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ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LA QUITOSANA
EN EL CRECIMIENTO MICELIAL Y ESPORULACION
DEL HONGO Pyricularia grisea Sacc

Antifungal activity of chitosan on mycelial growth and sporulation
of the Pyricularia grisea Sacc. fungus

Anayza Echevarria Hernandez=, Ariel Cruz Triana,
Regla M. Cardenas Travieso, Deyanira Rivero Gonzalez,
Miguel A. Ramirez Arrebato y Aida T. Rodriguez Pedroso

ABSTRACT. The work was made in the Plant Phytopathology RESUMEN. El presente trabajo se desarroll6 en el laboratorio
Laboratory belonging to the Scientific and Technological Base de Fitopatologia Vegetal de La Unidad Cientifico Tecnoldgica
Unit Base Los Palacios. The aims of this research was to de Base Los Palacios. Con el objetivo de estudiar la actividad
evaluate the antifungal activity of four chitosan formulates Q antifingica de cuatro formulados de quitosana Q (100, 500,
(100, 500, 1000 mg.L") y chitosan and copper (QCu-100mg.L™") 1000 mg.L") y quitosana + cobre (QCu-100 mg.L™), en el creci-
on the mycelial growth and in vitro sporulation rate of miento micelial y esporulacion in vitro del hongo Pyricularia
Pyricularia grisea Sacc fungus. Results showed that grisea Sacc. Los resultados mostraron que solo la quitosana a
1000 mg.L™" chitosan and QCu-100 mg.L" had the greatest la concentracion de 1000 mg.L"'y QCu-100 mg.L" indujeron

inhibitory effect on four day with 27 y 30 %, respectively. mayor efecto inhibitorio a los cuatro dias de la aplicacion, que
However fungal sporulation was inhibited in 100 % by el QClu, resulto ser de 27-30 %; no ocurri6 lo mismo en el caso de la
while Q 100y Q 500 had inhibitory percentages between 80y esporulacion, que fue inhibida al 100 % por el QCu, mientras
96 % on center and peripheral zones respectively. In addition, que la quitosana a la concentracién de 100 y 500 mg.L™!
Q-1000 mg.L"!' chitosan had not a noticeable effect on fungal desarroll6 porcentajes de inhibicion comprendidos entre 80 y
sporulation. 96 % el centro y la periferia de la colonia, respectivamente.

Adicionalmente, la quitosana, con una concentracién mayor
(1000 mg.L™"), no produjo un efecto inhibitorio notable en la

esporulacion.
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INTRODUCCION Entre los que limitan altas producciones del cultivo
se destacan los bajos rendimientos, los que no sobrepasan
El arroz es considerado uno de los cereales de mayor las 3.6 t.ha” (5), en lo cual las enfermedades fungosas
preferencia en el consumo mundial, lo que explica la juegan un papel predominante.
importancia estratégica en su produccién para muchos La Piriculariosis, producida por el hongo Pyricularia

paises (1, 2). En Cuba constituye el producto basico en grisea Sacc o Magnaporthe grisea Herbert, es la
la canasta familiar, con un consumo percapita de enfermedad mas devastadora en el cultivo del arroz, con
69.5 kg.afio™ (1, 2, 3); sin embargo, la produccion nacional  gran distribucion en el pais y en el mundo entero, llegando
anual abastece menos del 50 % del consumo (4). a ocasionar pérdidas superiores al 70 % del rendimiento
agricola (6, 7).
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actuan como elicitores quimicos (9, 10); no obstante, la
enfermedad persiste en las areas de siembra.

Es por eso que se trabaja en la busqueda de
productos bioactivos para el control de la piriculariosis,
que sean biodegradables, no toxicos para el hombre y
animales, tengan elevada efectividad, bajo costo y no
contaminen el ambiente. En este sentido, diferentes
estudios indican que la quitosana tiene la potencialidad
de inhibir el crecimiento micelial de numerosos hongos
fitopatdogenos y de estimular los mecanismos de defensa
de las plantas (11, 12, 13, 14).

Teniendo en cuenta lo antes planteado, se realizo
este trabajo con el objetivo de estudiar la actividad
antifungica de cuatro formulados de quitosana en el
crecimiento micelial y esporulacién de un aislamiento
monosporico del hongo Pyricularia grisea Sacc.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo fue conducido en el laboratorio de
Fitopatologia Vegetal de la Unidad Cientifico Tecnologica
de Base Los Palacios, perteneciente al Instituto Nacional
de Ciencias Agricolas (INCA). Se utilizé un aislamiento
monosporico del hongo Pyricularia grisea Sacc., obtenido
a partir de sintomas tipicos de la enfermedad sobre hojas
de la variedad de arroz J-104 colectadas en la UEB Agricola
Caribe, perteneciente al Complejo Agroindustrial Arrocero
«Los Palacios».

La quitosana (Q-63) se obtuvo a partir de la quitina
de langosta, procedente de los laboratorios farmacéuticos
«Mario Mufioz» y siguiendo la metodologia de obtencion
propuesta (13, 15). El grado de acetilacion fue del 63 % y
polimerizacion de 278 (16, 17, 18, 19). Se utilizo el sulfato
de cobre a las mismas concentraciones que la quitosana
para comparar su efectividad como antifungico y también
se utilizod la combinacién entre quitosana y sulfato de
cobre.

EFECTO DE LOS FORMULADOS DE QUITOSANA SOBRE
EL CRECIMIENTO MICELIAL Y LA ESPORULACION DEL HONGO
PYRICULARIA GRISEA

Para el montaje del experimento, se tomaron discos
miceliales de 5 mm de diametro que se sumergieron
durante 15 minutos en las disoluciones que aparecen en
la Tabla I, colocandose en el centro de cada placa Petri
con medio solido Agar Salvado de Arroz (ASA) (20, 21),
pH-6, y se incubaron a temperatura 26.+2°C, con
alternancia de luz-oscuridad de 12 h.

Posteriormente, se midié el diametro de las colonias
a los cuatro, seis, ocho y diez dias con unaregla graduada
en milimetros, restandole el diametro del disco sembrado.
A los 10 dias se hizo el conteo de la esporulacion
marcando cuatro puntos en el centro y cuatro puntos en
la periferia. Luego, con la ayuda del microscopio 6ptico,
con aumento de 400x, se observo el numero de
conidioforos con conidios presentes en cada punto. Para
evaluar la esporulacion, se aplico la escala de cuatro
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grados (9), en la cual se reemplazaron los signos relativos
a los grados por numeros (3). Se registré ademas, el color,
la forma y textura de la colonia (Tabla II).

Tabla I. Tratamientos

No. Tratamientos Concentracion
1 Quitosana (63) 100 mg.L"!
2 Quitosana (63) 500 mg.L™!
3 Quitosana (63) 1000 mg.L"!
4 Sulfato de Cobre (Cu,SO,) 100 mg.L"!
5 Sulfato de Cobre (Cu,SO,) 500 mg.L™!
6 Sulfato de Cobre (Cu,SOy) 1000 mg.L™!
7 QCu=Q (100 mg.L ")+ Cobre (0.01 %) 100 mg.L"
8 Control Agua destilada
Tabla Il. Escala
Grados Esporulacion
0 Ninguna (cero conidios)
1 Poca (1-2 conidioforos con conidios)
2 Media (3-5 conidioforos con conidios)
3 Mucha (5 o mas conidioforos con conidios)

Con ayuda de una camara de conteo SMIEC (XB-K-25),
se determind el numero de esporas por tratamiento y se
calculé el porcentaje de inhibicion por la formula:

% de inhibicion = (1x tratado/control) x 100

Se utilizé un disefio experimental completamente
aleatorizado con seis réplicas. Los datos obtenidos se
procesaron mediante un analisis de varianza de clasificacion
simple, los que fueron transformados segun la férmula 2
arcosen V% y las medias obtenidas se docimaron
mediante el test de rangos multiples de Tukey, con un
nivel de significacion de 5 % de probabilidad de error.

RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a que el hongo Pyricularia grisea posee alta
diversidad genética (6) es necesario contar con cultivos
monosporicos (desarrollados a partir de una sola espora
o conidio) que permitan lograr uniformidad genéticaen la
colonia lo que a su vez asegura una alta precision en los
resultados (9).

EFECTO DE LOS FORMULADOS DE QUITOSANA SOBRE
EL CRECIMIENTO MICELIAL DEL HONGO PYRICULARIA GRISEA

Al observar los tratamientos evaluados en los
porcentajes de inhibicién se puede apreciar que decrecieron
a medida que transcurrio el tiempo (Figura 1). El sulfato
de cobre a la concentracion de 1000 mg.L ™" tuvo mayor
inhibicion del crecimiento micelial en todos los dias
evaluados, con diferencias significativas para el resto de
los tratamientos, excepto a los seis dias, que no hubo
diferencias significativas con QCu 100 mg.L™. Sin embargo,
de los tratamientos con quitosana, solo a la concentracion
de 1000 mg.L™" hubo apreciable inhibicion del crecimiento
micelial, alcanzando el maximo porcentaje a los cuatro
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dias, sin diferencias significativas con QCu 100 mg.L" a
los cuatro y ocho dias, y diferenciandose de los demas
tratamientos, que resultaron ademas muy bajos para ser
considerados, de manera general, como antimicrobiano.
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Figura 1. Porcentajes de inhibicion en el crecimiento
micelial del hongo Pyricularia grisea

En los ultimos 10 dias, los porcentajes de inhibicidn
diferenciaron entre todos los tratamientos, los que alcanzaron
los menores valores. En la literatura consultada al respecto,
existen estudios que confirman la actividad antifungica
de la quitosana, a la concentracion, 1000 mg.L ™" sobre el
hongo P. grisea (14, 21, 22, 23, 26). Sin embargo, las
diferencias obtenidas respecto a los mayores porcentajes
de inhibicion en el crecimiento de este hongo, en
comparacion con los resultados de este trabajo, podrian
ser atribuidas al modo de ensayo, medio de cultivo utilizado
y a las caracteristicas fisiologicas de los aislamientos
evaluados, como se refleja en trabajos donde se han
utilizado otros formulados de quitosana (16, 22, 23).

Otros estudios demostraron el efecto antimicrobiano
de la quitosana, en los 14 hongos fitopatégenos mas
importantes del cultivo del arroz, dentro de los cuales se
encuentra Helminthosporium orysae y Rhizoctonia solani,
con porcentajes de inhibicion del crecimiento de mas de
50y 80 % respectivamente (9, 21, 24, 25).

Una interpretacién de la poca efectividad
antimicrobiana en P. grisea, pudiera ser que en el caso
de este patogeno, la pared celular esta constituida por
quitina, B-1,3 glucano y d-heteropolisacarido que son
polisacaridos complejos y presentan ademas varios
azucares entre otros constituyentes quimicos (14, 26).
Teniendo en cuenta esto, es probable que el comportamiento
observado en la Figura 1 sea motivado por la composicion
de la pared celular del hongo P. grisea, ya que sus paredes
estan quitinizadas y constituyen una barrera natural, que
impide o dificulta la penetracion de cualquier sustancia
(9, 27). Por otro lado, estudios histoquimicos demostraron
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que en algunos patégenos la actividad antifungica de la
quitosana, es causada por la deposicion de las moléculas
dentro de la célula fungica inhibiendo el crecimiento
micelial® (9, 22, 23, 25, 28).

Como los estudios realizados por otros autores
mostraron ausencia de correlacién entre el crecimiento
y esporulacién de Pyricularia grisea (9, 29), es necesario
confirmar si la quitosana afecta el proceso esporulativo
que es, en definitiva, el que reviste mayor importancia
desde el punto de vista agricola, pues la enfermedad se
disemina a través de estructuras reproductivas denominadas
conidios (6, 9).

EFECTO DE LOS FORMULADOS DE QUITOSANA SOBRE
LA ESPORULACION DEL HONGO PYRICULARIA GRISEA

Como se pudo comprobar (Figura 2) algo diferente
ocurre cuando se evalla el efecto de los productos en el
porcentaje de inhibicion de la esporulacion.
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Figura 2. Porcentajes de inhibicion de la esporulacion
del hongo Pyricularia grisea en el centro y
la periferia de la colonia

Como se observa en la Figura 2, hubo inhibicion total
en los tratamientos correspondientes a las distintas
concentraciones de sulfato de cobre, lo que hace
evidente su efecto antifungico ante el hongo P. grisea
(10, 14). En cuanto a los formulados con quitosana, solo
laQCu 100 mg.L™", presentd los valores mas elevados de
inhibicion en la esporulacién (100 %) tanto en el centro
como en la periferia de la colonia, sin diferencias
significativas con el Cu,SO,, indicando realmente mayor
toxicidad durante el efecto de este producto en el desarrollo
ulterior del hongo, a partir de la inoculacion (9, 20). No
obstante, las concentraciones de quitosana 100 y 500
presentaron diferencias significativas entre ellas, con
valores de inhibicion de la esporulacion entre 80 y 96 %
en el centroy 68 y 85 % en la periferia. En este caso la
quitosana 100 fue la que alcanzé el valor mas elevado.
Resultado que concuerda con estudios realizados (9, 17, 20),
donde se obtuvieron los mayores porcentajes de
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inhibicion a esa concentracion. Sinembargo, la Q-1000 mg.L™
desarrollé menor inhibicion (inferior a 30 %) que el resto
de los tratamientos, lo que se puede atribuir a que a esta
concentracion la viscosidad de la quitosana dificulta su
penetracion al interior de las células fungicas y por tanto
su efecto es menor (9, 20).

Una presentacion de la distribucién de la esporulacién
en los diferentes tratamientos (TablaIlI), se pudo establecer
que en los tratamientos correspondientes a Q-1000 mg.L™"
y el control (agua), la esporulacion fue grado 3, que
representa en la escala, mucha esporulacion (6-9
coniditforos con conidios), posteriormente la Q-100 mg.L
y Q-500 mg.L" obtuvieron grado 1 representando poca
esporulacién en el centro de la colonia (1-2 conidioforos
con conidios), mientras que en la periferia esta resultd
ser de grado medio (4-5 conidioforos con conidios). Esto
se explica probablemente con una de las hipotesis sugeridas
en investigaciones citadas (25), donde se plantea que la
quitosana a bajas concentraciones es capaz de penetrar
en la célula fungica e interactuar con el ADN, causando
desorden en su estructura, asi como inhibicion en la sintesis
de ARNm y proteinas, afectando como consecuencia el
proceso esporulativo (9, 27). Las concentraciones de
sulfato de cobre (Cu,SO,) no presentaron esporulacion.

Tabla lll. Distribucion de la esporulaciéon del hongo
Pyricularia grisea bajo el efecto de los
tratamientos de quitosana y cobre

No. Tratamientos Grados de la escala
Centro Periferia
1 Q (63) 100 mg.L"! 1 2
2 Q (63) 500 mg.L"! 1 2
3 Q (63) 1000 mg.L"! 3 3
4 Cu,S0, 100 mg. L™ 0 0
5 Cu,S0,500 mg.L™! 0 0
6 Cu,S0, 1000 mg.L™! 0 0
7 QCu 100 mg.L" 0 0
8 Control 3 3

Haciendo una caracterizacion morfoldgica de las
colonias del hongo, en los diferentes tratamientos, los
resultados experimentales demostraron que las
caracteristicas culturales de las colonias de P. grisea
varian de acuerdo con el medio de cultivo empleado como
son: color, crecimiento de los bordes de la colonia y
penetracion en el sustrato, ademas que el hongo necesita
medios de cultivo elaborados a partir de infusiones de
organos vegetales del arroz para obtener buen crecimiento
y desarrollo, por lo que se plantea que el micelio en cultivo
puede ser aéreo o sumergido, hialino, carmelitoso, verde
olivaceo o negruzco, ramificado (30).

Por otro lado se comprobd que las quitosanas en
sus diferentes concentraciones y ademas el QCu no
indujeron variaciones en la morfologia de las colonias de
P. grisea crecidas en medios Agar Salvado de arroz
(Tabla 1V), lo que evidencia que en este estudio el hongo
presentd estabilidad en las caracteristicas culturales propias
del aislamiento seleccionado.
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Tabla IV. Caracteristicas morfologicas desarrolladas
por las colonias de Pyricularia grisea en
los diferentes tratamientos

No. Tratamientos Grados de la escala
Centro Periferia
1 Q (63) 100 mg.L"! 1 2
2 Q (63) 500 mg.L"! 1 2
3 Q (63) 1000 mg.L" 3 3
4 Cu,S0,4 100 mg L' 0 0
5 Cu,S0, 500 mg L' 0 0
6 Cu,S0, 1000 mg. L™ 0 0
7 QCu 100 mg.L™! 0 0
8 Control 3 3

CONCLUSIONES

#* De manera general, atendiendo a los resultados podemos
inferir que la quitosana en bajas concentraciones
(Q-100 mg.L™") no causa un efecto letal, en el crecimiento
micelial del hongo, resultado que coincide con el de
otros autores (9, 27). No comportandose de la misma
forma en la esporulacion, donde los valores de inhibicion
estuvieron por encima del 70 %, y teniendo en cuenta
que el hongo en el campo se disemina por los conidios,
la aplicacién de las formulaciones a base de quitosana
en bajas concentraciones, pudiera atribuir a la reduccion
del inéculo inicial de la enfermedad.

# Otro tratamiento que tuvo un buen comportamiento en
la esporulacion, fue el formulado de QCu 100 mg.L™,
por su efecto inhibitorio (100 %), pero teniendo en cuenta
que el cobre (Cu,) es un metal pesado, su utilizacion
aumentaria la acumulacion del mismo en el suelo y
por consiguiente afectaria la productividad del cultivo,
no debe ser considerado como otra alternativa de manejo
para el control de este patdgeno.
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