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EFECTO DE DIFERENTES DERIVADOS DE LA QUITINA
SOBRE EL CRECIMIENTO In Vitro DEL HONGO

Rhizoctonia solani Kuhn

Yanet Parra®y M. A. Ramirez

ABSTRACT. In «LosPalacios» Rice Research Station, thein
vitro effect of different chitin derivatives (QC, HMK-70, Q-63,
HQ-63, D-glucosamine and N-acetil-glucosamine) was studied
on the growth of fungus Rhizoctonia solani Kuhn. Colony
diameter was evaluated after two, four and six days, and the
inhibition percentageof fungal micelia growth wasdetermined.
Results showed a marked inhibitory effect of the strain
evaluated in presence of the chitosan HMK-70, Q-63 and its
corresponding enzymatic hydrolysate HQ-63; this effect
increased with product concentration , standing out both last,
with aninhibition of 100 % at the concentration of 1mg.mL™.
Onthe other hand, D-glucosamine and N-Acetil-Glucosamine
did not show micelia growth inhibition, while the colloidal
chitin (QC) showed a dlight inhibitory effect on the fungus
studied.
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INTRODUCCION

El uso de productos ecolégicamente inocuos y
biodegradables es uno de los principales retos en la agri-
cultura moderna. En ese sentido, la utilizacion de la quitina
y sus derivados representa una alternativa muy promisoria
debido a sus multiples y diversos usos (1).

La quitosana, derivado desacetilado de la quitina, ha
sido ampliamente utilizada en la induccion de mecanismos
defensivos en las plantas. Este producto tiene la doble pro-
piedad de inhibir el crecimiento micelial de una amplia varie-
dad de hongos fitopatdgenos (2) e inducir mecanismos de-
fensivos que provocan resistencia en los cultivos, tales como
el tomate y el pepino, llegandose a obtener niveles de pro-
teccion elevados, incluso a escala comercial (3).

Estas propiedades de la quitosana unidas a su ca-
racter de polisacarido natural, biocompatible y completa-
mente inocuo (4), lo convierten en un sustituto ideal de
los actuales productos fitosanitarios, altamente nocivos
para el medio ambiente (5).
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RESUMEN. EnlaEstacion Experimenta del Arroz“LosPaa
cios’, seestudio e efecto in vitro de diferentes derivados de
laquitina (QC, HMK-70, Q-63, HQ-63, D-glucosaminay
N-acetil-glucosamina) sobre el crecimiento del hongo
Rhizoctonia solani Kuhn. Paraello seevalud el diametrodela
colonia alos dos, cuatro y seis dias, determinandose € por-
centgjedeinhibicion del crecimiento del hongo. Losresulta-
dos mostraron un marcado efecto inhibitorio de la cepa eva-
luada en presencia de las quitosanas HMK-70, Q-63 y su co-
rrespondiente hidrolizado enzimatico HQ-63; dicho efecto au-
mentod con la concentracion de los productos, destacandose
los dos dltimos, con unainhibicidn del 100 % alaconcentra-
cién de 1 mg.mL™. Por su parte, la D-glucosaminay la
N-Acetil-Glucosaminano mostraron inhibicion del crecimien-
tomicelial, mientras que laquitinacoloidal (QC) presenté un
ligero efecto inhibitorio sobre el hongo en estudio.

Palabras clave: quitina, Rhizoctonia solani, inhibidores
del crecimiento

En el presente trabajo se evaluaron las potencialida-
des de inhibicién de diferentes derivados de la quitina sobre
el crecimiento micelial del hongo Rhizoctonia solani Kuhn,
agente patdgeno causante del tizon de la vaina en el cul-
tivo del arroz, considerada actualmente como la segunda
enfermedad de importancia en este cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo es el resultado de tres ensayos realiza-
dos en el Laboratorio de Fitopatologia de la Estaciéon
Experimental del Arroz «Los Palacios», perteneciente al
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA).

Las quitosanas Q-63 y HMK-70 se obtuvieron en el
Laboratorio de Oligosacarinas del INCA a partir de la quitina
de langosta, procedente de los Laboratorios Farmacéuti-
cos «Mario Mufioz» mediante hidrdlisis basica en condi-
ciones homogéneas con tiempos de reaccion de seis 'y
ocho dias respectivamente (6). El hidrolizado de quitosana
HQ-63 se obtuvo por hidrélisis enzimatica de la quitosana
Q-63 con el preparado enzimatico CELLUCLAST (7). La
quitina coloidal fue preparada a partir de quitina de lan-
gosta (8). La D-glucosamina (G) y N-Acetilglucosamina
(NAG) fueron compradas a la firma Sigma. Las principa-
les caracteristicas de los productos en estudio se mues-
tran enla Tablal.
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Tabla I. Caracteristicas quimicas de los productos

evaluados
Productos  Grado de acetilacion Grado de
(%) polimerizacion
QC 88.0 nd
Q-63 36.5 278
HMK-70 25.8 576
HQ-63 36.5 2-7

QC: quitina coloidal

Q-63: quitosana

HMK-70: quitosana

HQ-63: hidrolizado enzimatico de quitosana Q-63

Ensayo de actividad antifingica. Se utiliz6 la cepa 201-8-3
de Rhizoctonia solani Kuhn aislada de muestras de arroz
con sintomas caracteristicos de la enfermedad. Se culti-
vO en medio papa-dextrosa-agar (PDA) (BIOCEN), a
pH 5.6 con alternancia de luz y oscuridad (16 y 8 h res-
pectivamente) a una temperatura de 26 a 28°C durante
seis dias.

El ensayo se inici6é adicionando disoluciones de los
diferentes productos a evaluar a 50 mL del medio PDA,
de forma tal de obtener concentraciones finalesde 0.5y
1 mg.mL™. Posteriormente el medio fue distribuido en pla-
cas Petri, que se inocularon a continuacién con un disco
de micelio del hongo de 0.8 cm de didmetro. Como con-
trol se utilizd medio papa dextrosa agar solo y las evalua-
ciones fueron realizadas a los dos, cuatro y seis dias
posteriores a lainoculacién. Se determind el crecimiento
micelial del hongo, midiendo el didmetro de cada colonia.
Con los resultados obtenidos se determiné el porcentaje
de inhibicion del crecimiento micelial segun la formula: %
de inhibicion = (1-tratado/control)x100.

Los tratamientos fueron distribuidos en un disefio
completamente aleatorizado con tres repeticiones. El
analisis estadistico se realiz6 transformando los datos
originales segun la formula arcsen-/%. Las medias de los
tratamientos se compararon por la prueba de rangos
multiples de Duncan con un nivel de significacion de
0.05 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra el porcentaje de inhibicién de
los diferentes tratamientos sobre el crecimiento del hon-
go Rhizoctonia solani Kuhn , a la concentracién de
0.5 mg.mL™.

Como se puede apreciar, de los productos evalua-
dos, las quitosanas Q-63, HMK-70, el hidrolizado de
quitosana (HQ-63) y en menor medida la quitina coloidal
(QC) redujeron el crecimiento del hongo Rhizoctonia solani
con diferencias significativas respecto al tratamiento con-
trol, comportamiento que coincide con lo obtenido por
varios autores acerca de la efectividad de estos compues-
tos en la reduccion del crecimiento micelial de diferentes
hongos (2, 9). Como se refleja en el gréfico, los produc-
tos antes mencionados mostraron un efecto inhibitorio
gue se incrementd con el tiempo, no observandose dife-
rencias estadisticamente significativas entre la quitosana
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HMK-70Yy el hidrolizado de quitosana (HQ-63) en los dife-
rentes momentos evaluados y si entre estos y los demas
compuestos en estudio. La quitosana Q-63 fue la de mejor
comportamiento, llegando aproximadamente en el sexto
dia, a un 60 % de inhibicion; por su parte, la D-glucosamina
(G) y la N-acetilglucosamina (NAG) no tuvieron efecto in-
hibitorio sobre el crecimiento fungico.
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Figura 1. Efecto de diferentes derivados de quitina
sobre el crecimiento del hongo Rhizoctonia
solani (0.5 mg.mL™)

Con el propdsito de buscar un mayor efecto de los
productos sobre el crecimiento micelial del hongo, estos
se evaluaron a una concentracién de 1 mg.mL™, mos-
trandose los resultados en la Figura 2.
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Figura 2. Efecto de diferentes derivados de quitina
sobre el crecimiento del hongo Rhizoctonia
solani (1 mg.mL™)

Como se observa, el incremento de la concentra-
cién provoco un aumento, en el tiempo, del efecto inhibi-
torio de las quitosanas Q-63, HMK-70, el hidrolizado de
guitosana (HQ-63) y en menor grado de la QC sobre el
crecimiento micelial fingico. Para el caso de la quitosana
Q-63 y su hidrolizado (HQ-63), se obtuvo un 100 % de
inhibicion en los diferentes momentos evaluados. Este
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comportamiento del hidrolizado de quitosana de igualar
su efecto inhibitorio al del polisacéarido de partida, coinci-
de con lo informado por otros autores que al trabajar con
especies del género Phytophthora han encontrado que
hidrolizados de quitosana a la concentracion de 1 mg.mL™
presentan un comportamiento similar al del polimero de
partida (2). Al igual que para la concentracion anterior, la
D-glucosaminay N-acetilglucosamina se mantuvieron sin
inhibir el crecimiento micelial.

Como refleja la Tabla I, existe una apreciable dife-
rencia en las caracteristicas de los productos evalua-
dos. El grado de acetilacion oscila desde el 25.8 % de la
guitosana HMK-70 hasta el 88 % de la quitina, mientras
el grado de polimerizacion se presenta desde oligémeros
de dos unidades hasta polimeros con gran namero de
unidades enlazadas.

Pudiera esperarse que estas diferencias de grado
de acetilacion y polimerizacion de los derivados de quitina
influyan significativamente en la actividad antifingica,
segun lo publicado por diferentes autores, quienes han
relacionado las variaciones de esta actividad con la ma-
yor naturaleza cationica (o sea menor grado de acetilacion)
y con el tamafio del polimero (10, 11).

Los resultados obtenidos en este trabajo demues-
tran que, en efecto, las quitosanas que son los compues-
tos de menor grado de acetilacion exhiben la mayor
inhibicion del crecimiento fingico, mientras que la quitina
coloidal con un alto grado de acetilacion tuvo una activi-
dad mucho menor. Esto sugiere laimportancia que tiene
la cantidad de grupos aminos cargados a lo largo de la
cadena polimérica.

Por su parte, el efecto del grado de polimerizacion
de los compuestos evaluados en la inhibicion del creci-
miento fungico fue confirmado en este estudio por la au-
sencia de actividad inhibitoria de la D-glucosaminay la
N-Acetil-Glucosamina, comparada con las quitosanas. En
ese sentido, se ha demostrado que es necesaria la pre-
sencia de oligébmeros de siete monémeros 0 mas para
lograr una actividad antifingica efectiva en Fusarium solani,
mientras que los mondmeros o dimeros no muestran este
tipo de actividad (12).

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, de-
biera esperarse que la quitosana HMK-70 (que tiene me-
nor grado de acetilacién y mayor grado de polimerizacién)
tuviera un mayor efecto inhibitorio comparada con los
demas compuestos; sin embargo, la quitosana Q-63 fue
la que tuvo mejor comportamiento. Esto pudiera deberse
a que el mayor grado de polimerizacion de HMK-70 pro-
voca una mayor viscosidad de las disoluciones de esta
quitosana, lo cual pudiera afectar su interaccion con las
membranas del hongo como ha sido informado anterior-
mente (13). Ademas, se ha encontrado que el método de
obtenciony la fuente de origen de la quitina afectan con-
siderablemente sus caracteristicas principales: grado de
desacetilacién, masa molecular (6) y sus respectivas
actividades bioldgicas (12).
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De modo general se puede concluir que, de los pro-
ductos evaluados, la quitosana Q-63 y su hidrolizado
enzimatico fueron los que mostraron un mayor efecto
inhibidor del crecimiento micelial a la concentracién de
1 mg.m™.
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