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RESUMEN: Cercospora kikuchii es un 
patógeno que ataca la soja y ocasiona 
pérdidas en su rendimiento; para 
infectarla produce una toxina denominada 
cercosporina. A fin de proteger la cosecha 
y reemplazar a los fungicidas, se busca 
desarrollar técnicas alternativas como 
el control biológico. En este trabajo se 
evaluó el efecto antagónico de varias 
especies de Bacillus frente a C. kikuchii, 
por enfrentamiento en cultivos duales, 
mediante la determinación del porcentaje 
de inhibición del crecimiento micelial, la 
velocidad de crecimiento y el tiempo de 
latencia. También se estudió la capacidad 
del mejor antagonista de reducir la 
cantidad de cercosporina producida por 
los hongos. Los resultados revelaron 
que la mayoría de las cepas de Bacillus 
inhibieron el crecimiento in vitro de C. 
kikuchii. B. subitlis 94 presentó la mejor 
actividad antagónica y redujo la cantidad 
de cercosporina acumulada, lo que 

sugiere que podría ser un potencial agente 
biocontrolador de C. kikuchii.
PALABRAS CLAVES: control biológico; 
Cercospora kikuchii; Bacillus.

SUMMARY: Effect of Bacillus species on 
Cercospora kikuchii growth inhibition and 
cercosporin accumulation
Cercospora kikuchii is a fungal pathogen 
that infects soybean, thus resulting in yield 
losses, and whose pathogenicity is mostly 
attributable to cercosporin toxin. The need 
for alternative methods to protect crops 
and replace fungicides has encouraged 
research on biological control. In this study, 
several species of Bacillus were screened 
for antagonism against C. kikuchii by 
dual culture assay, considering inhibition 
of mycelial growth, growth rate and lag 
phase. The ability of the best antagonist 
to reduce cercosporin production was 
also analyzed. Results indicate that most 
strains of Bacillus caused inhibition of in 
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Introducción
La soja (Glycine max (L.) Merrill) es el 

principal producto de la agricultura en 
Argentina y el mayor generador de divisas 
(1). Las denominadas enfermedades de fin 
de ciclo (EFC) son una limitante del cultivo. 
Entre ellas, el “tizón de la hoja y mancha 
púrpura de la semilla” provoca mermas de 
hasta el 50 al 80% y es la enfermedad foliar 
de mayor crecimiento en los últimos años 
(2). El agente causal es Cercospora kikuchii 
(Matsumoto & Tomoyasu) M. W. Gardner 
(3), uno de los hongos prevalentes en la 
soja cultivada en la Provincia de Santa Fe 
(4). Este fitopatógeno produce una toxina, 
denominada cercosporina, que desem-
peña un papel muy importante en su habili-
dad para infectar a la planta y es un factor 
de virulencia que interviene en la severidad 
de la enfermedad (5, 6).

El principal método de control de C. 
kikuchii consiste en el empleo de diver-
sos fungicidas sintéticos (bencimidazoles, 
imidazoles, triazoles, estrobirulinas) (7). 
Sin embargo, hoy en día se busca reducir 
su utilización ya que se pretende que el 
tratamiento aplicado impacte lo menos 
posible sobre la salud del hombre y el 
medio ambiente (8). Esto ha promovido 
el uso de otro tipo de estrategias como el 
control biológico, para limitar la iniciación 
y propagación de enfermedades causa-
das por patógenos vegetales (9). Entre los 
microorganismos de control más estudia-
dos se encuentran las bacterias del género 
Bacillus (10, 11), excelentes agentes para el 
desarrollo de bioproductos aplicables en el 

campo (12), debido a su capacidad de co-
lonizar la superficie de la raíz, incrementar el 
crecimiento de la planta y producir lisis del 
micelio fúngico (13) mediante la producción 
de algunos metabolitos tales como pépti-
dos antibióticos, enzimas líticas y compues-
tos antifúngicos volátiles (14). Además, son 
capaces de tolerar condiciones extremas 
de pH, temperatura y presión osmótica 
(13), lo que facilita su almacenamiento a 
largo plazo y comercialización (15). Sin 
embargo, a pesar de todas estas ventajas, 
no se han reportado estudios que empleen 
esta técnica para controlar C. kikuchii en 
nuestra región. 

Los objetivos del presente trabajo fueron: 
a) evaluar la capacidad de inhibición del 
crecimiento de Cercospora kikuchii por dis-
tintos aislamientos de Bacillus y seleccio-
nar aquél con mayor potencial antagónico; 
b) determinar si la bacteria seleccionada es 
capaz de reducir la acumulación de la cer-
cosporina producida por C. kikuchii. 

Materiales y Métodos
Microorganismos. Se analizaron siete 

aislamientos de Bacillus provenientes de 
la rizosfera de plantas de soja sanas culti-
vadas en la provincia de Santa Fe durante 
la campaña 2006-2007 (B. cereus 82, B. 
cereus 88, B. licheniformis 85, B. lichenifor-
mis 51, B. licheniformis 52, B. megaterium 
73, B. thuringiensis 31) y uno obtenido a 
partir del ambiente, aislado del aire, (B. sub-
tilis 94). Se ensayaron dos aislamientos de 
C. kikuchii (CK31 y CK43) obtenidos a par-
tir de plantas de soja que exhibían síntomas 

vitro C. kikuchii growth. B. sutilis 94 showed 
the best antagonistic effect and reduced 
cercosporin accumulation, suggesting 
that this strain might be a potent biological 

control agent against C. kikuchii. 
KEYWORDS: biological control; 
Cercospora kikuchii; Bacillus.
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de la enfermedad causada por dicho pató-
geno, provenientes de la provincia de Santa 
Fe (CK31 de la campaña 2005-2006 y CK43 
de la campaña 2007-2008), y una cepa per-
teneciente a la colección NITE Biological 
Resource Center (Japón): C. kikuchii NBRC 
6711 (CK6711). Las bacterias analizadas y 
los aislamientos fúngicos regionales perte-
necen al cepario de la Facultad de Bioquí-
mica y Ciencias Biológicas, UNL, Argentina.

Prueba de antagonismo. Para evaluar 
la habilidad de los diferentes aislamientos 
bacterianos de inhibir el crecimiento fúngico 
se utilizó el método de enfrentamiento de 
cultivos duales (16): se extrajo un cilindro de 
10 mm de diámetro del centro de una colo-
nia fúngica, se colocó en el centro de una 
placa de petri conteniendo Agar Papa Dex-
trosa (APD) (17) y se incubó durante 24 h. 
Posteriormente, a partir de los cultivos bac-
terianos de 24 h de crecimiento en medio 
agar nutritivo a 37°C, se prepararon suspen-
siones conteniendo 108 UFC/ml. Se sembró 
la suspensión bacteriana a 2 cm de la colo-
nia fúngica, mediante 8 toques equidistan-
tes (5 µl en cada toque). Como control se 
utilizaron placas de APD con el hongo, sin 
las bacterias. Los ensayos se realizaron por 
triplicado. A los 4, 8, 12 y 15 días de incu-
bación a 26 ± 0,5ºC se midió el diámetro 
del desarrollo fúngico. Se calculó el porcen-
taje de inhibición del crecimiento micelial 
luego de 15 días de incubación empleando 
la siguiente fórmula (18): 

% inhibición = [1-(diámetro de la colo-
nia tratada/ diámetro de la colonia control)] 
x 100. 

Para hallar la velocidad de crecimiento y 
el tiempo de la fase de latencia de cada una 
de las C. kikuchii estudiadas, se utilizó la 
siguiente expresión matemática (19):

r = µ (t - λ)

Donde r es el crecimiento micelial (cm), µ 
es la velocidad de crecimiento (cm h-1), t el 
tiempo de cultivo (h) y λ representa el tiempo 
correspondiente a la fase de latencia (h). La 
velocidad de crecimiento, se calculó mediante 
regresión lineal de la fase de crecimiento del 
cultivo. Para determinar el tiempo correspon-
diente a la fase de latencia, se extrapoló la 
gráfica a un crecimiento nulo (20). En el aná-
lisis estadístico de los resultados se aplicó el 
test-T y el test LSD Fisher (21, 22).

A fin de seleccionar el mejor aislamiento 
con potencial antagónico se consideró la inhi-
bición del crecimiento micelial, la reducción 
de la velocidad de crecimiento y el retardo 
de la fase de latencia (20). Las placas corres-
pondientes al aislamiento seleccionado fue-
ron utilizadas en el ensayo siguiente.

Determinación de la concentración de cer-
cosporina, en el cultivo dual. Se analizó si la 
bacteria seleccionada era capaz de reducir 
la cantidad de cercosporina acumulada en 
el medio de cultivo (cultivo dual y control). 
Para extraer y cuantificar la toxina se tuvo en 
cuenta la metodología propuesta por Jenns 
y col. (23). Se extrajeron 3 cilindros (10 mm 
de diámetro) del borde del desarrollo fún-
gico sin incluir el micelio, se colocaron en 
6 ml de KOH 5N y se conservaron durante 
3 h en oscuridad. Se centrifugó a 2.500 rpm 
durante 20 min, se separaron los sobrena-
dantes y se les realizó un barrido entre 400 
y 700 nm con un espectrofotómetro Per-
kin Elmer Lambda 20 UV/VIS (960 nm/min 
cada 1 nm) frente a blanco. La producción 
de cercosporina se confirmó por la presen-
cia de tres picos característicos a 480, 595 
y 640 nm. La concentración se determinó a 
480 nm, utilizando el coeficiente de extin-
ción molar de 23300 (24). Se trabajó por 
duplicado y los resultados se expresaron en 
nmol/cilindro. Se aplicó un test-T para deter-

Soldano, A. y col. • Inhibición del crecimiento de Cercospora kikuchii...
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minar si las diferencias en la concentración 
de cercosporina entre el control y el cultivo 
dual eran significativas (21). 

Resultados y Discusión
El método de enfrentamiento de cultivos 

duales es una técnica comúnmente utili-
zada para evaluar el efecto antagónico de 
bacterias contra hongos fitopatógenos (11, 
12, 25-31). En este trabajo se utilizó para 
realizar un “screening” de posibles agentes 
biocontroladores de C. kikuchii. 

Se observó que todos los aislamientos 
bacterianos presentaron un efecto inhibitorio 
significativo (p≤0,05) sobre el crecimiento 
micelial de CK43 (Fig. 1) y CK6711 (Fig. 2), 
y redujeron significativamente (p≤0,05) la 
velocidad de crecimiento del cultivo dual 
respecto al control (Tabla 1). Sin embargo, 
B. cereus 88 y B. licheniformis 51 no cau-
saron dichos efectos sobre CK31 (Fig. 3, 
Tabla 1). 

Figura 1: Efecto inhibitorio de las cepas 

bacterianas ensayadas sobre el crecimiento 

micelial del hongo Cercospora kikuchii 43 luego 

de 15 días de incubación en cultivos duales. 
a Diámetro promedio de las colonias obtenido en 

los ensayos por triplicado.

* Diferencia significativa respecto al control 

(p≤0,05), según test-T.

Figura 2: Efecto inhibitorio de las cepas 

bacterianas ensayadas sobre el crecimiento 

micelial del hongo Cercospora kikuchii  NBRC 

6711 luego de 15 días de incubación en cultivos 

duales. 
a Diámetro promedio de las colonias obtenido en 

los ensayos por triplicado.

* Diferencia significativa respecto al control 

(p≤0,05), según test-T.
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Figura 3:

Correcciones Tablas:

 En las tablas 1, 2 y 3 se debe centrar todos los títulos de las columnas

 En las tablas 1, 2 y 3 se debe reemplazar “B. thuringensis 31” por “B. thuringiensis 31”.

 En la tabla 1 agregar la línea superior.

 En la tabla 1, columna CK6711, Cultivo dual, en la línea correspondiente a B. megaterium
73, agregar cd al valor “0,056* ± 0,002” Es decir debe quedar “0,056* ± 0,002 cd”

 En la tabla 1, columna CK6711, Cultivo dual, en la línea correspondiente a B. licheniformis
85, agregar cd al valor “0,054* ± 0,004”Es decir debe quedar “0,054* ± 0,004 cd”

 En la tabla 2, columna CK6711, Cultivo dual, en la línea correspondiente a B. subtilis 94,
agregar: “10,9 a” al valor “69,5*± “ Es decir debe quedar “69,5* ± 10,9 a”

 En la tabla 2, columna CK43, Cultivo dual, en la línea correspondiente a B. cereus 82,
agregar: cd al valor “16,7 ± 9,4” Es decir debe quedar “16,7 ± 9,4 cd”

 En la tabla 3 agregar la línea superior.

 En la tabla 3, en la primera fila, poner cursiva a Cercospora kikuchii

 En la tabla 3, columnas CK31, CK43 y CK6711, centrar todos los números.

Correcciones Referencias bibliográficas:
Falta la negrita en los números de los volúmenes de las siguientes referencias:
En la ref. 3 (en el vol 95)
En la ref. 5 (en el vol 38)

B. c
ere

us
 82

B. c
ere

us
 88

B. m
eg

ate
riu

m 73

B. th
uri

ng
ien

sis
 31

B. li
ch

en
ifo

rm
is 

85

B. li
ch

en
ifo

rm
is 

51

B. li
ch

en
ifo

rm
is 

52

B. s
ub

tili
s 9

4 --

0

1

2

3

4

*

****

 Control
 Cultivo dual

*

a
D
iá
m
et
ro

(c
m
)

1 Los valores son el promedio ± SD de tres determinaciones. * Diferencia significativa respecto al 

control (p≤0,05), según test-T. Letras distintas indican diferencias significativas (p≤0,05), según el 

test LSD Fisher, entre los distintos tratamientos para un mismo hongo. CK31 y CK43: aislamientos 

regionales de Cercospora kikuchii. CK6711: Cercospora kikuchii NBRC 6711. 

Aislamiento 

bacteriano

Velocidad de crecimiento (mm/h)1

CK31 CK43    CK6711

Control Cultivo dual Control Cultivo dual    Control    Cultivo dual

B. subtilis 94 0,073 ± 0,002 0,014* ± 0,001 a 0,072 ± 0,002 0,015* ± 0,000 a 0,072 ± 0,001 0,020* ± 0,002 a

B. thuringiensis 31 0,068 ± 0,005 0,052* ± 0,003 bc 0,080 ± 0,004 0,039* ± 0,003 b 0,065 ± 0,003 0,046* ± 0,002 b

B. megaterium 73 0,075 ± 0,002 0,050* ± 0,004 b 0,076 ± 0,003 0,043* ± 0,002 c 0,081 ± 0,001 0,056* ± 0,002 cd

B. licheniformis 51 0,068 ± 0,000 0,061 ± 0,003 d 0,071 ± 0,001 0,037* ± 0,002 b 0,072 ± 0,003 0,052* ± 0,002 c

B. licheniformis 85 0,065 ± 0,001 0,055* ± 0,003 c 0,080 ± 0,002 0,046* ± 0,001 c 0,074 ± 0,003 0,054* ± 0,004 cd

B. licheniformis 52 0,077 ± 0,002 0,054* ± 0,002 c 0,081 ± 0,002 0,046* ± 0,002 c 0,092 ± 0,001 0,057* ± 0,001 d

B. cereus 82 0,072 ± 0,003 0,060* ± 0,001 d 0,061 ± 0,002 0,043* ± 0,002 c 0,070 ± 0,001 0,052* ± 0,002 c

B. cereus 88 0,076 ± 0,002 0,070 ± 0,002 e 0,091 ± 0,008 0,069* ± 0,002 d 0,081 ± 0,001 0,062* ± 0,003 e

Soldano, A. y col. • Inhibición del crecimiento de Cercospora kikuchii...

Figura 3: Efecto inhibitorio de las cepas 

bacterianas ensayadas sobre el crecimiento 

micelial del hongo Cercospora kikuchii 31 luego 

de 15 días de incubación en cultivos duales. 
a Diámetro promedio de las colonias obtenido en 

los ensayos por triplicado.

* Diferencia significativa respecto al control 

(p≤0,05), según test-T.

Tabla 1: Efecto de algunas especies de Bacillus sobre la velocidad de crecimiento    

de Cercospora kikuchii. 

B. subtilis 94 fue la única bacteria capaz 
de incrementar significativamente (p≤0,05) 
el tiempo de la fase de latencia de los tres 
hongos estudiados, durante el cultivo dual 
(Tabla 2). 

En la Tabla 3 se observan los porcentajes 
de inhibición del crecimiento micelial. Frente 
al aislamiento regional CK31, el menor 
porcentaje de inhibición fue de 7,32% y el 
mayor de 78,95%. Para el hongo CK43 los 

2
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porcentajes de inhibición del crecimiento 
micelial variaron entre 23,71% y 77,18%; y 
para la cepa patrón CK6711 entre 22,73% 
y 70,51%. De acuerdo al test LSD Fisher, 

se observaron diferencias estadísticamente 
significativas (p≤0,05) entre los tratamien-
tos aplicados a cada hongo con las diferen-
tes bacterias. 

Tabla 2: Efecto de algunas especies de Bacillus sobre el tiempo de latencia de Cercospora kikuchii.

Aislamiento 

bacteriano

   Tiempo de latencia (h)1

     CK31 CK43 CK6711

     Control Cultivo dual Control Cultivo dual Control Cultivo dual

B. subtilis 94 4,2 ± 5,5 67,0* ± 3,2 a 5,7 ± 2,2 79,9* ± 9,6 a 5,6 ± 3,3 69,5* ± 10,9 a

B. thuringiensis 31 5,3 ± 1,3 4,0 ± 2,2 d 3,9 ± 4,4 7,4 ± 1,7 d 3,9 ± 4,1 15,2 ± 5,0 b

B. megaterium 73 5,6 ± 5,2 9,2 ± 10,0 cd 5,0 ± 1,6 5,8 ± 7,5 d 1,5 ± 1,4 0,7 ± 0,1 d

B. licheniformis 51 22,8 ± 5,4 24,6 ± 2,6 b 51,7 ± 7,8 61,7 ± 7,7 b 17,8 ± 4,5 24,5 ± 7,7 b

B. licheniformis 85 10,9 ± 3,7 14,4 ± 6,8 c 23,1 ± 3,1 29,3 ± 7,2 c 15,3 ± 3,5 16,2 ± 5,5 b

B. licheniformis 52 3,0  ± 0,1 6,3 ± 4,4 cd 16,1 ± 4,6 16,0 ± 4,4 d 2,9 ± 1,7 13,7 ± 4,6 bd

B. cereus 82 5,3 ± 0,4 8,69 ± 3,0 cd 20,5 ± 6,3 16,7 ± 9,4 cd 10,0 ± 2,0 18,2 ± 7,7 b

B. cereus 88 11,5 ± 5,9 2,7 ± 3,0 d 4,3 ± 1,5 10,7 ± 9,2 d 2,2 ± 2,0 3,3 ± 3,1 cd

1 Los valores son el promedio ± SD de tres determinaciones. * Diferencia significativa respecto al 

control (p≤0,05), según test-T. Letras distintas indican diferencias significativas (p≤0,05), según el 

test LSD Fisher, entre los distintos tratamientos para un mismo hongo. CK31 y CK43: aislamientos 

regionales de Cercospora kikuchii. CK6711: Cercospora kikuchii NBRC 6711. 

Aislamiento 

bacteriano

% inhibición de Cercospora kikuchii

CK31 CK43 CK6711

B. subtilis 94 78,95 a 77,18 a 70,51 a

B. thuringiensis 31 24,66 c 50,00 b 30,00 cd

B. megaterium 73 32,50 b 43,71 c 31,07 c

B. licheniformis 51 10,67 ef 48,73 b 28,21 cd

B. licheniformis 85 15,28 de 43,48 c 29,89 cd

B. licheniformis 52 28,92 bc 43,68 c 38,07 b

B. cereus 82 16,25 d 30,43 d 25,95 d

B. cereus 88 7,32 f 23,71 e 22,73 d

Letras distintas indican diferencias significativas (p≤0,05), según el test LSD Fisher, entre los distintos 

tratamientos para un mismo hongo. CK31 y CK43: aislamientos regionales de Cercospora kikuchii. 

CK6711: Cercospora kikuchii NBRC 6711.

Tabla 3: Porcentaje de inhibición del crecimiento micelial de Cercospora kikuchii por algunas 

especies de Bacillus luego de 15 días de incubación en cultivos duales. 
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De todas las bacterias ensayadas, B. 
subitlis 94 fue la que presentó la mejor 
actividad antagónica. Dicho aislamiento 
produjo el mayor porcentaje de inhibi-
ción frente a los tres hongos estudiados 
(78,95%, 77,18% y 70,51% frente a CK31, 
CK43 y CK6711, respectivamente) (Tabla 
3, Fig. 4); fue capaz de disminuir en mayor 
medida la velocidad de crecimiento (Tabla 

3

1) e incrementó significativamente el tiempo 
de latencia durante el cultivo dual (Tabla 2). 
Numerosos estudios sugieren la utilización 
de B. subtilis para controlar biológicamente 
diversos hongos fitopatógenos, tales como 
Cercospora beticola Sacc. (15), Rhizocto-
nia solani (25), Botrytis cinerea (32), Colle-
totrichum gloeosporioides (33) y Penicillium 
digitatum (11).

Figura 4: Antagonismo 

de Bacillus subtilis 94 

frente a Cercospora 

kikuchii. A: Frente a 

Cercospora kikuchii 31. 

B: Frente a Cercospora 

kikuchii 43. C: 

Frente a Cercospora 

kikuchii NBRC 6711. 

Observación personal.

Al cuantificar la cercosporina, se observó 
que la presencia de B. subtilis 94 redujo sig-
nificativamente (p≤0,05) la acumulación de 
dicha toxina en el medio de cultivo de C. 
kikuchii (Fig. 5). La concentración de cercos-
porina disminuyó un 60%, 49% y 48% para 
CK6711, CK43 y CK31, respectivamente. 
Esta reducción podría deberse a una degra-
dación de la toxina por parte de la bacteria 
analizada. Al respecto, Mitchell y col. (34) 
identificaron ciertas cepas bacterianas capa-
ces de detoxificar y degradar la cercosporina 
y, entre ellas, hallaron un aislamiento de B. 
subtilis que demostró disminuir la cantidad 
de toxina en un 82%. Este hallazgo podría 
ser muy importante a la hora de prevenir la 
infección de C. kikuchii, ya que la produc-

ción de cercosporina es fundamental para 
generar la infección en la planta hospedante 
y determinar el daño (5, 6). Otros autores 
también reportaron una disminución en la 
acumulación de toxinas producidas por hon-
gos cuando los mismos son enfrentados a 
ciertas cepas bacterianas. Carvaglieri y col. 
(35) demostraron que Arthrobacter globifor-
mis RC5 y Azotobacter armeniacus RC2 fue-
ron capaces de suprimir la acumulación in 
vitro de fumonisina B1 producida por Fusa-
rium verticillioides. Nesci y col. (30) reporta-
ron que distintas cepas de B. subtilis (RCB 
6, RCB 55, RCB 90) y Pseudomonas solana-
cearum (RCB 110) inhibieron la acumulación 
in vitro de aflatoxina B1 producida por Asper-
gillus section Flavi. 
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Figura 5: Efecto de la presencia de Bacillus 

subtilis 94 sobre la acumulación de cercosporina 

en el medio de cultivo de Cercospora kikuchii. 
a Concentración de cercosporina determinada 

por espectrometría a 480 nm, promedio de dos 

determinaciones. 

* Diferencia significativa respecto al control 

(p≤0,05), según test-T.

CK31 y CK43: aislamientos regionales de 

Cercospora kikuchii. CK6711: Cercospora kikuchii 

NBRC 6711.

Los resultados hallados sugieren que B. 
subtilis 94 podría ser un microorganismo 
con gran potencial para controlar biológi-
camente a C. kikuchii. Sin embargo, no se 
deberían descartar las otras bacterias ana-
lizadas, las que mostraron cierta capacidad 
antagónica, hasta realizar posteriores estu-
dios en soja. Se debe tener en cuenta que 
el antagonismo de un microorganismo hacia 
un determinado patógeno en un medio de 
cultivo no puede ser considerado como evi-
dencia de que dicho microorganismo tendrá 
el mismo efecto en el control del patógeno 
en el campo (36). Es por esto que resulta 
de fundamental importancia continuar los 
estudios para determinar la verdadera utili-
dad de las bacterias ensayadas, en el con-
trol biológico de C. kikuchii. También resulta 
necesario investigar el impacto ecológico 
que podría causar el antagonista sobre la 
superficie de la soja antes de recomendarlo 
para el biocontrol.

Conclusiones
La mayoría de las bacterias estudiadas 

presentaron efecto inhibitorio in vitro frente 
a C. kikuchii. B. subtilis 94 fue el aislamiento 

4

que exhibió la mejor actividad antagónica y 
redujo significativamente la acumulación de 
la cercosporina. 
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