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INTRODUCCIÓN  
Los hongos fitopatógenos del suelo, representan en efecto, un grupo de microorganismos que 
por su hábitat y relaciones ecológicas con otros grupos, requieren métodos muy diferentes tanto 
para su estudio, como para su control (Herrera, 2004).  
 
Actualmente, diversas investigaciones se han centrado en la búsqueda de nuevos 
antimicrobianos, principalmente de origen en actinomicetos, por su prolífica producción de 
antibióticos naturales y metabolitos secundarios (Oskay et al., 2004; Prashith et al., 2010) 
 
El uso de estos organismos como agentes de control biológico de enfermedades radiculares es 
de gran interés en la actualidad, la presencia endofítica de Streptomyces sp., puede jugar 
importantes roles en el desarrollo y salud de plantas, ya que ellos pueden afectar el crecimiento 
de las mismas por la asimilación de nutrientes o por la producción de metabolitos secundarios 
(Behal, 2000; Tokala et al., 2002; Sánchez-Yáñez, et al., 2007) 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Actinomicetos: Se utilizaron 69 cepas, de una colección de más de 700 cepas, pertenecientes 
al Departamento de Microbiología del Centro de Bioactivos Químicos, las cuales fueron 
seleccionadas al azar a partir de su actividad antagonista contra Candida albicans ATCC 
10231. 
 
Hongos fitopatógenos: Los hongos fitopatógenos por su importancia agrícola fueron 
Rhizoctonia solani, Sclerotium rofsii, Macrophomina phaseolina y Sclerotinia sclerotiorum, 
pertenecientes a la colección de hongos fitopatógenos del Laboratorio de Microbiología agrícola 
del Centro de Investigaciones Agropecuarias. 
 
Actividad antagónica in vitro de los actinomicetos contra los hongos fitopatógenos: Se 
utilizó el método de confrontación en medio de cultivo Agar Caseína Almidón. Para ello, se 
colocaron discos de actinomicetos de 6 mm de diámetro en cuatro puntos equidistantes de la 
placa de Petri, luego se colocó un disco de igual diámetro del hongo fitopatógeno en el centro 
de cada placa (Castillo-Fabela et al., 2001). También se sembraron discos de 6 mm de diámetro 
en el centro de placas de PDA sin actinomicetos como control de crecimiento de los agentes 
fitopatógenos. La incubación se realizó a 28±2ºC durante siete días y se midió el diámetro del 
área de inhibición para cada pareja de hongo-actinomiceto (Misk y Franco, 2011, Cuesta et al., 
2012). Se seleccionaron las cepas de actinomicetos de mayor espectro de actividad antagonista 
frente a los hongos fitopatógenos en estudio. 
 
Actividad quitinolítica: Se sembraron las cepas de actinomicetos en placas de Agar Quitina 
Coloidal a pH 7, luego se incubaron a 28±2ºC, por siete días, tiempo en que se midieron los 



halos de aclaramiento alrededor de las colonias como indicadores de la presencia de quitinasas 
(Kawase et al., 2004). 
 
Actividad celulolítica: Se sembraron las cepas de actinomicetos en placas de Agar Extracto 
de Levadura-Extracto de Malta (ISP2) conteniendo celulosa (1%, p/v) a pH 7,2; luego se 
incubaron a 28±2ºC durante siete días, se agregó solución de rojo congo (1%) como revelador 
durante 15 minutos, luego se eliminó la solución de rojo congo y se añadió NaCl (1M) durante 
15 minutos. Se determinó la razón entre el diámetro del halo de aclaramiento con el diámetro de 
la colonia (El-Sersy et al., 2010). 
 
Actividad proteolítica: Para determinar la actividad proteolítica se sembraron las cepas de 
actinomicetos en agar ISP2 suplementado con leche descremada al 1%, luego se incubaron a 
28±2ºC durante siete días. Se midió la actividad proteolítica por la presencia de un halo incoloro 
alrededor de las cepas de actinomicetos (Das et al., 2010). 
 
Capacidad de solubilización de fosfato: Para determinar la capacidad de las cepas de 
actinomicetos de solubilizar fosfatos, éstas se sembraron en placas de Petri con medio 
Pikovskaya y se incubaron a 28±2ºC durante siete días. La formación de halos de aclaramiento 
alrededor de las colonias se tomaron como positivos a la prueba (Franco-Correa et al., 2010, 
Misk y Franco, 2011). Las mediciones de los halos de aclaramiento se llevaron a cabo al tercer 
y sexto día del ensayo.  
 
Procesamiento estadístico de los datos: El procesamiento estadístico de los datos de las 
variables evaluadas se realizó con el paquete estadístico Statistic Package for Social Science 
(SPSS) versión 21 para Windows. Se realizó una comparación de medias de tratamientos, 
mediante la prueba de HSD Tukey. En todos los casos las diferencias se consideraron 
significativas para un valor de p<0,05. 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
El ensayo de antagonismo in vitro (Figura 2) mostró que de 69 cepas de actinomicetos, 21 no 
mostraron actividad contra ninguno de los hongos fitopatógenos evaluados. El resto mostró 
actividad contra uno o varios hongos. Así, 26 cepas presentaron antagonismo contra S. 
sclerotiorum, 2 contra S. rolfsii, 39 contra M. phaseolina y 11 contra R. solani en placas de Agar 
caseína almidón tras siete días de incubación. La mejor actividad contra S. sclerotiorum fue 
exhibida por la cepa Be6 (25 mm), contra S. rolfsii por la cepa g55 (25 mm), contra M. 
phaseolina por la cepa C5 (40 mm) y contra R. solani por la cepa Be6 (10 mm). Sólo las cepas 
g55 y L2, con potente actividad contra un hongo específico, tuvieron actividad antifúngica de 
amplio espectro contra los diferentes hongos fitopatógenos evaluados. El resto de las cepas 
con actividad antimicrobiana de amplio espectro incluye a las cepas B8, EA2, EBa21, EBe3, 
ECa22, J4, J11, L2 y g90.  
 
De las 69 cepas evaluadas se eligieron siete cepas con actividad de amplio espectro, las cuales 
se reevaluaron contra los diferentes hongos fitopatógenos y se les realizó el análisis estadístico 
que se muestra en la Tabla 2. Dichas cepas fueron escogidas para estudios posteriores de 
determinación de actividad enzimática. 
 
 
 
 



Tabla 2. Evaluación de la actividad antifúngica in vitro de siete cepas de actinomicetos mediante 
la determinación del halo de inhibición del crecimiento micelial de algunos hongos 
fitopatógenos de Phaseolus vulgaris L. 

 
Halo de inhibición vs 

Sclerotinia sclerotiorum 
 Halo de inhibición vs 

Rhizoctonia solani 
Halo de inhibición vs 

Macrophomina phaseolina  

Cepas 
Medias 
reales 

Rango 
promedio 

Medias 
reales 

Rango 
promedio 

Medias 
reales 

Rango 
promedio 

B8 12.2 18 c 6 40.6 bc 14.3 46.5 b 
EA2 15.5 45.5 ab 6 40 bc 7 15.5 c 
EBa21 14.3 32.7 c 5.5 33.5 c 31 65.5 a 
EBe3 14.7 29.6 c 3 15.25 d 13 36 b 
J4 16.5 43.05 ab 7 53.4 ab 13.5 39.25 b 
J11 20 58.75 a 6 38.5 bc 2 5.5 d 
L2 12.3 20.9 c 4.9 27.25 cd 15.4 40.25 b 

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren según prueba no paramétrica de 
Kruskal Wallis complementada con el test de Mann Whitney para p< 0,05.  
 
El mayor halo de inhibición del crecimiento micelial de Sclerotinia sclerotiorum se obtuvo con las 
cepas J11, J4 y EA2 con diferencias significativas en relación con el resto de las cepas. Contra 
Rhizoctonia solani las cepas J4, J11, B8 y EA2 mostraron los mejores valores de actividad; 
mientras que contra Macrophomina phaseolina la cepa EBa21 mostró una actividad antagonista 
significativamente superior al resto de las cepas. 
 
Las siete cepas de actinomicetos que se evaluaron fueron capaces de utilizar la quitina coloidal 
como única fuente de carbono, mostrando crecimiento y presentando una zona de hidrólisis 
alrededor de la colonia, indicando actividad quitinolítica. La actividad más alta la presentó la 
cepa EBa21 con valores significativamente superiores al resto de las cepas, seguida por las 
cepas EA2, EBe3, J4, L2 y B8. La actividad más baja la presentó la cepa J11 (Tabla 3). 
 
Tabla 3.  Actividad quitinolítica de siete cepas de actinomicetos en medio agar quitina coloidal.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Medias con letras desiguales en una misma columna difieren según prueba no paramétrica de 
Kruskal Wallis complementada con el test de Mann Whitney para p< 0,05.  
 
La actividad celulolítica se evidenció revelando las zonas de aclaramiento alrededor de las 
colonias utilizando rojo congo al 1% (p/v) (Figura 3). La actividad varió desde 2-44 mm; 
presentando las cepas L2, EA2 y J4 (Tabla 4) halos de hidrólisis significtivamente más elevados 
que el resto de las cepas evaluadas.  
 
 
 
 

 Halo de hidrólisis de Quitinasas (mm) 
Cepas Rango promedio Medias reales

B8 26.00 b 8.1 
EA2 45 b 15.5 
EBa21 65.50 a 26.5 
EBe3 38.75 b 14 
J4 36.25 b 13.5 
J11 5.50 c 2.5 
L2 31.50 b 11.5 



Tabla 4. Actividad celulolítica de las cepas de actinomicetos en medio conteniendo celulosa.  
Halo de hidrólisis de celulosa (mm)  

Cepas Rango promedio Medias reales
B8 30.50 c 10.8888889 
EA2 55.75 a 37.5 
EBa21 33.70 bc 4 
EBe3 10.15 e 3 
J4 40.35 ab 27.6 
J11 37.70 b 18.2 
L2 57.65 a 43.6 

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren según prueba no paramétrica de 
Kruskal Wallis complementada con el test de Mann Whitney para p< 0,05.  
 
De manera general, se encontró que las cepas de actinomicetos que mostraron mayor actividad 
antagonista in vitro frente a S. sclerotiorum, S. rolfsii, M. phaseolina y R. solani en Phaseolus 
vulgaris fueron Be6, g55, C5, J11, J4, EA2 y EBa21. Además, todas las cepas mostraron 
actividad enzimática extracelular; siendo la cepa EBa21 la más productora de quitinasas, las 
cepas EA2, J4 y L2 de celulasas y las cepas EA2 y B8 de proteasas. 
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