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Resumen

En este trabajo se describen las potencialidades de un producto bioactivo no toxico,
biodegradable y de produccién nacional de amplio espectro de accién en la agricultura.
Se profundiza en las formas de obtencidn y caracterizacion de las quitosanas, asi como
la actividad microbiana y el papel que juega en la proteccion de las plantas y elevacion
de los rendimientos de los cultivos de interés agricola.
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Introduccion

En la actualidad existe una creciente necesidad mundial de produccion de alimentos
debido a su escasez en determinadas zonas geograficas y a los incrementos de los
precios y costos de produccion que resultan prohibitivos para muchos paises del tercer
mundo. Muchos de los agroquimicos que se utilizan actualmente tienen altos precios en
el mercado mundial, lo que contribuye a los altos costos de produccion agricola. En
adicion, todavia la mayor parte de los quimicos que se utilizan para la proteccion de los
cultivos contra sus enfermedades y algunos que incrementan la eficiencia productiva
son considerados agentes contaminantes del suelo, de los propios cultivos, de la
biodiversidad y causantes de enfermedades en animales y humanos.

La ciencia moderna en los ultimos 20 afios se ha lanzado a la basqueda de soluciones y
alternativas para dichos problemas que mantengan la eficiencia de la produccién
agricola.

Para esto el desarrollo de las distintas ramas de la biologia vegetal ha permitido
profundizar en los mecanismos que las plantas tienen y desarrollan frente a los
diferentes retos que la naturaleza y el hombre les impone, como son los diferentes
estreses bidticos y abioticos a que estdn sometidos los cultivos en la actualidad. Los
resultados de estas ultimas dos décadas permiten vislumbrar el desarrollo de una nueva
generacion de compuestos inocuos 0 menos agresivos al ambiente que basan su utilidad
en la manipulacion de las respuestas naturales de los vegetales contra los diferentes
estreses y en maximizar las potencialidades intrinsecas de los cultivos para elevar sus
rendimientos.

El siguiente escrito versa sobre las potencialidades de un producto bioactivo (quitosana)
compuesto derivado por desacetilacion de la quitina procedente del exoesqueleto de los
crustaceos cuyas propiedades garantizan una efectividad econdémica y practica superior
a otros agentes tradicionales, ya que no produce contaminantes, es biocompatible con
tejidos de plantas y animales y antimicrobiano. Su aplicacion potencial en la agricultura,
es muy importante ya que permite una gran estimulacion, germinacion, crecimiento y
desarrollo de algunas plantas, a la vez que activa los mecanismos de defensa en las
mismas, los cuales estan estrechamente relacionados con la induccién de resistencia
sistematica al atague de microorganismos. (Cabrera, 1999).
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Desarrollo

La quitosana un polimero de la quitina.

La quitina es un polisacarido lineal compuesto de residuos de 2-acetamida-2-deoxy-D-
glucopirandsido unidos por enlaces B-(1—4). Es el segundo polisacarido méas comdn en
la naturaleza después de la celulosa y difiere de ésta por el contenido de nitrégeno
presente en cada residuo de glucosa en el caso de la molécula de quitina. Este polimero
estd presente de manera natural en las paredes celulares de varios grupos de hongos, asi
como en el exoesqueleto de insectos y artrépodos. La produccion de quitina a partir del
exoesqueleto de los crustaceos, su principal fuente mundial, se incrementd
substancialmente en los ultimos 20 afios como resultado de la versatilidad y las
maultiples aplicaciones de este polimero y sus derivados en los campos de la medicina, la
nutricion, la industria, la cosmética, el cuidado del medio ambiente y la agricultura
(Majeti y Kumar, 2000; Hague et al., 2005; Bautista-Bafios et al., 2006).

El polimero de forma comercial se obtiene en diferentes paises a partir de los residuos
de crustaceos de la industria pesquera y de la industria alimentaria a través del proceso
de elaboracién de alimentos, entre las principales fuentes de obtencion destacan
camaroén, cangrejo y langosta (Du et al., 2009; Al Sagheer et al., 2009; Falcon et al.,
2008).

La quitosana y sus caracteristicas quimicas.

La Quitosana es el principal derivado de la quitina y se obtiene por desacetilacion
parcial o total de esta ultima, por lo que estad fundamentalmente compuesta por residuos
de glucosamina, 2-amino-2-deoxi-a-D-glucosa  (Figura 1).

CH,0H NHCOCH; CH;0H NH,
@D—Q o) @ O
NHCOCH CH,0H CH,0OH
(Quitina) (Quitosana)

Figura 1. Estructura monomérica y enlaces que conforman los polimeros de quitina y
quitosana. Formacion de quitosana mediante desacetilacion basica del grupo amida de la
quitina.

Tedricamente, la quitosana se refiere al polimero de quitina carente de grupos Nacetilos.
Sin embargo, usualmente los polimeros de quitosana que se obtienen y se aplican con
distintos fines, poseen una acetilacion parcial de los grupos aminos dependiente del
método y las condiciones en que se obtuvieron a partir de la quitina. Debido a la
reactividad bioldgica de las cargas positivas del grupo amino, los polimeros de
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quitosana tendrdan mas o menos actividad bioldgica, en dependencia del nimero y
distribucion de cargas positivas en la molécula.

Por su caracter policationico es de gran importancia y se utiliza en la industria, en la
cosmetologia (aditivos del pelo, cremas faciales y para el cuerpo), la nutricion
(preservantes, antioxidantes y antimicrobianos), la biotecnologia (quelador,
emulsificador, floculante), farmacologia y medicina (fibras, drogas, membranas,
organos artificiales) y en la agricultura (modificadores de suelo, peliculas, fungicidas y
elicitores), entre otras aplicaciones (Majeti y Kumar, 2000; Hague et al., 2005;
Bautista-Bafios et al., 2006).

Meétodos de obtencion de las quitosanas.

La masa molecular del polimero también juega un papel importante en sus efectos
bioldgicos. Aunque varias metodologias pueden aplicarse para determinar la masa
molecular de la quitosana, la viscosimetria es un método rapido y simple para la
determinacion de este parametro. La conversion de quitina en quitosana reduce la masa
molar promedio del polimero de 1-2,5 x 10° a 1-5 x 10° (Majeti y Kumar, 2000). La
produccién mundial de quitosana a partir de quitina de crustaceos sobrepasa los 1000
millones de toneladas, siendo Japén, EUA vy la India los mayores productores, aunque
también Noruega, Polonia, China y Australia tienen producciones elevadas (Tsigos et
al., 2000; Majeti y Kumar, 2000).

Los métodos de obtencién de quitosana son fundamentalmente quimicos y consisten en
desacetilaciones basicas (NaOH) del grupo N-acetilo de la quitina que puede ejecutarse
en condiciones de alta temperatura y concentracion de NaOH (Método heterogéneo) o
en condiciones mas suaves de ambas variables (Método homogéneo). La diferencia de
métodos redunda en las caracteristicas de la quitosana obtenida que resulta mucho mas
desacetilada en condiciones heterogéneas, donde también el polimero estard& mas
degradado (Tsigos et al., 2000).

Sin embargo, la desacetilacién basica, que es hasta el momento la forma de preparacion
mas sencilla y utilizada, puede tener desventajas en las caracteristicas del producto
obtenido, como pueden ser la dispersién de masas moleculares y la distribucion de la
desacetilacion del grupo amino en la molécula resultante, en relacion con algunas de las
aplicaciones farmacéuticas e industriales de la quitosana (Tsigos et al., 2000).

Una alternativa para las desventajas de la forma quimica de obtencion puede ser la
desacetilacion enzimatica a través de quitina desacetilasas. Este tema ha sido de gran
interés en los ultimos 10 afios y se han estudiado un grupo de enzimas de
microorganismos con diferentes tipos de quitina (Tsigos et al., 2000).

Los resultados demuestran que las enzimas desacetilan con una velocidad adecuada solo
un 10% de la molécula de quitina, debido a impedimentos estéricos relacionados con la
conformacién del polimero. Resulta necesario aplicar métodos alternativos que causan
cambios en las propiedades fisicas del polimero previo a la aplicacion de las
desacetilasas para lograr porcentajes mayores de desacetilacion (Tsigos et al., 2000).
Por lo anterior, no se ha informado adin de la preparacion comercial de quitosana por via
enzimatica.

Actividad antimicrobiana de las quitosanas

La actividad antimicrobiana de la quitosana ha sido documentada tanto en experimentos
in vitro como in situ (Bautista-Bafios et al., 2006; Badawy y Rabea, 2011). La literatura
informa que la inhibicion del desarrollo de muchos patdgenos, que incluyen hongos,
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bacterias y oomycetes, esta altamente correlacionada con el incremento de la
concentracion de quitosana en el medio de crecimiento, indicando que en la medida en
que aumenta la concentracion se incrementa la inhibicidn, existiendo diferencias entre
accion fungistatico y fungicida de acuerdo a las concentraciones que se aplican.

Desde hace mas de dos décadas se han evaluado estos compuestos sobre todos los
estadios del ciclo de vida de los hongos, siendo las estructuras reproductivas las mas
afectadas (Bautista-Banos et al., 2006; Badawy y Rabea, 2011).

El estudio del efecto de la quitosana en el grupo de los oomycetes es mas reciente.
Algunos autores han demostrado que polimeros de quitosana afectan el desarrollo
vegetativo de aislados del género Phytophthora. ElI aumento de la concentracion en
dependencia de la especie causa una disminucion significativa del crecimiento de las
colonias, lo cual se ha podido observar en especies como P. nicotianae, P. capsici y P.
palmivora, todos ellos patdgenos importantes de numerosas especies de plantas (Xu et
al., 2007; Falcon et al.,2008; Gonzales-Pefia, 2011).

Algunas de estas especies son mas sensibles que otras, porejemplo, P. nicotianae y P.
capsici redujeron su crecimiento vegetativo mas de un 50% con alrededor de 0,5 g/L
(Xu et al., 2007a; Falcon et al., 2007, 2008), mientras que P. palmivora necesité mas de
2 g/L (Gonzales-Pefia, 2011). Entre oomycetes y hongos verdaderos, los resultados
muestran, en general, una aparente mayor sensibilidad en los primeros, cdmo se ha
observado al comparar experimentos entre Phytophthora y Phytium contra especies de
diferentes grupos de hongos; siendo, incluso, mucho menos sensibles algunos hongos
nematofagos y entomopatogenos (Falcon et al., 2007; Xu et al., 2007a; Palma-Guerrero
et al., 2008).

Otros estadios de los microorganismos como son las estructuras reproductivas y de
dispersion asexual pueden ser mas sensibles que las de crecimiento vegetativo. La
inhibicidn de la germinacion de esporas por quitosana se ha observado en numerosos
hongos, tales como Aspergillus niger, Alternaria alternata, Rhizopus stolonifer y Mucor
spp., Pochonia chlamydosporia (Hernandez-Lauzardo et al., 2007; Liu et al, 2007;
Palma-Guerrero et al., 2008). Dentro de los oomycetes, el género Phytophthora ha sido
de los mas estudiados. Polimeros y oligdbmeros de quitosana causan la inhibicion de la
formacion y germinacion de zoosporas y zoosporangios en P. capsici, P. nicotianae y P.
palmivora (Xu et al., 2007; Falcon et al., 2010; Gonzales-Pefia, 2011).

Las propiedades fisico-quimicas de estos compuestos también influyen en la inhibicion
del crecimiento de los microorganismos. Por ejemplo, la reduccion de la masa molar del
polimero y del grado de acetilacion del nitrogeno aumenta la inhibicion del crecimiento
micelial y la germinacion de esporas de Phytophthora nicotianae (Falcon et al., 2008,
2010).

De manera similar, en Rhizopus stolonifer, variaciones desde 1.0 hasta 2.0 g.L-1 no
alteraron la formacién o germinacion de esporas, sin embargo, se observo inhibicion de
estos procesos al emplear quitosanas de diferente masa molar (Hernandez-Lauzardo et
al., 2007).

Se sugiere que la accién antimicrobiana de la quitosana se deba, principalmente, al
caracter policationico de la molécula cuando se encuentra en soluciones a pH por debajo
de 6.0, ya que los grupos aminos, cargados positivamente, pueden interactuar con los
fosfolipidos de las membranas celulares de los microorganismos y alterar su
permeabilidad. Esto puede provocar desbalances osméticos que conllevan a
desorganizaciones estructurales y finalmente puede culminar con la lisis celular (El
Gaouth et al., 1992; Bautista Bafios et al., 2006). Para el caso de las oligoquitosanas se
ha demostrado la internalizacion de estas moléculas en la célula microbiana y se
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especula su posible interaccion con el DNA de la misma (Xu et al., 2007). La magnitud
de las afectaciones encontradas puede variar, fundamentalmente, en dependencia de las
propiedades fisico-quimicas del polimero y las concentraciones que se empleen
(Bautista Bafios et al., 2006; Badawy y Rabea, 2001).

A pesar de las numerosas bondades de la quitosana demostradas en decenas de trabajos
y del incremento en el nimero de patentes de aplicacion en los Gltimos 15 afios, puede
considerarse este polimero todavia no muy explotado en el contexto agricola mundial.
De hecho, la mayoria de los productos agricolas con base quitosana (Elexa®,
Chitogel®, Aminogro®, Chito-Plant®, Chito-Care®, etc) comenzaron a aparecer
aproximadamente hace una década y no tienen todavia una demanda o produccién
elevada (Ait Barka et al., 2004;Sharathchandra et al., 2004; Walker et al., 2004). Sin
embargo, recientemente se ha notado un impulso de las evaluaciones de quitosana en
condiciones controladas, no controladas y de invernadero (Agostini et al., 2003; Ait
Barka et al., 2004; Walker et al., 2004, Falcén et al., 2005; 2010) e incluso su extension
y evaluacion como resultado de decisiones gubernamentales (Walker et al., 2004). En la
actualidad este polimero es reconocido dentro de los biopesticidas como un "activador
de la defensa de lasplantas derivado de crustaceos™ (The Biopesticide Manual, 2001).

Mecanismos de accion de las quitosanas.

Este polimero se comporta como un polielectrolito lineal a pH &cido, posee una alta
densidad de cargas, tiene la capacidad de quelar iones metalicos (Fe, metales pesados,
etc) y de adherirse facilmente a superficies cargadas negativamente.

La quitosana y sus derivados activan mecanismos de defensa al producir fitoalexinas,
antibidticos producidos por las plantas para destruir o inhibir el crecimiento de
patdgenos provocando cambios fisiolégicos y bioguimicos en las mismas.

Su actividad antimicrobiana ha sido documentada tanto en experimentos in vitro como
in situ (Rabea et al., 2003 y Bautista-Bafios et al., 2006). Aprovechando sus
caracteristicas antimicrobianas y antioxidantes se ha empleado para preservar productos
alimenticios (Chien et al., 2006 y en la preservacion de la calidad de frutos cortados
(Gonzélez-Aguilar et al., 2009).

La literatura informa que la inhibicién del desarrollo de muchos patégenos esta
altamente correlacionada con el incremento de la concentracion de quitosana en el
medio de crecimiento, indicando que en la medida en que aumenta la concentracién se
incrementa la inhibicion, existiendo diferencias entre accion fungistatico y fungicida de
acuerdo a las concentraciones probadas (Bautista-Bafios et al., 2006).

Es aceptado entre los investigadores del tema que el caracter policationico de la
quitosana es la clave de sus propiedades antimicrobianas. Allan y Hadwiger (1979)
informaron que los grupos aminos cargados positivamente inhibian el crecimiento de
hongos y bacterias, a través de la formacién de complejos polielectrolitos con los
grupos carboxilos cargados negativamente presentes en las paredes celulares de los
microorganismos probados (Rabea et al., 2003; Raafat et al., 2008).

Estudios maés recientes demuestran que la quitosana no solo es efectiva en inhibir el
crecimiento del patdgeno, sino que también provoca importantes cambios morfoldgicos,
alteraciones estructurales y desorganizaciones moleculares dentro de la propia célula del
patdgeno (Bautista-Bafios et al., 2006).

Varios autores han informado también la reduccion de la esporulacion y la induccién
con quitosana de afectaciones morfologicas (area, longitud y forma), en esporas y

CD de Monografias 2012

(c) 2012, Universidad de Matanzas “Camilo Cienfuegos”



conidios de varios patégenos como son Colletotrichum gloeosporioides, Rhizopus
stolonifer, Penicillium digitatum, Fusarium oxysporum, Aspergillus Niger entre otros
(Eweis et al., 2005; Pacheco et al., 2008; Hernandez-Lauzardo et al., 2008; Palma-
Guerrero et al., 2008).

Numerosos estudios han demostrado que la quitosana y sus fragmentos constituyen
elicitores exogenos de respuestas defensivas en varias plantas, principalmente
dicotiledéneas (Bautista-Barios et al., 2006). Entre las respuestas se incluyen enzimas
defensivas o involucradas en rutas metabolicas que conllevan a la produccion de
compuestos toxicos al patégeno o al reforzamiento de las paredes y cubiertas de la
planta para evitar la entrada de estos.

Los efectos antifangicos del quitosano sobre diferentes fitopatdgenos se han relacionado
con el nivel de desacetilacion de la molécula, la concentracién aplicada y la masa
molecular del compuesto, entre otros factores (Falcdn et al., 2008; Bautista-Bafios et al.,
2006; Hernandez-Lauzardo et al., 2008). Por otra parte, se conoce que las caracteristicas
del polimero pueden influir en las propiedades funcionales de los sistemas donde se
adicione, interviniendo de manera significativa en el efecto fisioldgico de los
microorganismos (Rabea et al., 2003). La induccion de proteccién parcial o total de la
planta por quitosana o sus oligdmeros en diversos sistemas planta-patégeno ha sido
ampliamente documentada en la Gltima década (Ben-Shalom et al., 2003; Molloy et al.,
2004), constituyendo en la actualidad estas oligosacarinas principios activos en varios
agroquimicos de nuevo tipo destinados a la proteccion de los cultivos (Ait Barka et al.,
2004; Sharathchandra et al., 2004).

Yu et al. (2002); sefialan que la chitosana es un elicitor, que aplicado en los medios de
cultivo para la micropropagacion puede incrementar el crecimiento, el vigor y la materia
seca de las plantas in vitro y como consecuencia facilitar la aclimatizacidén necesaria en
condiciones ex vitro.

Efecto del polimero de quitosana en la estimulacién del crecimiento y desarrollo de
plantas.

Desde finales de los afios 80 se considera que las quitosanas pueden ejercer un efecto
estimulador sobre el crecimiento de las plantas, de hecho, de esas fechas datan las
primeras patentes aparecidas relacionadas con la estimulacion del crecimiento y los
rendimientos de cereales previamente tratados con quitosana (Hadwiger, 1989).

La literatura cientifica plantea que la quitosana es capaz de aumentar el peso seco de las
hojas de plantas de soya y que el crecimiento total se mejora si se aplica 3 mg/ml del
producto a cada planta (Prapagdee et al., 2006). El uso de la quitosana acuosa también
reporta beneficios a los parametros de crecimiento. Semillas de trigo fueron embebidas
en Elexa (formula acuosa de quitosana) para determinar su impacto sobre la
germinacion y vigor de la semilla. Se probé que una concentracion de 1:19 produjo
germinacion maxima con un tiempo de imbibicion de 6 horas. La germinacion de las
semillas tratadas fue de 91% con respecto al control que registrd 83%, mientras el vigor
incremento en un indice de 353. El producto causo incrementos en los parametros de
crecimiento tales como altura de la planta; niamero, longitud y anchura de las vainas por
planta y un aumento de 19% en el peso de las semillas. (Sharathchandra et al., 2004)

Semillas de Solanum lypersicom. L (tomate) una vez tratadas con diferentes
concentraciones de quitosana (0,1, 100, 1000, 2000 mg.I™") durante 4 y 8 horas
mostraron que la mejor respuesta, de manera general, se obtuvo cuando las semillas
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fueron tratadas con 1mg/L de quitosana por cuatro (4) horas, ya que esta concentracion
estimulo de forma significativa la masa seca de las plantas. (No et al., 2007)

Lay Nge et al, (2006) informan que al utilizar varias preparaciones de quitosana para
analizar su efecto sobre el cultivo in vitro del meristemo y la propagacion del
protocormo de la orquidea en medio liquido y sélido, se estimuld la induccion de la
diferenciacion del tejido de la orquidea.

Diversos son los usos dados a la quitosana en la agricultura, asi se plantea por
Devlieghere, et al, (2004), su utilizacion tanto en semillas, como en hojas, frutos, el
recubrimiento de vegetales como fertilizante y en la liberacién controlada de los
agroguimicos.

Por otra parte Sukwattanasinitt, et al, (2001), informaron acerca de su empleo para
aumentar la produccion de las plantas y también Wanichpongpan, K. Suriyachan, S.
Chandrkrachang, et al, (2001) y Nwe, et al, (2004), plantearon su utilidad como agente
estimulador de inmunidad en las plantas.

Otros autores como Hadwiger, et al, (2002) sefialaron su capacidad para protegerlas
contra los microorganismos que les afectan, al igual que Pospieszny, et al, (1991) y
Bautista-Bafios, et al, (2003) sefialaron su potencialidad como estimulador del
crecimiento.

Efectos favorables en el crecimiento expresado mediante la longitud de los tallos y
raices, sus masas frescas y secas, la superficie foliar y los contenidos de clorofila en el
cultivo del frijol (Phaseolus vulgaris super stryke) fueron informados por Sheikha
(2011), destacandose en sus resultados que las mejores respuestas fueron encontradas
con las menores dosis utilizadas.

Otras evidencias de los efectos positivos de las aplicaciones de quitosana en el
crecimiento de las plantas han sido sefialadas entre otros, por Hirano (1992) en col; por
Lee el at. (2005) en soya y por Kim, et al; (2005) en albahaca.

Todo lo mencionado anteriormente apoya la idea de considerar las quitosanas como
reguladores del crecimiento y desarrollo en varias especies, ya que se ha demostrado
una influencia probada en el crecimiento vegetativo y radical de las plantas (Hadwiger,
1989; Chibu et al., 2002), el acortamiento y mejora del periodo de floracion y
fructificacion (Utsunomiya et al., 1998; Ohta et al., 2004) en algunas especies Yy el
incrementan de los rendimientos en otras, fundamentalmente, mediante tratamiento
previo de las semillas Hadwiger, (1989),

Conclusiones

La quitosana constituye un compuesto natural, no toxico y biodegradable con diversos
efectos bioldgicos en plantas y microorganismos que le confieren atractivos para su
aplicacion en la agricultura sostenible (e intensiva) en la sustitucion de agroquimicos
para la proteccion de las plantas contra enfermedades y como sustitutos de reguladores
del crecimiento de los rendimientos.
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