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EFECTO DE LOS DERIVADOS DE QUITINA

Y SU COMBINACION CON SULFATO DE COBRE

EN EL COMPORTAMIENTO DEL CRECIMIENTO MICELIAL
Y ESPORULACION DE UN AISLAMIENTO MONOSPORICO
DEL HONGO Pyricularia grisea Sacc.

Regla M. Cardenas®, M. A. Ramirez, Aida T. Rodriguez

y Lazara M. Gonzélez

ABSTRACT. In «Los Palacios» Rice Research Station,
belonging to the National Institute of Agricultural Sciences
(INCA), the effect of some chitin derivatives (chitosan andits
hydrolysate) and its copper combinations on in vitro growth
and sporulation of Pyricularia grisea fungus was studied.
This fungus is the causal agent of Blast, the most important
disease of rice crop in theworld, whose conidiaaretheinitia
inoculum of such disease. One 8-mm-diameter mycelia disk
was submerged for 15 minutes in each treatment and three,
five and seven days later, the colony diameter was measured.
Afterwards, conidial number was counted by a counting
chamber and the col ony sporulation distribution was observed.
Results showed no significative effect of chitosan and its
hydrolysate at 100 mg.L ™ concentration nor their combination
with copper on Pyricularia grisea mycelial growth; however,
they inhibited pathogen sporulation between 70 and 85 %;
the few sporulation of chitosans was dispersed to colony
periphery, whereasin the control, it was grouped in the center.
These results permit to lead the possibility of using chitosans
at low concentrationsin theinitial diseaseinoculum reduction
inthefield.
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INTRODUCCION

El hongo Pyricularia grisea Sacc. es el agente cau-
sal de la Piriculariosis, enfermedad limitante en la pro-
duccion arrocera a escala mundial. En las lesiones de la
enfermedad se pueden encontrar miles de conidios (que
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RESUMEN. EnlaEstacién Experimental del Arroz“ LosPaa
cios’, perteneciente a Instituto Nacional de CienciasAgrico-
las (INCA), serealizé € presente trabajo, donde se estudio e
efecto de algunos derivados de quitina (quitosana y su
hidrolizado) y su combinacién con cobreal 0.01 %, en €l creci-
mientoy laesporulacioninvitro del hongo Pyriculariagrisea
Sacc., agente causal delaPiriculariosis, enfermedad limitante
enlaproduccién arroceraaescalamundial, enlacua € indculo
inicial 1o constituyen los conidios. Se sumergi6 durante 15
minutos un disco de micelio de 8 mm de diametro en cada
tratamiento y posteriormente se midi6 el diametro delacolonia
alostres, cincoy siete dias, a cabo de los cuales se conto el
nimero de conidios con ayuda de una camara de conteo; se
observé, ademés, la distribucion espacia de la esporulacion
enlacolonia. Losresultados mostraron que tanto laquitosana
como el hidrolizado de quitosana a una concentracion de
100 mg.L ™"y sus combinaciones con el cobre no gjercieron un
efecto significativo sobre el crecimiento micelial deP. grisea,
mientras que si inhibieron la esporulacion del patdégeno entre
70y 85 %,; laescasaesporulacion obtenidaen lostratamientos
correspondientes a las quitosanas se dispersaba hacia la peri-
feria de la colonia, mientras que en € control se agrupaba
haciadl centro. Estosresultados permiteninferir laposibilidad
del empleo de las quitosanas a bajas concentraciones en la
reducciéndel inéculoinicial delaenfermedad en el campo.

Palabras clave: quitosana, Pyricularia grisea, arroz, Oryza

constituyen el inéculo inicial de la enfermedad) de dife-
rentes patotipos, lo cual hace dificil el control, que ha esta-
do dirigido esencialmente al empleo de fungicidas (1) alta-
mente téxicos y contaminantes del ambiente. Entre los
fungicidas inorganicos que se han empleado durante
mucho tiempo en la agricultura, se encuentran los formu-
lados a base de cobre que tienen la propiedad de actuar
sobre las esporas coagulando el protoplasma celular (2);
este elemento se encuentra entre los iones de metales
pesados que actian como elicitores quimicos (3).

El uso de productos ecolégicamente inocuos y
biodegradables es uno de los principales retos que en-
frenta la agricultura en la actualidad; entre estos produc-



Regla M. Cardenas, M. A. Ramirez, Aida T. Rodriguez y Lazara M. Gonzalez

tos se encuentran como alternativas promisorias los ex-
tractos vegetales (4), biopreparados a base de metabolitos
activos de origen bacteriano (5) y el uso de productos
bioactivos de origen animal como la quitosana (6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17), que es el derivado
desacetilado de la quitina, un polimero de N-acetil
glucosamina que se extrae del exoesqueleto de los crus-
taceos (6).

La quitosanay sus derivados han sido ampliamente
usados como elicitores, por estimular mecanismos de-
fensivos en las plantas (7, 8, 9, 10), debido a la induccién
de compuestos de bajo peso molecular (fitoalexinas),
barreras histoldgicas, enzimas y proteinas de resisten-
cia através de la interaccidn con receptores en las mem-
branas celulares de las plantas (10). Tienen, ademas, la
capacidad de inhibir el desarrollo de algunos hongos
fitopatégenos (11), comprobandose su efectividad en ais-
lados del cultivo del arroz (11, 12).

Teniendo en cuenta estos antecedentes se realizo
el presente trabajo, con el objetivo de evaluar y comparar
el comportamiento del crecimiento micelial y esporulacion
de un aislamiento monospérico del hongo Pyricularia
grisea Sacc. en presencia de la quitosana, su hidrolizado
enzimatico y la combinacion de ellos con el cobre.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de
Fitopatologia de la Estacién Experimental del Arroz «Los
Palacios». Se empled un aislamiento monospérico del
hongo Pyricularia grisea, obtenido a partir de sintomas
tipicos de la Piriculariosis sobre hojas de la variedad de
arroz J-104 colectadas en la Granja Caribe, pertenecien-
te al Complejo Agroindustrial Arrocero “Los Palacios”.

Para el montaje del experimento se sumergieron
durante 15 minutos en los diferentes tratamientos discos
de micelio de 8 mm de diametro, que se colocaron poste-
riormente en el centro de placas Petri (75 x 15 mm de
diametro) con medio solido ASHA (Agar seudotallo de
platano y hojas de arroz) (13) pH 6.0 e incubados a tem-
peratura de 26 + 2°C.

Tratamientos

Q-63 100 mg.L*

HQ-9 100 mg.L™*

Q-63 100 mg.L '+ CuS0,0.01%
HQ-9 100 mg.L*+ CuS0,0.01%
CuS0,0.01 %

Control (agua destilada)

U WNPE

Q-63 (quitosana), HQ-9 (hidrolizado enzimatico de quitosana Q-63)
y CuSO, (sulfato de cobre)

Las formulaciones se prepararon en el Laboratorio
de Oligosacarinas del Instituto Nacional de Ciencias Agri-
colas (INCA). La quitosana Q-63 se obtuvo a partir de la
quitina de langosta, procedente de los laboratorios
farmaced(ticos «Mario Mufioz», segun la metodologia de
obtencidn propuesta (14), mientras que el hidrolizado de
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quitosana (dp2-7) se preparé por hidrélisis enzimatica de
la quitosana Q-63 con el preparado enzimético
CELUCLAST durante 48 horas. El grado de acetilacion
se determind por el método potenciométrico (18) y el gra-
do de polimerizacion por el método viscosimétrico (19).
Se empled la sal Cuso,. 5H,0 (M= 249.69 g.mol"*) proce-
dente de la firma BDH al 0.01 %.

En la Tabla | se presenta el grado de acetilacion y
polimerizacién de los derivados de quitina empleados.

Tabla I. Grados de acetilacién y polimerizacion de
los derivados de quitina empleados

Derivados Grado de acetilacion Grado de
(%) polimerizacion
Hidrolizado de quitosana 36 2-7
Quitosana 36 720

Se determind el crecimiento micelial del hongo a los
tres, cinco y siete dias midiendo el diametro de la colonia
con unaregla graduada en milimetros y restando los 8 mm
del disco sembrado. A los siete dias se observé la distri-
bucion de la esporulacion bajo un microscopio dptico con
aumento de 40x, para lo cual se marcaron ocho puntos
equidistantes en la colonia (cuatro en el centro y cuatro
en la periferia); se realiz6 el conteo de conidiéforos con
conidios y se aplicé la escala recomendada (20), a la que
se le reemplazaron los signos relativos a los grados por
nameros.

Escala
Grado Esporulacion
0 Ninguna (cero conidios)
1 Poca (1-2 conidiéforos con conidios)
2 M edia (3-5 conidiéforos con conidios)
3 M ucha ( 5 o mas conidi6foros con conidios)

Conayuda de una camara de conteo SMIEC (XB-K-25),
se determind el nUmero de esporas por tratamiento y se
calculd el porcentaje de inhibicion mediante la formula:

tratado
control

%inhibicién =1x x100

Los datos obtenidos para cada periodo evaluativo se
procesaron mediante un Andlisis de Varianza de Clasifi-
cacion Simple con cinco repeticiones por tratamiento (tan-
to para crecimiento micelial como para esporulacion),
transformando los datos de porcentaje segun la férmula
arcsen V%:; las medias obtenidas se docimaron seguin la
Prueba de Rangos Mdltiples de Duncan al 5 % de proba-
bilidad de error.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar el efecto de los productos sobre el creci-
miento micelial de Pyricularia grisea, se pudo apreciar
gue no se presentaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los tratamientos correspondientes a cada
dia (Figura 1). Ademas, se observé un incremento progre-
sivo en relacion con los dias evaluados. Esta tendencia
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fue similar a la registrada en un estudio donde al cabo de
siete dias se caracterizaron morfoldgicamente diferentes
aislamientos del patégeno en medio ASHA (13), resulta-
do que evidencia ausencia de capacidad inhibitoria de los
productos a esa concentracién sobre el crecimiento
micelial de Pyricularia grisea.

70 B Control Cu 0,01%
60 L m Q63 100% [E1HQ-9 100%
— B Q63+Cu El HQ-9+Cu
£ 50 +
£
o 40 -
@ 30
IS
© 20
o
10
0 5
3 5 7
Dias
CV=1.30 % Cv=1.27 CV=0.6296
ESx= 0.008 ns ES=0.009 ns ES=0.005 ns

Figura 1. Efecto de diferentes derivados de quitinay
el cobre en el crecimiento micelial del hon-
go Pyriculariagrisea

Este comportamiento puede atribuirse a que las con-
centraciones estudiadas son bajas (100 mg.L*) y/o a que
el tiempo de exposicion del hongo al producto utilizado en
este experimento no fue suficiente. No obstante, en un es-
tudio donde se evalud el efecto de la quitosana (100 mg.L?)
sobre otro aislamiento monospérico de Pyricularia grisea
utilizando este método de aplicaciéon del producto, se
detect6 también ausencia de inhibicién del crecimiento
micelial del patégeno (15).

La explicacion de este comportamiento puede coin-
cidir con la de resultados de estudios mencionados (12),
gue demostraron que en otros hongos las hifas continua-
ron desarrollandose mientras se expusieron a medio fresco
y que la ultraestructura celular de estas no se afecto to-
talmente en presencia de la quitosana. Colateralmente,
se confirma que las quitosanas en bajas concentracio-
nes no causan un efecto letal sobre el patégeno.

Experimentos realizados envenenando el medio de
cultivo con concentraciones mayores (500 y 1000 mg.L")
de quitosana e hidrolizado de quitosana (12) revelaron
una alta efectividad en la inhibicién del crecimiento micelial
de Pyricularia grisea; evidentemente en este método, el
tiempo de exposicion del hongo al producto dur6 toda la
experiencia.

Adicionalmente, se ha demostrado el efecto
antimicrobiano de la quitosana en 14 hongos fitopatdgenos
de importancia econdmica en el cultivo del arroz (16),
dentro de los cuales se encontraba Helminthosporium
oryzae y Rhizoctonia solani, con porcentajes de inhibicion
del crecimiento de méas de 50 y 80 % respectivamente.
Por otro lado, se comprobd la efectividad de estos com-
puestos (a la concentracion de 1 mg.mL") (17) en la re-
duccidn del crecimiento micelial de Rhizoctonia solani, al
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mismo tiempo que se observd un incremento de este efec-
to con el tiempo de exposicion del hongo al producto.

Resultados de estudios histoquimicos revelaron que
la actividad antifiingica en algunos hongos es causada
por la deposicion de las moléculas de quitosana dentro
de la célula fangica, dificultando el crecimiento del paté-
geno (21).

Se ha demostrado que no existe correlacién entre el
crecimiento y la esporulacién del patégeno (22), lo que
sugiere la posibilidad de un comportamiento diferenciado
en la respuesta a estos productos en ambas fases del
desarrollo del hongo.

Los resultados mostraron que efectivamente los de-
rivados de quitina, el cobre y la combinacién de ambos
fueron capaces de afectar la esporulacién cuyos valores
de inhibicion se presentan en la Figura 2.

No se detectaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre las quitosanas, el cobre y su combina-
cion, pero si entre estos y el control, lo que indica que las
quitosanas tuvieron un efecto deletéreo sobre la
esporulacién del patégeno, coincidiendo con resultados
anteriores (15) que mostraron un alto porcentaje de inhi-
bicion de la esporulacién de Pyricularia grisea.

Al observar la distribucion de los conidiéforos al mi-
croscopio 6ptico, se pudo apreciar que mientras en el
control el mayor nimero se agrupaba en el centro de la
colonia, en los tratamientos correspondientes a los pro-
ductos la escasa esporulacién se dispersaba hacia la
periferia. Este comportamiento confirma que la
esporulacién de P. grisea es un proceso sensible a la
aplicacién de las quitosanas y el cobre.

% inhibicion

Control Cu0.01% Q63+Cu HQ9+Cu

Tratamientos

Q63

HQ-9

CV=20.84 % ESx= 7.48*

Figura 2. Comportamiento de la esporulacién del
hongo Pyricularia grisea bajo la influen-
ciade los derivados de quitinay Cu

Aunque estadisticamente no se presentaron diferen-
cias significativas entre las formulaciones, resulta intere-
sante la ausencia de actividad sinérgica en las mezclas
del CuSO,con las quitosanas. A primera vista, el efecto
de la mezcla fue menor que cuando se aplico el cobre 'y
mayor que cuando se aplicaron las quitosanas solas.

En la Tabla Il se presentan la distribucion de la
esporulacion en los diferentes tratamientos.
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Tabla Il. Distribucién de la esporulacién del hongo
Pyricularia grisea bajo el efecto de los tra-
tamientos de quitosanay cobre

Tratamientos Grado delaecaa
Centro Periferia
delacolonia delacolonia
Q-63100 mg.L* 0 1
HQ-9 100 mg.L? 0 1
Q-63 100 mg.L ™ + 0.01% CuSO, 0 1
HQ-9 100 mg.L ™ + 0.01% CuSO, 0 1
CuS0, 0.01% 0 0
Control 3 2

En ninguno de los puntos evaluados se desarrollo
esporulacién en el centro de la colonia, mientras que en
la periferia esta fue escasa, a excepcion del CuSO, 0.01 %
en que no se presento esporulacion, lo que indica que
realmente hay un mayor efecto toxico de este producto.

En este sentido, probablemente la actividad de las
quitosanas se fundamente en una de las hipétesis suge-
ridas en investigaciones citadas (12), que se basa en que
la quitosana es capaz de penetrar en la célula fungica e
interactuar con el ADN, causando desorden en su estruc-
tura, asi como inhibicion en la sintesis de ARNm y protei-
nas. Como consecuencia, se afectaria el proceso
esporulativo.

Haciendo un analisis integral de este estudio, era de
esperar que particularmente la diferencia en el grado de
polimerizacion de la quitosana y su hidrolizado (Tabla )
influyera en la actividad biolégica de ellas, como ha sido
informado por diferentes investigadores (16, 23), que han
relacionado las variaciones en esta actividad con el ta-
mafio del polimero, lo cual ha sido confirmado (17). Sin
embargo, en este estudio no fue asi, lograndose un efec-
to estadisticamente similar en ambos tipos de quitosana
Yy sus respectivas combinaciones con sulfato de cobre en
las diferentes evaluaciones realizadas. No se presenta-
ron diferencias significativas en el crecimiento micelial
desarrollado por el hongo Pyricularia grisea, en los dife-
rentes tratamientos de quitosana, en las condiciones y
concentracion de 100 mg.L* estudiadas cada dia evalua-
do, pero estos productos si inhibieron la esporulacion con
valores comprendidos entre 70y 85 %. Teniendo en cuen-
ta que el hongo en el campo se disemina por los conidios,
la aplicacion de formulaciones a base de quitosanas en
bajas concentraciones, pudiera contribuir a la reduccion
delinéculo inicial de la enfermedad.
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