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RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue determinar las potencialidades de Tsukamurella paurometabola
cepa C-924 como agente de control biológico de hongos fitopatógenos. Se evaluó el efecto de la bacteria
sobre siete especies de hongos fitopatógenos a través de ensayos in vitro utilizando los medios Agar Triptona
Soya (ATS) y Agar Papa  Dextrosa (PDA). La actividad antagónica se determinó cada 24 horas midiendo el
diámetro de las colonias de los hongos en presencia de la bacteria,  determinando posteriormente  los porcentajes
de inhibición del crecimiento micelial con relación  al control. Se evidenció que T. paurometabola C-924 tuvo
actividad antagónica en ambos medios. Los mayores valores de inhibición se produjeron en el medio ATS,
sobre Alternaria longipes (Ellis y Everh.), Bipolaris oryzae (Breda de Haan), Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.), Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E.F. Sm.), Pestalotia palmarum (Cooke) y
Thielaviopsis paradoxa (De Seynes). En ambos medios de cultivo el menor porcentaje de inhibición se observó
frente a Pythium debaryanum (R. Hesse). Los resultados sugieren que T. paurometabola C-924 posee
potencialidades in vitro como antagonista de los hongos fitopatógenos estudiados.
Palabras clave: Alternaria longipes, Bipolaris oryzae, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum f.
sp. cubense, Pestalotia palmarum, Thielaviopsis paradoxa, Pythium debaryanum, antagonismo.

In vitro antagonistic activity of Tsukamurella paurometabola C-924 against phytopathogens

ABSTRACT: The aim of this work was to determine the potential of Tsukamurella paurometabola C-924
as a biological control agent of phytopathogenic fungi by its in vitro evaluation on the culture media Agar
Triptone Soy (ATS) and Potato Dextrose Agar. The antagonistic activity was determined by measuring the
diameter of the fungal colonies grown in presence of the bacterium every 24 hours; the inhibition percentages
were calculated by comparing each diameter of these colonies with those of their respective controls grown
in absence of the bacterium. T. paurometabola C-924 showed an antagonistic activity on both culture media.
The highest inhibition values were determined on ATS against Alternaria longipes (Ellis and Everh.), Bipolaris
oryzae (Breda de Hann), Colletotrichum gloesporioides (Penz). Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E.F.
Sm), Pestalotia palmarum (Cooke) and Thielaviopsis paradoxa (De Seynes). On both culture media, the
lowest inhibition percentage was found against Pythium debaryanum (R. Hesse). The results suggested that
T. paurometabola C924 had in vitro potential as an antagonistic agent against the phytopathogenic fungi tested.
Key words: Alternaria longipes, Bipolaris oryzae, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum f. cubense,
Pestalotia palmarum, Thielaviopsis paradoxa, Pythium debaryanum, antagonism.

INTRODUCCIÓN

El uso extensivo de los plaguicidas químicos en la
agricultura no impidió que cada año las enfermedades
causadas por hongos fitopatógenos provoquen pérdi-

das de millones de dólares en los cultivos de todo el
mundo (1). Asimismo, los problemas medioambientales
de la actualidad, unidos al desarrollo de poblaciones
de fitopatógenos resistentes, redujeron la disponibili-
dad de fungicidas efectivos. En este contexto se
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incrementó en la última década el interés por los agen-
tes de control biológico, los que emergieron como compo-
nente importante del manejo integrado de plagas.

Diferentes productos comercializados para el con-
trol biológico de plagas agrícolas usan un único agen-
te de biocontrol como antagonista de una determinada
especie fitopatógena, lo que frecuentemente se infor-
mó como una de las causas de inconsistencia de las
formulaciones (2). Aunque la alta especificidad de los
biocontroladores es un elemento favorable en cuanto a
su seguridad ambiental, en ocasiones esto se convier-
te en una de las principales limitantes para su explota-
ción comercial. Es por esto que las tendencias actua-
les en el desarrollo de inoculantes microbianos se en-
caminan a la búsqueda de cepas multifacéticas de
amplio espectro de acción sobre varias dianas (3).

Entre los mecanismos de control biológico expre-
sados por rizobacterias y ampliamente reconocidos
se encuentran: competencia por un nicho ecológico o
sustrato, inducción de resistencia sistémica en las
plantas (4,5), así como la síntesis de compuestos
inhibitorios como sideróforos, antibióticos, enzimas
líticas y detoxificadoras (6). Se comprobó que la pro-
ducción de estos compuestos antifúngicos depende
en gran medida del medio empleado para cultivar el
agente de biocontrol (7).

En el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología
de Camagüey (CIGB) (Cuba), se obtuvo a partir de una
muestra de suelo rizosférico de plátano (Musa spp.) la
bacteria Tsukamurella paurometabola cepa C-924.
Esta especie, que pertenece al orden de los
Actinomycetales, agrupa bacilos irregulares, Gram
positivos, no móviles,  con metabolismo aerobio es-
tricto (8). La cepa obtenida mostró ser un control efi-
caz de nematodos parásitos de plantas en diferentes
sistemas agrícolas y constituye el principio activo del
producto HeberNem®, registrado como bionematicida
y biofertilizante (9).

El objetivo de este trabajo fue evaluar, mediante
ensayos in vitro en dos medios de cultivo, las poten-
cialidades de T. paurometabola C-924 como agente
de control biológico de hongos fitopatógenos.

MATERIALES Y MÉTODOS

Cultivos microbianos: Se emplearon cepas de los
hongos fitopatógenos: Alternaria longipes (Ellis y
Everh.), Bipolaris oryzae (Breda de Haan),
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.), Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (E.F. Sm.), Sarocladium
oryzae (Sawada), Pestalotia palmarum (Cooke),
Pythium debaryanum (R. Hesse), Rhizopus stolonifer

(Ehrenb.) y Thielaviopsis paradoxa (De Seynes), pro-
cedentes del cepario del Laboratorio Provincial de Sa-
nidad Vegetal de Camagüey (Cuba) y conservadas en
tubos de cultivo con medio Agar Papa Dextrosa (PDA)
BioLife (4ºC).

La cepa T. paurometabola C-924 se obtuvo  del
cepario del CIGB (Camagüey), donde se encontraba
conservada en medio Caldo Triptona Soya (CTS) BioLife
con glicerol al 20%  a -70ºC.

Ensayo de antagonismo: Para preparar los
inóculos, colonias aisladas de T. paurometabola C-924
se inocularon en cultivos de 10 ml de medio CTS, que
se incubaron a 37ºC durante 16 horas a 250 rpm. Los
hongos se cultivaron en placas con PDA a 30ºC y se
dejaron crecer durante cinco días previos al ensayo.

Del cultivo bacteriano que tenía una concentración
aproximada de células de 108 unidades formadoras de
colonias (ufc) . ml-1 se tomaron 100 μl y se sembraron
por diseminación mediante espátula de Drigalsky en
placas Petri con medio PDA (pH 5,6 ± 0,2).

Las placas con los hongos previamente crecidos
se perforaron utilizando un obturador de 6 mm de diá-
metro. Los discos se colocaron en el centro de las
placas sembradas con la bacteria, a razón de un disco
para cada placa y tres réplicas (placas) por tratamien-
to, luego se incubaron a 30ºC durante siete días. El
mismo procedimiento se realizó en placas de ATS a
pH 7,3 ± 0,2.

La evaluación consistió en  mediciones del diáme-
tro de las colonias de los hongos crecidos en presen-
cia de la bacteria. Se calculó el porcentaje de inhibi-
ción al compararlo con un control (ausencia de bacte-
ria). Para ello se empleó la siguiente fórmula:
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Donde Densayo indica el diámetro de la colonia del
hongo en presencia de la bacteria y Dcontrol indica
diámetro de la colonia del hongo en el tratamiento
control.

Procesamiento estadístico: A los porcentajes de
inhibición se les realizó la prueba de normalidad de
Shapiro y Wilks (10) y la prueba de homogeneidad de
varianza, a partir de las cuales se determinó realizar
análisis no paramétricos. Los datos se procesaron
mediante la prueba no paramétrica de comparación
múltiple de Kruskal-Wallis seguido de la prueba de
comparación múltiple de medias no paramétrica de
Student-Newman-Keuls (SNK), utilizando el paquete
estadístico STATISTIC versión 6.0.
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RESULTADOS

La cepa bacteriana C-924 de T. paurometabola re-
sultó antagónica, en mayor o menor medida, a todos
los fitopatógenos en ambos medios de cultivos, con
valores máximos de inhibición del crecimiento micelial
hacia  el quinto día de incubación, donde el hongo más
afectado por la bacteria en ambos medios fue P.
palmarum, resultando  Pyt. debaryanum el fitopatógeno
menos afectado.

Los mayores porcentajes de inhibición se produje-
ron en todos los hongos cuando la bacteria creció en
ATS en comparación a los  expresados en PDA, don-
de los valores de inhibición en todas las cepas de
fitopatógenos estuvieron cercanos o inferiores al 50%
(Figura 1).

El crecimiento de la bacteria en el medio PDA fue
pobre y lento, pero a pesar de ello, el crecimiento de
los hongos en ese medio en presencia de T.
paurometabola C-924 también fue pobre o se produje-
ron cambios en la morfología de las colonias (Figura
2). De manera general se observó inhibición del creci-
miento, formación de hifas distorsionadas y liberación
de pigmentos al medio.

En el medio ATS se observó un fuerte efecto inhibito-
rio de la bacteria sobre los hongos. Al comparar los
porcentajes de inhibición calculados en este medio, no

se encontraron diferencias significativas entre las ce-
pas fitopatógenas, excepto para Pyt. debaryanum so-
bre el que T. paurometabola C-924 tuvo un efecto me-
nor. Para el resto de los hongos solo se mantuvo el
disco de micelio depositado sobre las placas al comienzo
del ensayo sin ningún crecimiento adicional (Figura 3).

DISCUSIÓN

El mayor efecto observado en medio ATS, en rela-
ción con PDA,  podría estar relacionado con las carac-
terísticas propias de ambos medios de cultivo (pH y
composición aminoacídica).

El medio PDA con pH de 5,6 ± 0,2, fue poco favora-
ble para T. paurometabola C-924, que creció mejor en
ATS de pH neutro. Por otra parte, el ATS es un medio
con un alto contenido de nitrógeno, rico en aminoácidos
que estimulan el crecimiento de esta cepa que posee
gran afinidad por los sustratos proteicos (11).

Las variaciones en los componentes nutricionales
de los medios de cultivo y en sus condiciones de
incubación, poseen efecto directo sobre la producción
de metabolitos secundarios por parte de la bacteria,
como aquellos compuestos con actividad antifúngica.
Este efecto involucra cambios, tanto en la cantidad,
como en la composición de estos compuestos (12), lo
que podría explicar las diferencias encontradas en cuan-

FIGURA 1. Efecto antagónico de T. paurometabola C-924 frente a hongos fitopatógenos en los medios Agar Papa y
Dextrosa y Agar Triptona Soya al quinto día de incubación./ Antagonistic effect of  T. paurometabola C-924 against
phytopathogenic fungi on Potato Dextrose Agar and Tryptone Soy Agar on the fifth day of incubation.



Rev. Protección Veg. Vol. 28 No. 2 (2013)

135

to a la actividad antagónica de T. paurometabola C-
924 en los dos medios evaluados. Resultados simila-
res informaron Dilantha et al. (13) quienes ensayaron
diferentes cepas de Pseudomonas spp. frente a
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) y obtuvieron mayor acti-
vidad antifúngica (inhibición de micelios y esclerocios)
en los tratamientos donde la bacteria creció en ATS
que en medio Agar Nutriente. De igual forma se de-
mostró que cambios en el pH y componentes del me-
dio de cultivo tuvieron influencia directa sobre la activi-
dad de Burkholderia cepacia frente a Trichoderma viride
(Pers.) (14).

El crecimiento en un medio de cultivo apropiado es
un elemento indispensable para alcanzar el estadio
fisiológico adecuado para que un agente microbiano
realice su actividad biocontroladora de manera óptima
(15), en este sentido el medio ATS resultó un medio
favorable para la expresión de la actividad antifúngica
de T. paurometabola C-924.

Las rizobacterias producen una gran variedad de
compuestos con actividad antimicrobiana que son
empleados como sistemas de defensa. En estudio pre-
vios, se demostró que T. paurometabola C-924 produ-
ce quitinasas y proteasas extracelulares (9), lo que
podría estar estrechamente relacionado con la activi-
dad antifúngica demostrada por la cepa en este estu-
dio. El género Pythium no presenta quitina en su pared
celular. P. debaryanum pertenece a la clase Oomycota,
del reino Stramenopila (18) . Aunque anteriormente fue-
ron clasificados como hongos por sus semejanzas
morfológicas y fisiológicas con estos, en realidad no lo
son. Se diferencian entre otras características en que
sus paredes celulares están compuestas por β-1,3-
glucano, β-1,6-glucano y β-1,4-glucano (celulosa) y
carecen de quitina o la presentan en muy baja propor-
ción (17). De igual forma son más resistentes a los
tóxicos y antibióticos producidos por plantas y bacte-
rias que los hongos verdaderos (18). Son estas parti-
cularidades las que podrían explicar el bajo porcentaje
de inhibición relativo al crecimiento micelial observado
en el ensayo frente a T. paurometabola C-924.

Rizobacterias representantes de los géneros
Azotobacter, Bacillus, Enterobacter, Paenibacillus y
Pseudomonas exhibieron potencialidades antagónicas
frente a hongos fitopatógenos (19). Entre los

FIGURA 2. Actividad antagónica de
T. paurometabola C-924 frente a C.
gloeosporioides, F. oxysporum f. sp.
cubense y S. oryzae en medio PDA;
A: control, B: interacción hongo-bac-
teria./ Antagonistic activity of T.
paurometabola C-924 against C.
gloeosporioides, F. oxysporum f. fs.
cubense y S. oryzae on PDA medium;
A: control, B: fungal-bacterial
interactions.

FIGURA 3. Antagonismo  de T. paurometabola C-924 fren-
te a F. oxysporum f. sp. cubense en medio ATS al final del
experimento. La flecha indica el disco de agar con micelio
depositado al inicio del ensayo, no se observó crecimiento
adicional. Leyenda: A: Control, B: Interacción bacteria-hon-
go./ Antagonism of T. paurometabola C-924 against F.
oxysporum f. sp cubense on ATS medium at the end of the
experiment. The arrow indicates the agar disk with
micelium placed at the beginning of the assay, additional
growth was not observed.
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actinomicetos (grupo al que pertenece el género
Tsukamurella), se notificó Streptomyces como coloni-
zador de la rizosfera y  capaz de ejercer control sobre
hongos fitopatógenos, además de poseer caracteres
estimuladores del crecimiento vegetal (20).

In vitro, T. paurometabola C-924 demostró poten-
cialidades como antagonista de  A. longipes, B. oryzae,
C. gloeosporioides, F. oxysporum, S. oryzae, P.
palmarum, Pyt. debaryanum, R. stolonifer  y T.
paradoxa, especies fúngicas que son agentes causales
de enfermedades en cultivos de interés económico
como: antracnosis, pudrición de frutos, de raíces, el
carbón de la cebolla, manchas foliares, disminución
de la germinación y muerte de plántulas en semilleros,
entre otras (21).

En Cuba, particularmente en la agricultura urbana,
los hongos fitopatógenos del suelo como F. oxysporum
y Pythium sp., se listan entre las especies de mayor
importancia para semilleros, viveros y plantaciones
donde afectan el sistema radicular y el tallo de las
plantas (22).

Sería recomendable investigar la capacidad anta-
gonista de T. paurometabola C-924 frente a otras es-
pecies y géneros de hongos fitopatógenos y de igual
forma valorar en ensayos de campo su potencial uso
como controlador de hongos en la agricultura.
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