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RESUMEN

Introduccién. Actualmente, constituye un reto garantizar la seguridad alimentaria, por el aumento de
plagas y enfermedades, que comprometen el rendimiento de los cultivos. El uso intensivo de pesticidas y
antibiéticos, aunque efectivo a corto plazo, genera resistencia en los patdégenos, contaminacion ambiental
y riesgos para la salud humana, por lo que se necesitan alternativas sostenibles y seguras; sin embargo, la
biotecnologia presenta nuevas posibilidades para enfrentar el impacto del cambio climatico, la pérdida de
biodiversidad y la creciente demanda de alimentos.

Objetivos. Evaluar la produccion de metabolitos secundarios de actinobacterias (Streptomyces sp.) y
hongos (Penicillium sp.), como alternativa biotecnoldgica para el control de fitopatégenos e identificar condi-
ciones 6ptimas de cultivo y enzimas hidroliticas, asociadas a la actividad antimicrobiana.

Materiales y métodos. Se seleccionaron cepas de Streptomyces sp. y Penicillium sp. con potencial anti-
microbiano. Se evalué la actividad de compuestos volatiles y extractos libres de células, frente a bacterias y
hongos fitopatdégenos. Se determinaron las enzimas hidroliticas producidas por la cepa mas activa y se anali-
zaron las condiciones ambientales de fermentacion (pH, temperatura, concentracién de inoculo) y la cinética
de produccion de metabolitos.

Resultados y discusion. La cepa Penicillium sp. mostrd actividad antifingica frente a todos los hongos
fitopatdgenos evaluados, con produccién de [31-3 glucanasa y quitinasa. Las condiciones 6ptimas para maxi-
mizar la actividad antifungica fueron pH 7, 28 °C y un in6culo inicial de 1 x 10° células/mL. Bajo estas con-
diciones se alcanz6 un 87 % de inhibicién del crecimiento de Fusarium sp. en el sexto dia de fermentacion.

Conclusiones. Los resultados confirman el potencial de Penicillium sp., como fuente de metabolitos an-
timicrobianos y enzimas hidroliticas aplicables en el desarrollo de bioplaguicidas. La optimizacion de las
condiciones de cultivo favorece la eficacia de los extractos y ofrece una alternativa sostenible para reducir el
uso de pesticidas quimicos y contribuir a la seguridad agroalimentaria.
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ABSTRACT

Introduction. Ensuring food security is currently a challenge due to the increase in pests and diseases,
which compromise crop yields. The intensive use of pesticides and antibiotics, although effective in the short
term, generates resistance in pathogens environmental contamination, and risks to human health, creating
a need for safe, sustainable alternatives; however, biotechnology offers new possibilities for addressing the
impacts of climate change, biodiversity loss, and the growing demand for food.

Objective.To evaluate the production of secondary metabolites by actinobacteria and fungi as a biotech-
nological alternative for the control of phytopathogens, and to identify optimal culture conditions and hydrolytic
enzymes associated with antimicrobial activity.



Materials and methods. Strains of Streptomyces sp. and Penicillium sp. with antimicrobial potential were
selected. The activity of volatile compounds and cell-free extracts against phytopathogenic bacteria and fungi
was evaluated. Hydrolytic enzymes produced by the most active strain were identified, and environmental
fermentation conditions (pH, temperature, inoculum concentration) as well as metabolite production kinetics
were analyzed.

Results and discussion. The Penicillium sp. strain exhibited antifungal activity against all the phytopatho-
genic fungi tested, accompanied by the production of B-1-3-glucanase and chitinase. The optimal conditions for
maximizing antifungal activity were pH 7.2, a temperature of 28 °C, and an initial inoculum of 1 x 10° cells/mL.
Under these conditions, 87% inhibition of Fusarium sp. growth was achieved on the sixth day of fermentation.

Conclusions. The results confirm the potential of Penicillium sp. as a source of antimicrobial metabolites
and hydrolytic enzymes applicable to the development of biopesticides. Optimizing cultivation conditions en-
hances the efficacy of the extracts and offers a sustainable alternative to reduce the use of chemical pestici-
des and contribute to agrifood security.

Keywords. Bioproducts, actinobacteria, fungi, phytopathogen control, biotechnological alternative.

INTRODUCCION

La agricultura contemporanea enfrenta el reto de garantizar seguridad alimentaria en un contexto
marcado por el aumento de plagas y enfermedades, que comprometen el rendimiento de los culti-
vos. El uso intensivo de pesticidas y antibiéticos, aunque efectivo a corto plazo, ha generado resis-
tencia en los patégenos, contaminacion ambiental y riesgos para la salud humana, lo que evidencia
la necesidad de alternativas sostenibles y seguras.

En este escenario, los avances de la biotecnologia han abierto nuevas posibilidades. Desde la
década de los 90, Cuba ha impulsado la produccion de bioproductos como biofertilizantes y biopla-
guicidas, para reducir la dependencia de quimicos convencionales; sin embargo, el desafio tras-
ciende fronteras: a nivel mundial, la busqueda de soluciones basadas en microorganismos se ha
convertido en una estrategia clave para enfrentar los impactos del cambio climatico, la pérdida de
biodiversidad y la creciente demanda de alimentos.

Entre los microorganismos de mayor interés destacan las actinobacterias (Streptomyces) y los
hongos (Penicillium), capaces de producir metabolitos secundarios con propiedades antimicrobia-
nas. Estos compuestos no solo inhiben bacterias y hongos fitopatégenos, sino también inducen re-
sistencia en las plantas y refuerzan su capacidad de adaptacion. La optimizacién de las condiciones
de cultivo permite potenciar la biosintesis de enzimas y metabolitos y ofrece herramientas innova-
doras para el control biolégico.

La presente investigacion se orienta a evaluar la actividad antimicrobiana de cepas seleccionadas
de Streptomyces sp. y Penicillium sp. frente a fitopatdgenos, asi como a determinar las condiciones de
cultivo que favorezcan la producciéon de metabolitos secundarios, aplicables en la agricultura sostenible.

El objetivo de este estudio fue evaluar la produccién de metabolitos de Streptomyces sp. y Penici-
llium sp., como alternativa para el control de fitopatdgenos; y, de manera especifica, la investigacion
se oriento a identificar: cepas con potencial antimicrobiano; analizar la actividad de compuestos vo-
latiles y extractos libres de células; determinar la produccion de enzimas hidroliticas en la cepa mas
activa; establecer las condiciones éptimas de cultivo y caracterizar la cinética de fermentacion, para
comprender la dinamica de generacion de metabolitos.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y condiciones de cultivo
Se emplearon cuatro cepas de Streptomyces sp. y una cepa de Penicillium sp.1, provenientes de
la coleccién del Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azucar (ICIDCA).
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Las actinobacterias se cultivaron en agar de tripticaseina de soja (ATS, pH 7), a 28 °C, durante 7
dias. Las fitobacterias (Clavibacter michiganensis, Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae, Xan-
thomonas axonopodis, X. campestris y Pectobacterium cerotovorum) se mantuvieron en ATS bajo las
mismas condiciones durante 3 dias. Los hongos fitopatégenos (Fusarium oxysporum, Rhizoctonia
solani, Botrytis cinerea y Phytophthora sp.) se cultivaron en agar papa dextrosa (PDA, pH 7), a 28 °C,
durante 7 dias.

Actividad antagonica contra bacterias fitopatégenas

La actividad de Streptomyces se evalué mediante el método de doble capa modificado (1). Se
inocularon suspensiones celulares (1 x 10° células/mL) en ATS y se incubaron 7 dias. Posteriormen-
te, se afiadié una capa de agar blando (0.6 %) con suspensiones bacterianas (1 x 10° células/mL).
Tras 24 h de incubacién se midi6 el diametro de las zonas de inhibicion. Los ensayos se realizaron
por triplicado.

Actividad antagoénica contra hongos fitopatégenos

La confrontacion directa en PDA se realizo, segun el método descrito, con ligeras modificaciones
(2). Se inocularon las cepas antagonistas en un extremo de la placa y explantes miceliales de 3 dias
en el opuesto. Tras 7 dias de incubacion se midio el crecimiento radial y se calcul6 el porcentaje de
inhibicion.

El porcentaje de inhibicion del fitopatdégeno se determind sobre la base del crecimiento del radio
micelial (Ri) de los controles. El porcentaje de inhibicion (% I) se calcul6 con la utilizacion de la si-
guiente ecuacion:

% | =100 * (Rc-Ri)/Rc

Ddénde: Ri es el radio de crecimiento micelial del patégeno, medido en la direccion del inéculo
hacia el antagonista de crecimiento. Rc es el radio de crecimiento micelial del patégeno, medido en
la direccion del radio maximo, sin la presencia del antagonista de crecimiento.

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. De esta etapa se selecciond la cepa an-
tagonista de crecimiento, que mostré actividad antimicrobiana y la cepa fitopatdgena que presenté
mayor inhibicion.

Actividad de compuestos organicos volatiles (COV)

Se emplearon placas de Petri divididas, se inocularon las cepas en compartimentos independ-
ientes. Tras 7 dias de incubacion, a 28 °C, se midi6 el crecimiento radial en comparacion con los
controles (3).

Actividad de extractos libres de células

La cepa seleccionada se cultivd en caldo papa dextrosa (CPD), bajo agitacion (130 rpm, 28 °C,
7 dias). El sobrenadante se obtuvo por centrifugacion y filtracion (0.22 ym) y se mezclé con PDA
(20 % v/v). Se inocularon explantes miceliales de 5 dias y se evalué el crecimiento radial frente a
controles con agua estéril.

Cuantificacion de enzimas hidroliticas

Las actividades de [31-3 glucanasa y quitinasa se determinaron en sobrenadantes libres de célu-
las de Penicillium sp.1, con el empleo de laminarina y quitina coloidal como sustratos. Los azUcares
reductores liberados se cuantificaron mediante el método DNS (4, 5).



Condiciones de cultivo y cinética de produccién

Se aplico un disefio factorial 32 para evaluar el efecto de pH, temperatura e indculo sobre la pro-
duccién de metabolitos antimicrobianos, los resultados obtenidos fueron ordenados en la tabla 1.
Los cultivos se realizaron en CPD bajo agitacion (130 rpm, 28 °C, 7 dias). La actividad de los extrac-
tos se evalué mediante el método de medios envenenados. Para la cinética, se tomaron alicuotas
cada 24 h, y se midio la actividad antimicrobiana frente a F. oxysporum.

Tabla 1. Niveles de las variables utilizadas en el disefio estadistico factorial completo 32.

Tratamientos Factor Nivel bajo(-) | Nivel alto(+) Unidades
1 pH 5 7 -
2 Temperatura 28 37 °C
3 In6culo 1x10° 1x108 cel/mL

Disefio experimental y analisis estadistico

Los ensayos se realizaron por triplicado o duplicado, segun el caso. Los datos de crecimiento
radial e inhibicion se analizaron mediante ANOVA de una via y prueba de Tukey (p < 0.05), con la
utilizacion del software Estadistica 7.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad antagonica contra bacterias y hongos fitopatégenos
En la tabla 2 se muestra la respuesta del crecimiento de bacterias y hongos fitopatogenos en pre-
sencia de las cepas Streptomyces y Penicillium, sometidas al estudio de actividad antimicrobiana.

Tabla 2. Presencia o ausencia de actividad inhibitoria de las cepas en estudio
frente a las cepas fitopatdogenas

Stres;(.)rgg/ces Streg;(?rgi/ces Stres;?rgzyces Stresp;(.)rgzlces S 55
C. michiganensis 2 - - - - -
E. amylovora 3 + + - - -
P. syringae 4 - - - - -
X. axonopodis 5 - - - - -
X. campestri 6 + + - . -
P. cerotovorum 7 - - - - -
F. oxysporum 8 + - - - +
R. solani 9 - - - - +
Phytophthora sp. 10 - - - - +
B. cinerea 11 - - - - +
C. gloeosporioides 12 + + + + '!%%;Z%?;;?

Leyenda:+ evidencia de inhibicion, - sin efecto inhibidor.



Solo las cepas de E. amylovora 3 y X. campestri 6 mostraron inhibicion del crecimiento bacteriano
frente a Streptomyces sp. 03 y Streptomyces sp. 01; la inhibicion mas significativa fue frente a la
segunda (de 5y 3 mm, respectivamente). Streptomyces sp. 02 y Streptomyces sp. 04 no mostraron
actividad antibacteriana.

A pesar de que Streptomyces es un género que se conoce por su gran capacidad de producir
diferentes compuestos antimicrobianos, es importante tener en cuenta que algunos factores pueden
influir de forma negativa en la sintesis de estos metabolitos; y, por tanto, Streptomyces no mostrar
un efecto antimicrobiano. Algunos de estos factores son: la especificidad de los compuestos anti-
microbianos, ya que la actividad de estos compuestos puede ser especifica para ciertas cepas de
bacterias patégenas y no para otras. Las condiciones de crecimiento, como el medio de cultivo, la
temperatura y el pH pueden afectar la produccion de compuestos antimicrobianos. Ademas, las
cepas fitopatégenas pueden desarrollar resistencia a los compuestos antimicrobianos. Esto puede
hacer que los compuestos producidos por las cepas de Streptomyces sean menos efectivos contra
estas bacterias patdégenas (6, 7).

En contraste, Penicillium sp. 1 inhibié significativamente el crecimiento de cuatro hongos fitopato-
genos: F. oxysporum 8 (87 = 1 %), Botrytis cinerea 11 (76 + 10 %), Phytophthora sp. 10 (57 = 9 %)
y Rhizoctonia solani 9 (59 + 5 %). Estos resultados destacan el potencial antifangico de Penicillium
sp. 1, particularmente contra F. oxysporum, por lo que fue seleccionado para estudios posteriores.

El género Penicillium ha sido reportado, previamente, como agente de biocontrol. Estos resulta-
dos son consistentes con estudios que muestran inhibicion de Fusarium por cepas como P. chry-
sogenum (55 %), Penicillium sp. (57 %) y P. bilaiae (81 %). La capacidad de Penicillium sp. 1 para
secretar enzimas hidroliticas y metabolitos antifungicos probablemente contribuya a su amplio es-
pectro de accion.

Actividad de compuestos organicos volatiles (COV) y extractos libres de células

El filtrado de cultivo libre de células de Penicillium sp. 1 (20 % v/v) inhibié el crecimiento radial
de F. oxysporum 8 en un 48 + 5 %, tal como se observa en el figura 1, lo que indica la produccién
de metabolitos antifingicos termoestables. Sin embargo, los compuestos organicos volatiles (COV)
producidos por la misma cepa no mostraron actividad inhibitoria significativa, solo un 11 + 5 %, lo
gue sugiere que el mecanismo de antagonismo se basa, principalmente, en metabolitos extracelu-
lares solubles.

Este resultado concuerda con los informes de algunos otros investigadores que reportan que las
cepas de Penicillium producen enzimas que degradan la pared celular y secretan otros compuestos
antifingicos termoestables en el sobrenadante libre de células (8).
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Los resultados obtenidos confirman que Penicillium sp. 1 produce metabolitos antimicrobianos
extracelulares, capaces de inhibir el crecimiento de hongos fitopatégenos y que los COV_ produci-
dos por él, no presentan actividad antifungica.

Cuantificacion de enzimas hidroliticas

Penicillium sp. 1 mostro una elevada actividad extracelular de p-1.3-glucanasa (4.7 U/mg) y quiti-
nasa (9.7 U/mg). Estas enzimas son clave en la degradacion de componentes estructurales de
la pared celular fungica (glucano y quitina), lo que podria explicar su efecto inhibitorio sobre fito-
patdgenos. La produccion enzimatica registrada supera la reportada en estudios previos con cepas
de Penicillium, tal como se observa en el figura 2.
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Figura 2. Actividad quitinasa y p1-3 glucanasa, producida por varias cepas de Penicillium.

Estas enzimas juegan un papel importante en el mecanismo de actividad antimicrobiana de los
antagonistas, asi como en la accion de otras enzimas hidroliticas (9-11). El glucano y la quitina
son los principales componentes estructurales de la pared celular de los hongos fitopatdgenos y
se considera esencial para la patogenia y transmision de enfermedades (12); por lo tanto, los mi-
croorganismos que pueden hidrolizar estos polimeros pueden alterar la permeabilidad de la pared
celular de los hongos patégenos, y provocar la muerte celular que se manifiesta en la inhibicién del
crecimiento microbiano.

Condiciones de cultivo y cinética de produccién

Mediante un disefio experimental factorial se determin6 que las condiciones 6ptimas para la pro-
duccién de metabolitos antifangicos fueron: pH 7, temperatura de 28 °C e indculo inicial de 1 x 10°
células/mL. Bajo estas condiciones se alcanzo6 una inhibicién del 87 £ 1 % sobre F. oxysporum. El
analisis del diagrama de Pareto, que se muestra en la figura 3, confirma que el pH y la temperatura
influyen, significativamente, en la actividad inhibitoria.

De manera general se tiene que:

* Los pH neutros favorecen la produccion de metabolitos secundarios en Penicillium (13-14),
mientras que el pH = 7 activa el factor de transcripcién pacC, que regula positivamente la pro-
duccién de metabolitos secundarios (14).

» Variaciones en las temperaturas pueden inducir o reprimir la sintesis de metabolitos (15). Asi-
mismo, este factor esta directamente relacionado con actividades enzimaticas, expresion de
proteinas y estabilidad de las membranas (16).
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Alto nivel de indculo puede producir demasiada biomasa, que conduce a una ineficiente for-
macion de compuestos antimicrobianos (17).

(2)Temperaturaf . . i |2.34683

(3)inéculo | -.469366

p=.05
Figura 3. Diagrama de Pareto de tres factores (pH, temperatura de incu-

bacion e indculo, a dos niveles cada uno), que evaluaron el efecto de las

condiciones de fermentacion sobre la actividad antifangica de los extractos
libres de células, segun el disefio.

La maxima inhibicion se observo al sexto dia de fermentacion (74 £ 2 %), que coincidio con la
fase estacionaria de crecimiento, tipica de la produccion de metabolitos secundarios, tal como se
muestra en el figura 4. El uso de medio PDA favorecio la produccion de compuestos antifungicos,
posiblemente debido a su composicién rica en nutrientes.
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Figura 4. Cinética de produccién de metabolitos
extracelulares antifangicos por Penicillium sp. R1 contra F.
oxysporum Fsox C11.

Los metabolitos secundarios se originan luego que ha cesado el crecimiento activo del micro-
organismo; o, cuando comienza la fase estacionaria. Estos incluyen antibiéticos, giberelinas, al-
caloides, toxinas, etc. y su produccion depende de la temperatura, tiempo de incubacion, agitacion,
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concentracion de indculo, pH y las enzimas activas (18). Ademas, el medio de cultivo también es
un factor a tener en cuenta. En este sentido, el medio CPD se ha reportado como una buena fuente
de nutrientes. Se ha utilizado, de forma amplia, para cultivos de hongos y la produccién de metab-
olitos de interés en la industria farmacéutica y agricola (19-22). Contiene, principalmente, glucosa,
vitaminas y nitrégeno, proveniente del extracto de la papa. Hasta la fecha no se han informado los
efectos del CPD sobre la produccién directa de los metabolitos de los hongos. Algunos autores han
reportado que el CPD tiene un gran impacto en el crecimiento, morfologia, la biomasa total y la pro-
duccién de metabolitos de interés (23).

CONCLUSIONES

1. Especies de Penicillium demostraron capacidad para producir metabolitos antimicrobianos
y enzimas que fortalecen la resistencia de las plantas, frente a patégenos. En particular, la
cepa Penicillium sp. 1 exhibi6 una marcada actividad antifingica contra todos los hongos
fitopatdégenos evaluados, pues destacé la inhibicion significativa del crecimiento de Fusarium
oxysporum 8, mediante su filtrado libre de células.

2. La produccion elevada de 31-3 glucanasa y quitinasa, por parte de Penicillium sp.1, sugiere
un mecanismo de accion directo sobre la pared celular de los hongos, que altera su permea-
bilidad y provoca la muerte celular. Ademas, se establecieron condiciones 6ptimas para maxi-
mizar la actividad antifangica (pH 7, 28 °C y concentracion inicial de 1 x 10° células/mL), que
alcanzo6 un 87 + 1 % de inhibicién en el sexto dia de fermentacion.

3. Estos resultados evidencian el potencial biotecnologico de Penicillium sp.1, como fuente de
compuestos antifungicos y enzimas hidroliticas, con aplicaciones prometedoras en el control
de enfermedades fangicas en plantas.

4. Esta investigacion demuestra que los metabolitos secundarios producidos por microorganis-
mos biocontroladores, representan una alternativa sostenible y estratégica frente a la de-
pendencia de agroquimicos, pues los compuestos producidos por actinobacterias y hongos
actian como aliados silenciosos en la proteccion de la seguridad alimentaria y en la construc-
cion de sistemas agricolas mas equitativos y sostenibles.
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