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RESUMEN

Las caracteristicas fisico-quimicas del quitosano influyen en el desarrollo de los cultivos
cuando se aplica como bioestimulante. La investigacion tuvo como objetivo determinar la
influencia de quitosanos de diferentes masas moleculares, en la germinacion de semillas de
soya y en el crecimiento vegetativo inicial in vitro. Las semillas fueron desinfectadas y
embebidas durante una hora en soluciones de quitosano a 10, 100 y 500 mg L™, con masa
molecular media (Q1, 100 kDa) y baja (Qz, 25,3 kDa). El porcentaje de germinacion de las
semillas y el largo de la radicula se determind a las 72 h de incubacion. Posteriormente se
colocaron en solucién nutritiva Hougland estéril yse cultivaronen cuarto de luces durante 10
dias (Fase R1). El porcentaje degerminacion fue mayor en semillas tratadas con quitosano,
independientemente de su masa molecular y concentracién, mientras que el crecimiento de
las plantulas estuvo influenciado por la concentracion. La aplicacién de quitosano de masa
molecular medio (Q1) incrementd el nimero de hojas, la longitud de tallos y raices, la masa
seca radical y el area foliar de las plantulas. La masa seca de la parte aérea de las plantulas
no fue influenciada por la aplicacion de quitosanos, sin embargo, Q2 aumento la biomasa seca
de raices con su concentracion mas elevada (500 mg L1). Ambos polimeros de quitosano
duplicaron la proporcidn raiz-vastago (r/v), con relacién a las plantas controles provenientes

de semillas embebidas en agua. Se demostro el efecto de la masa molecular y concentracion
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del quitosanoen la capacidad bioestimulante de plantulas de soya cuando se aplica por
imbibicion de semillas.
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INTRODUCCION

La soya (Glycine max [L.] Merrill) es la oleaginosa de mayor importancia a nivel mundial
porque de sus granos, que constituyen la principal fuente de proteina vegetal, se obtienen
diversos productos esenciales en la alimentacion humana y animal 2. El cultivo de soya
finalizé con 348 millones de toneladas en la campafia 2016-2017, constituyendo un récord
historico a nivel mundial ®. Debido a su relevancia, este cultivo se ha utilizado como modelo
en investigaciones dirigidas al estudio de las respuestas de plantas hacia la aplicacion de
inductores bioldgicos. Entre estos, el quitosano y sus derivados son reconocidos
bioestimulantes no microbianos “® muy utilizados en la agricultura porque mejoran la
germinacion, el crecimiento y los rendimientos de los cultivos en condiciones normales y
bajo estreses abidticos, ademas de emplearse en el recubrimiento de semillas y conservacion
de frutas y verduras ©). El quitosano es un copolimero de N-acetil-D-glucosamina y D-
glucosamina, que se obtiene de la quitina presente en el exoesqueleto de los crustaceos,
cuando se eliminan mas del 80 % de los grupos acetilos de los residuos de N-acetil-D-
glucosamina presentes en su precursor ©. Su papel bioldgico en plantas depende de sus
principales caracteristicas fisico-quimicas (masa molecular, grado de acetilacion y
concentracion), ademas de la forma y momento de aplicacion ©¢®). La aplicacion de quitosano
a semillas es una de las formas mas importantes en la estimulacion de la germinacion, el
crecimiento y los rendimientos de algunos cultivos, el control de enfermedades o la
activacion de defensas innatas de las plantas contra patdgenos, ya sea por imbibicion,
recubrimiento o cebado de las semillas ¢**V. En leguminosas se han realizado estos estudios
y la respuesta en la germinacion y el crecimiento de las plantas ha dependido de la
concentracion de quitosano 24, En soya, sin embargo, no se conoce la influencia de la
masa molecular del quitosano cuando se aplica por imbibicion de las semillas en el proceso
germinativo y el crecimiento temprano de las plantas, por lo que el objetivo del presente

trabajo fue comparar el efecto de dos polimeros de quitosano, de mediana y baja masa
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molecular, en la germinacion y el crecimiento vegetativo (V1) in vitro, mediante imbibicion

de semillas del cultivar 1S-27 de soya.
MATERIALES Y METODOS

Semillas del cultivar 1S-27 de soya fueron desinfectadas con alcohol (75 %) e hipoclorito de
sodio (25 %) por cinco minutos yse enjuagaron seis veces con agua destilada estérilantes de
ser embebidas durante una hora en soluciones estériles de quitosano (100 mL) y agua
destilada, como tratamiento control. Las concentraciones de quitosano probadas fueron de
10, 100 y 500 mg L™ de los polimeros con masas moleculares de 124 kDa (Q1) y 25,3 kDa
(Q2) con 85 % de desacetilacion promedio. Luego, las semillas fueron colocadas en placas
Petri con medio vegetal semisolido Phytoagar-agua (0,8 %) e incubadas en la oscuridad a
29 °C, durante 72 horas para su germinacion. Transcurrido este tiempo, se determind el
porcentaje de germinacion de las semillas (5 réplicas de 15 semillas en cada placa) y la
longitud de la radicula (3 réplicas de 10 semillas cada una), antes de ser transferidas a
recipientes (0,41 kg), que contenian 20 mL de solucién nutritiva Hougland estéril, a razén de
cuatro recipientes con 10 plantas cada uno, por tratamiento. Los recipientes fueron colocados
en un cuarto de luces: fotoperiodo de 12 horas, temperatura de 25-30 °C y humedad de 60 %
durante diez dias (fase R1) para realizar las evaluaciones morfoagrondmicas de desarrollo
vegetativo de las plantulas. Las evaluaciones realizadas fueron: numero de hojas trifoliadas
(primer par), longitud del tallo y radical (cm), masa seca (MS) de la parte aérea (PA) y de las
raices (g) a 70 °C durante 72horas, y el area foliar (AF, cm?) con el medidor portatil AM 300,
UK, a cada plantula. Ademas, se calculd la relacidon raiz-vastago (r/v)= MS raiz/MSvastago
y el indice de area foliar (IAF)= AF/MS total de la planta (cm? g2).

En el experimento repetido dos veces, se utilizé un analisis bifactorial 3 x 2, entre los factores:
concentracion y compuesto de quitosano, con tres y dos niveles, respectivamente, comparado
con un testigo de referencia (control de imbibicion en agua). La comparacion de medias se
realizd con el empleo de la Prueba de Rangos Multiples de Tukey HSD (p< 0,05) para
discriminar diferencias entre las medias, en el pagquete de programas Statgraphics Plus,

version 5.1.

RESULTADOS

En el proceso de germinacion de semillas de soya y la longitud de la radicula no hubo

interaccion de los factores: concentracion (10, 100 y 500 mg L) y masa molecular de los
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quitosanos (124 kDa (Q1), 25,3 kDa (Q2), ni diferencias significativas entre los niveles de
cada factor por separados (Datos no mostrados).

El porcentaje de germinacionque se determind a las 72 horas de embebidas las semillas con
ambos polimeros, mostro valores superiores (82 y 87 %) y diferentes respecto a las
embebidas en agua (76,2 %). Los valores de longitud de la radicula alcanzados con todos los
tratamientos, oscilaron entre 5,3 cm y 5,7 cm de largo.

En la respuesta morfoagrondmica de las plantulas de soya, a pesar de haber interaccion entre
los factores estudiados en todas las variables de crecimiento evaluadas, se observé una mayor
influencia de la concentracion que de la masa molecular de los polimeros de quitosano
(Tabla 1).

Tablal. Efecto de la imbibicion de semillas durante una hora con quitosanos (Q: y Qz) en el

crecimiento vegetativode plantulas de soya a los diez dias postratamiento

Quitosano No. hojas Longitud tallo  Longitud radical Masa seca Masa seca Area foliar
(mg L) (cm) (cm) PA (9) radical (g) (cm?)

Control 0,56 7,41 12,84 0,094 0,022 5,41

Q:1- 10 0,59 a 10,95b 16,90 b 0,086 a 0,032 b 5,49ab

Q:- 100 0,32b 9,66 ¢ 16,51 b 0,075 b 0,031 b 5,08 ab

Q:1- 500 0,40b 12,27 a 22,04 ab 0,079 ab 0,037 a 6,26 a

Q2- 10 0,29 b 10,25 bc 17,99 ab 0,078 ab 0,035 ab 4,80b

Q2- 100 0,60 a 11,49 ab 23,03a 0,080 ab 0,038 a 5,04 ab

Q2- 500 0,66 a 11,16 ab 20,40 ab 0,084 a 0,038 a 5,18 ab

ES i 0,06* 0,42* 1,79* 0,003* 0,001* 0,36*

Letras iguales no difieren estadisticamente para p< 0,05, segun la Prueba de Tukey HSD

El nimero de hojas trifoliadas fue estimulado con 10 mg L del quitosano de mayor masa
(Q1) y las concentraciones 100 y 500 mg L™ del quitosano de menor masa molar (Q), pero
solo con la concentracion mayor de Q2 se obtuvieron valores superiores y diferentes de las
plantulas que fueron embebidas en agua (Tabla 1).

El quitosano de mayor masa (Qx) a la concentracion de 500 mg Lt se destaco en la longitud
del tallo, pero sin diferencias con el quitosano de menor masa (Q2) a las concentraciones
mayores, mientras que este Gltimo quitosano, a la concentracion de 100 mg L, fue quién
increment6 la longitud radical, con diferencias significativas de 10 y 100 mg L*
del quitosano Q: (Tabla 1).

A pesar de estimularse la masa seca de la parte aérea con la concentracion de 10 mg L™ de

Q1Y 500 mg L de Q2, que tan solo se diferenciaron de la concentracion de 100 mg L™ del
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quitosano de mayor masa; estos no superaron a las plantas controles (semillas embebidas en
agua).Contrariamente, la masa seca radical se incrementé por efecto de la imbibicién de las
semillas con los quitosanos, especificamente, con el quitosano Q2 a las concentraciones de
100 y 500 mg L ademas de esta Gltima concentracion de Qi (Tabla 1).

En cuanto al area foliar solo la concentracion de 500 mg L™ del quitosano de mayor masa
estimulo esta variable, respecto a las plantulas controles (Tabla 1).

De forma general, la respuesta morfoagronémica de soya a la imbibicion de semillas
dependid de la concentracion de los polimeros, obteniéndose los mayores incrementos con
500 mg L%, que en algunas variables no difirio de 100 mg L™ con ambos quitosanos.

El crecimiento de soya puede cuantificarse por la masa seca y el area foliar total de la planta,
siendo esta Gltima variable, la méas relevante para cuantificar la produccién por unidad de
superficie %), Por esta razon, en este trabajo, se determinaron las proporciones obtenidas con
la ganancia de biomasa seca y el indice de area foliar (IAF) de las plantulas, causadas por la

interaccidn entre las concentraciones y los compuestos de quitosano (Figuras 1y 2).

ESx= 0,015 Q- 10
0.6 Q- 100

= Q- 500
a ab
b b
0.4 |
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Letras iguales no difieren estadisticamente para p< 0,05, segin la Prueba de Tukey HSD

Figura 1. Relacion raiz—vastago (r/v) de plantulas de soya a los diez dias de la imbibicién de

Relacion Raiz-vastago (r/v)

a
Q2
Quitosano (mg L?)

semillas con quitosanos de diferente masa molecular (Q: y Qz)

En la Figura 1 se observa un incremento en la proporcién de la biomasa de las plantulas
(raices y vastago) por efecto de la aplicacion de ambos polimeros de quitosano, que duplica
el valor obtenido en las plantas controles provenientes de semillas embebidas en agua. Las

concentraciones de 500 mg L del polimero de mayor masa molecular (Q1) y 100 mg L™ de
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Q2, fueron mas efectivas para aumentar la relacion (r/v) respecto al efecto causado por las

concentraciones de 10 y 100 mg L de Q:.
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Ch 2 Q- 100
<450 ab ab . Q- 500
5
& b by
S 401
£ 30
L 20
o= 10
0
Imb. agua Q1 Q2

Quitosano (ing L?)
Letras iguales no difieren estadisticamente para p< 0,05, segun la Prueba de Tukey HSD

Figura 2. indice de &rea foliar (IAF) de las plantulas de soya a los diez dias de la imbibicion de

semillas con quitosanos de diferente masa molecular (Q:y Q2)

El indice de area foliar (IAF) de soya se incrementd con el quitosano de mayor masa
molecular (Q1), con incrementos de diez porciento mas con la concentracion de 500 mg L*

al aplicarse por imbibicion de semillas (Figura 2).

DISCUSION

Resultados de investigaciones con quitosano como estimulador del crecimiento de varias
especies de plantas y condiciones de cultivo, refieren la influencia de la masa molecular y la
concentracion de quitosano en el desarrollo de las plantas ¢899 E| efecto de la masa
molecular y la forma de aplicacion del quitosano ha sido demostrado en la estimulacion del
crecimiento de arroz (Oryza sativa L.) y del rendimiento de flores y cormos de fresa
(Fragaria sp.) "), En soya, la respuesta en la nodulacion y el crecimiento de las plantas ha
sido afectada por la influencia de la concentracion, la masa molecular y el modo de aplicacion
de los compuestos de quitosano (7:19:20),

Aungue en leguminosas se han encontrado efectos beneficiosos en su desarrollo con la
aplicacion de quitosano por diferentes métodos de tratamiento a las semillas 2222 no se

conoce como influye las diferencias de masa molecular de quitosanos en la germinacion de
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soya por imbibicién de las semillas. En este sentido, al comparar los quitosanos de diferentes
masas moleculares por imbibicion de semillas se encontraron diferencias ligeras entre los
polimeros de mediana (Q1) y baja (Q2) masa molecular, y estas diferencias se debieron méas
bien a la concentracion de quitosano, en el desarrollo vegetativo inicial in vitro de soya
(Tabla 1, Figuras 1y 2). El porcentaje de germinacion se estimulé con la aplicacion de ambos
polimeros respecto a las semillas embebidas en agua, mientras que el largo de la radicula de
las semillas germinadas no fue modificado ni por la masa molecular ni por las
concentraciones de quitosano evaluadas (Datos no mostrados).

En todas las variables de crecimiento del cultivar 1S-27 de soya hubo un efecto estimulador
de la concentracion de 500 mg L, excepto en la emision de hojas con el polimero de mayor
masa molecular (Q1), ademas de incrementarse el indice de area foliar con Qi
(Tabla 1, Figura 1). Zeng & colaboradores 2 propusieron que el efecto estimulador del
tratamiento de semillas con quitosano en la germinacion, el crecimiento, los rendimientos y
la proteccion de soya contra insectos, es causado por la formacion de una pelicula
semipermeable en la superficie de la semilla, que mantiene la humedad de la mismay absorbe
la humedad del suelo, promoviendo asi la germinacion. Ademas, evita la entrada de oxigeno
y restringe la pérdida de dioxido de carbono (CO2) en la semilla, manteniendo una
concentracion alta de CO> en la pelicula que impide la respiracion y disminuye el consumo
de nutrientes en el interior de la semilla. Por otro lado, el quitosano puede aumentar los
azucares solubles y reforzar la actividad proteolitica que genera la liberacion de aminoacidos
libres que tienen efecto inhibitorio en muchos hongos patdgenos de plantas.

En leguminosas, como en otros cultivos, la relacion r/v se ha determinado para conocer la
influencia de multiples factores como genotipos, estadios de crecimiento, sistema de
labranza, déficit hidrico en el suelo, entre otros ?*2), En la fase R1 del crecimiento de las
plantulas, la relacion de la biomasa raiz-vastago mostro diferencias a favor de la aplicacion
de quitosano, con el doble de incremento que las plantas controles (Figura 1). Se observo un
aumento del desarrollo radicular en longitud y masa seca que pudo favorecer la absorcion y
translocacion de nutrimentos desde la raiz hacia la parte area de la planta (Tabla 1).
Varios trabajos refieren el efecto estimulante del quitosano en el crecimiento de los cultivos
como resultado de incrementar la disponibilidad y la absorcion de nutrientes y el proceso de
fotosintesis mediante la acumulacién de metabolitos y el aumento de pigmentos foliares

(6.112627) "En particular, el tratamiento de semillas con quitosano mejora la asimilacion del
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nitrégeno en plantas de 1S-27 de soyadebido aun aumento de la actividad enzimatica nitrato
reductasa ya la acumulacion de nitrogeno foliar ¢ y resultados no publicados.

El indice de area foliar (IAF) se puede relacionar con los procesos de fotosintesis, respiracion,
y productividad de los cultivos ®%. En soya, el &rea foliar delas plantas difiere para distintos
genotipos y momentos de siembras ©?®. En el trabajo, el area foliar de las plantulas fue
incrementada con la concentracion de 500 mg L del polimero de mayor masa molecular
(Q1), asi como el IAF, con las tres concentraciones evaluadas (10,100 y 500 mg L)
(Tabla 1, Figura 2). Esta estimulacion en el area foliar de soya ha sido informado con
anterioridad, al aplicarse a las semillas conjuntamente con el inoculante Azofert®, previo a
la siembra y, por aspersion foliar en las fases V2 y R2 en campo, con la concentracion de
1 g L' del polimero de mediana masa molecular empleado en este trabajo, con incrementos
de 62,85 % respecto a las plantas controles 2. Este efecto, también ha influenciadola
actividad fotosintética (&rea foliar y pigmentos) de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.),
con la aplicacién de nanoparticulas de quitosano de bajo masa molecular (27 kDa)
combinadas con &cido giberélico 9.

Tomando en cuenta lo anterior y los resultados de este trabajo se puede concluir que
polimeros de mediana y baja masa molecular causan ligeras diferencias bioldgicas en los

estadios iniciales de las plantulas cultivadas en solucién Hougland

CONCLUSIONES

e Eldesarrollo in vitro de las plantulas IS-27 de soya, hasta la fase R1, estuvo influenciado por
la imbibicion de las semillas con los polimeros de quitosano.

e Las diferencias de masa molecular de los quitosanos (124 kDa (Qi) y 25,3 kDa (Q2)
influyeron en la germinacion y la mayoria de las variables morfoagronémicas de crecimiento.

e La concentracion de 500 mg L de ambos quitosanos se destacé en el desarrollo inicial de

las plantulas de soya.
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