
especies de Bacillus spp. como primer paso para entender su
cfecto de control sobre Fusarium sp.

o

Figura 1. 3. B. subrilis (Bs-4), 6. B. subrilis (Bs-21), 31. Aislado 14 Bacillus
spp- 33- Aislado E1 Bacillus spp. 34. Aislado Es Bacillus spp. 34. Aislado
E6 Bacillus spp. 37. B. subtilis (98,2) vs M. phaseolina

Figura 2. 3. B. subrilis (Bs-4), 6. B. subtilis (Bs-21), 14. B. licheniformis
(5-260), 31. Aislado 14 Bacillus spp. 33. Aislado E1 Bacillus spp. 34.
Aislado Es Bacillus spp. 34. Aislado E6 Bacillus sp. 37. B. subtilis (98,2)
vs Bipolaris sp.

Los hongos presentan una coloracion negra debido a
la produccién de conidios pigmcmados en sus estructuras
reproductivas. Sin Cmbargo, al colonizar un sustrato rico
en nutrientes como la estria bacteriana, el hongo prioriza
el crecimiento de su micelio, de color blanco, sobre la

reproduccién. En esas condiciones favorables, el hongo no
requirié esporular de forma inmediata, lo que explicé su
apariencia blanca.

La investigacion considerd esta observacion como muy
relevante. El estudio se encuentra en una ctapa orientada a
definir bacilos antagonistas de hongos ficopatdgenos foliares y
de suelo, como M. phaseolina y Bipolaris sp., para la elaboracién
de un consorcio. Posteriormente, se incluiran también hongos
de los géneros Alternaria y Stemphylium. Por lo tanto, es
crucial determinar si se dispondrs’t de un agente de control
bio]égico preventivo a hrgo plazo o si su cfecto sera fuerte
pero tempoml. Esta definicién es fundamental para planiﬁcar
su aplicacién en campo, ya que s¢ debe evaluar la necesidad
de cstrategias que mantengan una poblacién bacteriana activa
y productora de metabolitos, o bien identificar la ventana de
tiempo critica en la que su actividad de control es mdxima
para proteger la planta.

En este contexto, Kohl et al. (2023) analizaron la
importancia de comprender el "modo de accion” y la
"persistencia” de los agentes de control biologico. Estos autores
destacaron como el efecto de estos organismos puede ser
transitorio y subrayaron la necesidad de disenar estrategias
que mantengan poblaciones activas. Ademas, discutieron los
desafios inherentes a la traslaciéon de los resultados obtenidos
en laboratorio hacia las condiciones de campo.

En este mismo sentido Pedraza ct al. (2020) resaltaron
la necesidad de determinar los mecanismos de accion de
Bacillus spp. contra microorganismos fitopatdgenos durante
su interaccidn con plantas (in vivo). Los cnsayos de
enfrentamientos permiticron llegar a los resultados reflejados
en la tabla 1.

La tabla 1 muestra que B. subtilis (98,2) fue el tratamiento
mds ecfectivo contra M. phaseolina. No obstante, los otros
cinco bacilos que obtuvieron una signiﬁcancia estadistica "b"
también presentaron una accion efectiva contra este patdgeno.

Para el caso de Bipolaris sp., los seis bacilos que alcanzaron
una significancia "a" resultaron ser efectivos. Entre ellos,
B. subtilis (98,2) mostrd el nivel de efectividad mas bajo
del grupo.

B. subcilis (Bs-21) fue la cepa que demostrd la mayor
cfectividad contra ambos hongos fitopatdgenos. Este resultado
destaca su potencial como agente de control de amplio
espectro en las condiciones evaluadas.

Los resultados obtenidos evidencian una vez mais lo
informado  por Méndez-Ubeda et al. (2017), sobre el
clevado potencial que presentan las bacterias del género
Bacillus para el control biolégico en condiciones in vitro,
ya que esta demostrado por numerosos autores que los
microorganismos pertenccientes a este géncro s¢ caracterizan
por tener la capacidad de producir sustancias, tales como,
metabolitos, antibioticos, enzimas lticas, entre otras que
aisladas, purificadas y producidas a gran escala son una
valiosa alternativa al control quimico, del cual existe una
tendencia cada vez mas gcncralizada a disminuir su uso,
debido precisamente a los dafios que ha causado a la salud
humana, animal y ambiental.
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Tabla 1. Inhibicion del crecimiento de Macrophomina phaseolina y Bipolaris sp. por los bacilos en cultivo dual. Medias con letras distintas, en una

misma columna, indican diferencias significativas (ANOVA ***p < 0,001 y prucba de Tukey, p < 0,05).

Tratamiento Porcentaje de inhibicion (%) de M. phaseolina Tratamiento Porcentaje de inhibicién (%) de Bipolaris sp.

TESTIGO o! TESTIGO o°

Aislado E6 28,8° B. subrilis (98,2) 29,1°

Aislado E1 30,0 Aislado 14 34,2

Aislado 14 31,1° Aislado E1 35,4

Aislado Es 33,3" Aislado E6 36,7

B. subrilis (Bs-4) 333" Aislado Es 36,7"

B. subrilis (Bs-21) 34,4° B. subrilis (Bs-4) 37,9°

B. subrilis (98.2) 422" B. subrilis (Bs-21) 38,6°

Conclusiones and action mechanism of Bacillus amyloliquefaciens DB2 on

La bacteria Bacillus producc metabolitos secundarios
antiﬁ'mgicos que generan  un halo de inhibicién, esta
produccién es maxima durante su fase cxponcncial de
crecimiento. Sin cmbargo7 el agotamicnto de nutrientes en
el medio detiene la sintesis de estos compuestos, lo que
permite la posterior gcrminacién ﬁ'mgica y evidencia que cl
cfecto de control es transitorio y dcpcndicnte de condiciones
ambientales cspec{ﬁcas.

Los ensayos de antagonismo confirman que distintas cepas
de Bacillus inhiben efectivamente a los hongos Macrophomina
phascolina y Bipolaris sp. B. subtilis (Bs-21) se destaca por su
alta efectividad contra ambos patégenos, lo que constituye
un promisorio control de amplio espectro para su posiblc

inclusion en un consorcio microbiano.
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