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RESUMEN

En este trabajo se revisan los principales efectos observados durante la aplicacion de quitina y
quitosano como agentes coadyuvantes en el aumento de la produccion agricola, haciendo énfasis en los
aspectos relacionados con sus efectos beneficiosos sobre el crecimiento de las plantas y en sus potenciales
aplicaciones para el control de diversas plagas y enfermedades que generan grandes pérdidas en los cultivos. Se
hace un esfuerzo importante para sistematizar la informacion sobre los diversos mecanismos de accion
propuestos para que estos materiales logren la efectividad que los hacen ser tan ttiles en ese campo. En ambos
casos, los modos de accion considerados para organizar la amplia informacion existente en la literatura
revisada han sido: (a) la generacion del llamado efecto fertilizante, (b) la inhibicion indirecta de fitopatogenos
por los subproductos de su descomposicion, incluyendo la generacion de un factor fungistatico volatil, (c) la
promocion/soporte de microorganismos beneficiosos tales como antagonistas de fitopatogenos, productores de
sustancias biocidas y colonizadores micorrizales, (d) sus actividades elicitoras para activar mecanismos de
defensa, incluyendo la induccion de proteinas relacionadas a la patogénesis, enzimas de defensa, metabolitos
secundarios y la activacion de receptores especificos.

Palabras clave: control de fitopatdgenos, enzimas de defensa, microorganismos beneficiosos,
mecanismos de defensa, actividad elicitora.

ABSTRACT

In this paper we review the main effects observed during the application of chitin and chitosan as
coadjuvant agents in the increase of agricultural production, emphasizing the aspects related to their beneficial
effects on the growth of plants and their potential applications for the control of various pests and diseases that
generate large losses in crops. An important effort is made to systematize the information on the various
mechanisms of action proposed so that these materials achieve the effectiveness that makes them so useful in
this field. In both cases, the modes of action considered to organize the extensive information existing in the
reviewed literature have been: (a) the generation of the so—called fertilizing effect, (b) the indirect inhibition of
phytopathogens by byproducts of their decomposition, including the generation of a volatile fungistatic factor,
(c) the promotion/support of beneficial microorganisms such as phytopathogen antagonists, producers of
biocidal substances and mycorrhizal colonizers, (d) their eliciting activities for activating defense mechanisms,
including the induction of proteins related to pathogenesis, defense enzymes, secondary metabolites and the
activation of specific receptors.

Keywords: Control of phytopathogens, defense enzymes, beneficial microorganisms, defense
mechanisms, eliciting activity.

INTRODUCCION
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El hambre es uno de los males mas preocupantes en la actualidad para muchas poblaciones de
seres humanos en nuestro planeta. Seguramente la situacion debe ser igual de dramatica en numerosas
poblaciones de animales silvestres, la cual ha sido obviamente menos cubierta por los medios de
informacion aun cuando existen campafias para evitar sus consecuencias: la extincion de muchas
especies. Aunque las razones para la aparicion de este mal son diversas, hay algunas similitudes en
ambas. Por ejemplo, en los dos casos existe una disminucion critica en la capacidad de generacion de la
cantidad minima necesaria de alimentos para sustentar una poblacion determinada. Sin embargo, en el
caso de las poblaciones humanas hay una diferencia agravante debido a que éstas, paraddjicamente,
aumentan su nimero de manera irracional, lo que ha conducido a declaraciones preocupantes sobre la
existencia de una emergencia planetaria sin precedentes [1], que pareciera poder trocarse rapidamente
en una emergencia planetaria instantdnea [2] debido a una de sus derivaciones mas perjudiciales: el

calentamiento global.

Por ello, en el caso de las poblaciones humanas, el estudio de las situaciones causales permite
proponer que el problema actual del hambre tiene basicamente dos fuentes primordiales: (a) el aumento
exponencial de la poblacion, y (b) la disminucion a niveles criticos de la capacidad de generacion de
alimentos. A su vez, entre las contribuciones importantes a esta Gltima se pudieran mencionar: (i) la
disminucién de las tierras aptas para cultivos, (ii) la disminucion de la cantidad y calidad del agua para

usos agricolas, y (iii) las grandes pérdidas asociadas a plagas y enfermedades en los cultivos.

En la buisqueda de remediar esta situacion, en alguna extension, el hombre ha venido actuando
sobre las diferentes fuentes del problema, tratando de aplicar correctivos tanto en el control del
crecimiento poblacional como en el aumento de la produccion de alimentos. En el primer caso el
algunos paises se han tomado medidas severas, tanto legales como econémicas, para limitar el nimero
de descendientes que puede tener un matrimonio, asi como el desarrollo de campaiias agresivas para el

uso de métodos anticonceptivos, emancipacion de la mujer, erradicacion del machismo, etc.

En el caso de las acciones para favorecer el aumento de la produccion de alimentos los esfuerzos
han sido dirigidos hacia la formulacion de medidas legales para evitar la desforestacion y la
desertificacion, el desarrollo de campafias para fomentar el uso racional del agua, el uso de métodos
ecologicamente limpios para el tratamiento de las aguas servidas, el empleo de fertilizantes,
agroquimicos y biocidas mas amigables con el ambiente. En este ultimo punto, la investigacion actual se
ha venido desplazando hacia el uso de materiales biodegradables y cuyas fuentes sean de preferencia

renovables. En tal sentido, los biopolimeros conocidos como quitina (poli-N—acetilglucosamina), y su

119 Rev. Iberoam. Polimeros y Materiales, 20(3) 118—136 (2019)



Revista Iberoamericana de Polimeros y Materiales Volumen 20(3) Mayo de 2019
Larez et al, Biopolimeros de quitina y quitosano

derivado quitosano (obtenido por desacetilacion de la quitina en porcentajes mayores al 50%, ver figura
1), han logrado un lugar preponderante en el desarrollo de aplicaciones relacionadas con el tratamiento
de aguas [3], control de la humedad de suelos [4], liberacion inteligente de fertilizantes [5], estimulante
del crecimiento [6], inductor de mecanismos de defensa en plantas [7], antimicrobiano [8], etc. Su
utilidad en esta lucha es tal que deberian incluirse también sus aplicaciones relacionadas con el control
del aumento de la poblacion debido a sus potenciales aplicaciones para la fabricacion de preservativos
[9,10] y para la liberacion controlada de anticonceptivos [11] y espermaticidas [12], incluyendo las
expectativas de crear un anticonceptivo femenino no hormonal sin efectos colaterales [13]. Mas aun, si
la castracion quirurgica de progenitores irresponsables llegase a ser una opcion, seguramente el
quitosano podria hacer una contribucion importante pues desde hace mucho tiempo han sido

reconocidas sus bondades en la aceleracion de la cicatrizacion de heridas [14,15].
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Figura 1. Reaccion de desacetilacion para obtener el quitosano a partir de la quitina.

En este trabajo, que es la primera parte de una serie de tres articulos, se detallaran los principales
efectos observados durante la aplicacion de quitina y quitosano en sistemas agricolas. Se abordan las
principales aplicaciones de la quitina y el quitosano como agentes para coadyuvar en el aumento de la
produccion de alimentos, haciendo énfasis en los aspectos relacionados con sus efectos beneficiosos
sobre el crecimiento de las plantas y en sus aplicaciones para el control de diversas plagas y
enfermedades que generan grandes pérdidas en los cultivos. Se hace un esfuerzo importante para tratar
de organizar la informacion sobre los diversos mecanismos de accidon propuestos para que estos
materiales logren la efectividad que los hacen ser tan ttiles en ese campo. En los dos trabajos futuros se

discutiran los principales mecanismos propuestos para justificar su accion directa sobre fitopatdogenos
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(parte 2) y se detallaran los muy diversos usos que se han disefiado para estos materiales en la

dosificacion de fertilizantes y/u otras sustancias con actividad bioldgica (parte 3).

LA QUITINA Y SUS EFECTOS BENEFICIOS EN PLANTAS

Los efectos beneficiosos de la quitina en las practicas agricolas son conocidos desde mediados del
siglo XX, cuando se comenzo a observar que algunas plantaciones cultivadas en suelos enmendados con
estos materiales quitonosos mostraban un decrecimiento en ciertas enfermedades asociadas a hongos
[16,17]; sin embargo, también se han reportado efectos negativos y resultados contradictorios. Asi, por
ejemplo, se reportd tempranamente que las enmiendas con quitina resultan en la aparicion de cierta
fitotoxicidad, la cual ha sido asociada a la estrecha relacion N/C (6/4) que deriva de la estructura de la
quitina y que resulta en un comportamiento similar al observado en otras enmiendas nitrogenadas [18];
la combinacioén con otros materiales, como por ejemplo desechos celuldsicos, ha sido una de las vias
sugeridas para mitigar el bajo contenido de carbono de las enmiendas que contienen solo quitina [19].
Otra de las causas que se ha sugerido para justificar estos efectos fitotoxicos es la alteracion del pH del
suelo causada por la descomposicion de la quitina [20]. En ambos casos, los efectos fitotoxicos

parecieran poder ser minimizados con una humectacion a fondo antes del transplante [21].

Por otro lado, entre los resultados contradictorios que se han reportado estan los de Mauer y
Baker, quienes observaron que la quitina y la lignina aplicados separadamente no disminuyen la
pudricion de la raiz del frijol pero son efectivas cuando se emplean juntas [22]; y los de Culbreath et al.
mostrando que algunas enmiendas de quitina favorecieron la formacién de agallas en las raices de

calabacin, por M. arenaria, en lugar de disminuirlas [23].

En la actualidad se han propuesto diversos mecanismos para explicar las rutas a través de las
cuales los materiales quitinosos favorecen el desarrollo de los cultivos, incluyendo algunas que se

relacionan con la inhibicién del crecimiento de fitopatdgenos. A continuacion se resumen éstos [24]:

Ocurrencia de un efecto fertilizante. Los productos de la descomposicion de la quitina en el
suelo [25], tales como amonio y sus derivados, pueden constituirse en una fuente lenta pero sostenida de
nitrogeno, cuya duracion puede llegar incluso a los tres meses [26]. Estas circunstancias promueven el
desarrollo de plantas mas saludables y menos susceptibles al ataque de patdgenos, como se observo en
el rapido reverdecimiento de plantas de celery luego de su transplante en lotes enmendados con quitina,

atn cuando ni el tamafio individual de las plantas ni el peso fresco de los tallos comercializables fueron
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significativamente diferentes en comparacion a los obtenidos sin quitina, pero si el rendimiento total

debido a la reduccion en la incidencia del amarillamiento por Fusarium [27].

Inhibicion indirecta de fitopatégenos por los subproductos de su descomposicion. La
actividad fungicida de algunos productos volatiles generados durante la descomposicion de la quitina en
el suelo ha sido vinculada al llamado factor fungistastico volétil, especificamente al desprendimiento de
amonio [28] aunque algunos de sus alquil-derivados (metilamina, etilamina) no pueden ser completa—
mente descartados [29]. Es importante considerar que el tipo de microorganismos presentes en el suelo
es un factor clave en la liberacion de diferentes volatiles, habiéndose comprobado que algunos
microorganismos especificos son responsables por la liberacion de una amplia variedad de compuestos

volatiles [30,31].
PROMOCION/SOPORTE DE MICROORGANISMOS BENEFICIOSOS

Promocion del crecimiento de microorganismos antagonistas. La presencia de materiales
quitinosos puede cambiar la microflora del suelo para aumentar la poblacion de antagonistas (los cuales
compiten por alimento y espacio, hiperparasitismo, lisis de las hifas, etc.) a patogenos que atacan las
raices. Una estrategia para el control de este tipo de patdgenos consiste en afiadir enmiendas de quitina
que contienen un antagonista adecuado, como por ejemplo el uso de enmiendas de quitina conteniendo
Pseudomonas aeruginosa en la supresion de Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum 'y Fusarium solani en las raices de pimientos (Capsicum annuum L.) [32]. Otros estudios
han demostrado que la quitina también puede ser efectiva para disminuir el empleo de fungicidas
quimicos cuando es aplicada como un sustrato foliar para favorecer poblaciones bacterianas nativas con
actividad litica sobre patdogenos que atacan las partes aéreas de las plantas, como en el control del hongo
Mycosphaerella fijiensis Morelet, causante de la sigatoka negra en plantaciones de bananas (Musa
paradisiaca L.) y platanos (Musa acuminata Colla), mediante aplicaciones foliares que contienen
quitina coloidal y que permite disminuir entre 43—46% la aplicacion de fungicidas convencionales

cuando se aplican rotativamente en forma de aerosol [33].

Promocion/soporte de microorganismos que producen biocidas. Los cuales operan debido a la
actividad antimicrobiana de sus metabolitos secundarios, que incluyen enzimas liticas de las paredes

celulares y otros tipos de compuestos con actividad biocida.

Biocidas enzimaticos: aunque no siempre la actividad quitinolitica de una enzima esté relacionada
directamente con su actividad fungicida [34], la estimulacion del crecimiento de microorganismos que

producen este tipo de enzimas es uno de los mecanismos mas frecuentemente propuestos para explicar
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la inhibicion de hongos fitopatogenos [35,36]. La actividad quitinolitica de las enzimas producidas por
algunos de estos microorganismos ha sido claramente demostrada por Malathi y Wiswanathan durante
estudios sobre biocontrol del hongo causante de la raiz roja de la cafia (Colletotrichum falcatum),
usando tanto hongos (7richoderma spp.) como bacterias (Pseudomonas fluorescent) [37]. Usando un
filtrado de sus cultivos, libres de células y a diferentes concentraciones, establecieron que el crecimiento
del fitopatogeno es inhibido con una eficacia que aumenta cuando la concentracion del filtrado aumenta;

ademas, confirmaron que la quitina tiene influencia en la supresion del patdgeno.

Biocidas no enzimaticos: durante el crecimiento de P. aeruginosa en un medio que contenia
desechos de conchas de mariscos, San—Lang et al. aislaron un complejo polisacarido, que denominaron
pafungin, quizas en alusion al nombre inicial dado por Braconnot a la quitina (fungina). Dicho complejo
resulto efectivo contra las 39 cepas de hongos ensayados [38]. Similarmente, durante el crecimiento de
Bacillus subtilis en un medio que contenia quitina se reportd que los compuestos no enzimaticos

producidos mostraron actividad fungicida contra F. oxysporum [39].

Estimulo del crecimiento de micorrizas. Los materiales quitinosos, como por ejemplo algunos
residuos procedentes de conchas de mariscos, también han demostrado un efecto estimulante sobre la
colonizacion de fresas (Fragaria ananassa) por hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) [40]. Por
otra parte, Staehelin et al. han demostrado que los lipooligosacaridos derivados de la sustitucién por
acidos grasos del grupo N—acetilo en los extremos no reductores de la quitina son moléculas bioactivas
como senalizadoras [41], las cuales son secretadas por Rhizobia (conocidos como factores Nod) durante
el establecimiento de la simbiosis legumbre/Rhizobia [42]. Por ello, se podrian adicionar enmiendas con
oligbmeros de quitina, o mejor ain, con quitosanos N—sustituidos con acidos grasos [43], los cuales
podrian actuar como precursores para estos metabolitos. De igual manera, se ha mostrado que la adicion
de quitina a sustratos de cultivos basados en suelos arenosos estimula la colonizacioén de las raices, el
crecimiento de micelio extra—radical (MER) y la produccion de esporas de HMA cuando las plantas
hospedadoras fueron Allium ampeloprasum, Plantago lanceolata and Lactuca sativa [44].
Similarmente, también se pudo observar que la esporulacion de HMA se vio estimulada cuando, en vez
de quitina, se us6 micelio de F. oxysporum autoclavado (el cual contiene quitina). Ahora bien, en un
contexto mas amplio, es importante caer en cuenta que la promocion de microorganismos que favorecen
la infeccion micorrizal puede generar resultados similares, e indistinguibles, de aquellos atribuibles a un
efecto fertilizante directo; por ello, la determinacion de cual contribucion es la que se esta observando en

un determinado sistema representa un reto interesante para abordar.
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Actividad como elicitor (estimulante de mecanismos de defensa). Algunos fragmentos
oligbmericos de la quitina son reconocidas por las plantas como patrones moleculares asociados a
microbios (PMAMs), especialmente a hongos, induciendo respuestas inmunes en ellas. Algunas de las
reacciones de proteccion inducidas por la quitina y sus oligomeros han quedado bien establecidas. Entre
¢éstas se pueden mencionar: la deposicion de callosa en las partes maduras de las raices de Arabidopsis
[45]; el incremento en la actividad de enzimas asociadas a la lignificacion en cultivos de células de
zanahoria [46]; lignificacion de heridas en hojas de trigo [47]; activacion de enzimas relacionadas a la
lignificacién en hojas de soya [48], expresion de genes asociados a mecanismos de defensas [49];
produccion de especies reactivas a oxigeno en células de arroz [50]; activacion de proteinas kinasas

activadas por mitogeno en plantas como Arabidopsis [51].

Por otro lado, también se han desarrollado diversos estudios relacionados con los receptores de
quitina en las plantas, entre los cuales merecen destacarse los siguientes: el aislamiento en los rizomas
de la ortiga (Urtica dioica) de una pequefia lectina que exhibe especificidad para unir quitina [52],
encontrandose posteriormente que ésta también posee actividad antifingica, con un mecanismo de
accion que difiere del de las quitinasas [53]; el reporte de la percepcion especifica de concentraciones
sub—nanomolares de quitina por células de tomate, estableciéndose que los oligdbmeros de 4 unidades de
N-acetil-D—glucosamina tienen un efecto elicitor! significativo a concentraciones del orden de los 10
pM[54]; Shibuya et al. propusieron por primera vez en 1993 la existencia de una proteina que une
elicitores de quitina con alta afinidad [55a], obtenida a partir de suspensiones derivadas de cultivos de
células de arroz, luego, en 1997 propusieron que ésta es una glicoproteina de la membrana plasmatica
conteniendo dos LysM extracelulares que unen quitina directamente [55b] y, finalmente, en 2006 fue
aislada, caracterizada y denominada CEBIiP (Chitin Elicitor—Binding protein) [55c]; también se ha
descrito un receptor tipo kinasa denominado CERKI (Chitin Elicitor Receptor Kinase), el cual es
esencial en la sefializacion de la quitina como elicitor, como una proteina que contiene tres LysM en el
dominio extracelular y una proteina basica Serina/Treonina con actividad kinasa en el dominio
intracelular [56], apuntando a que este tipo de receptores juega un papel critico en la deteccion de
PMAMs en las plantas.

En este contexto, algo sumamente interesante es que en esta dindmica guerra quimica natural los

! En botanica, elicitor es utilizado para referirse a un grupo diversos de compuestos estructurales (extrinsecos o aportados) que
actiian como moléculas sefializadoras cuando existe peligro. Dichas moléculas se unen a proteinas receptoras especiales
ubicadas en las membranas celulares de las plantas generando una respuesta de defensa de la planta frente a diferentes
patogenos (insectos, hongos o bacterias) o ante el dafio mecanico producido por los herbivoros. Actualmente se clasifican en
dos grandes grupos, patrones moleculares de dafio asociado (DAMPs, por sus siglas en inglés) y patrones moleculares
asociados a herbivoros (HAMP, por sus siglas en inglés).
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fitopatogenos también mueven sus piezas, desarrollando moléculas especificas, denominadas efectores?,
que se unen a los PMAMSs para “camuflarlos” a los receptores de las plantas; se ha demostrado que
estos efectores son arreglos moleculares similares a los de los receptores en las plantas, como por
ejemplo los LysM [57].

Efectos beneficiosos del quitosano en agricultura. El quitosano, ademas de poder generar
efectos similares a los producidos por la quitina en sus aplicaciones agricolas, guarda un as bajo la
manga: su solubilidad en medio acuoso. Esta solubilidad le permite, entre otras cosas, tener un mayor
control sobre su dosificacién (solo o en mezclas), la preparacion de diversas formas de aplicacion
(soluciones, emulsiones, hidrogeles, nanoparticulas, peliculas, etc.) y, en general, una mejor
manipulacion. En esta seccion, se detallaran los principales efectos observados durante la aplicacion de
quitosano en sistemas agricolas, tratando en lo posible de seguir el mismo esquema presentado en la
parte anterior para los mecanismos de accion de la quitina previamente reportados [24]. Una vision
amplia de los modos de accidén propuestos para el quitosano, y sus interrelaciones, se puede apreciar de

manera grafica en la Figura 2.

— Quitosanos
Descomposicion FuentedeCyN
Oligédmeros Amonio y Promocion del crecimiento
derivados de microorganismos
Activacion de Fungicidas Sales de Infeccion Productores de Antagonistas de
mecanismos de volatiles amonio micorrizal antibidticos fitopatégenos
defensa ‘ [
Actividad Inhibicion de Efecto Quitinasas No Competicion
elicitora fitopatogenos fertilizante Quitosanasas| | enziméaticos [ |por espacioy
Gluconasas nutrientes

[

Generacion de Lisis de las paredes celulares
oligdmeros de los fitopatdgenos
(actividad quitinolitica) (actividad fungicida)

Figura 2. Principales modos de accion propuestos para el quitosano, y sus interrelaciones, como agente coadyuvante en
la generacion de efectos beneficiosos sobre el crecimiento de las plantas.

2 Los efectores son células nerviosas que ejecutan respuestas ante los estimulos que reciben. Todas las células de un animal
tienen que responder de forma coordinada. Existen células especializadas (efectoras) en elaborar respuesta, la secrecion de
sustancias y el movimiento.
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Efectos beneficiosos del quitosano sobre las plantas. Efecto fertilizante del quitosano. Se ha
reportado que el uso de un suelo enmendado con quitosano en polvo (1% p/p) favorecidé notoriamente
tanto el reverdecimiento como el desarrollo de plantas florales transplantadas, en comparacion al suelo
enmendado con fertilizantes inorganicos (con el mismo contenido de nitrogeno) y también al suelo sin
enmienda [58]. Estos resultados parecen apuntar a que el quitosano estimula el desarrollo de
mecanismos para una mayor captacion de nutrientes nitrogenados, incluyendo el desarrollo de un mayor
sistema radicular, como se ha observado en diversos cultivos tales como maiz (Zea maiz) [59] y
calabacin (Cucurbita pepo), entre otros. En este ultimo caso, el quitosano no solo favorecié la
germinacion in vitro mas temprana [60] sino que ademas se pudo observar un mayor desarrollo del

sistema radicular, con la aparicion de un niimero mayor de raices seminales (ver Figura 3) [61].
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Figura 3. A) Desarrollo radicular de semillas de calabacin (Cucurbita pepo) tratadas con quitosanos del mismo origen
pero distintos pesos moleculares: semillas sin tratamiento (a), semillas recubiertas con quitosano de peso molecular promedio
en peso Mw = 229 kDa (b), 34 kDa (c) y = 28 kDa, y (d). B) Traza cromatografica de exclusion por tamafio de los diferentes
quitosanos usados en los recubrimientos de las semillas de calabacin.

Inhibicion indirecta de fitopatogenos por los subproductos de descomposicion del quitosano.
Aunque no se han encontrado estudios reportados sobre efectos en fitopatdgenos de un hipotéticos
factor fungistatico volatil asociado a la degradacion del quitosano en el suelo, si hay estudios donde se
han detectado subproductos volatiles como CO, y NH3 [62], con lo cual esta posibilidad permanece
abierta. Probablemente sea mas dificil, en comparacion con la quitina, encontrar microorganismos en el
suelo que degraden quitosano debido a su escasa distribucion en ambientes naturales; sin embargo,
desde hace un buen tiempo se conoce que esta presente en algas verdes de la especie Chlorella [63]y en
las paredes celulares de algunos hongos pertenecientes a la clase Zygomicetes, como el Mucor rouxii,
que lo poseen en sus paredes celulares (junto con quitina) [64]; este tipo de hongos se caracterizan por
producir enzimas desacetilasas (que convierten las unidades N—acetil-glucosamina de la quitina en las
unidades glucosamina del quitosano), las cuales pudieran favorecer el desarrollo de microorganismos

que usan quitosano como fuente de C y N, degradandolo mediante enzimas denominadas quitosanasas.
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Promocion/soporte de microorganismos beneficiosos. En algunos tipos de suelos se ha
encontrado que el quitosano puede alterar la microflora promoviendo el crecimiento de actinobacterias
(Streptomyces 'y Kitasatospores), las cuales son conocidas por producir quitosanasas [65]. A
continuacion se presentan algunos ejemplos especificos del tipo de efectos sobre otros microorganismos

que puede ser asociado a la presencia del quitosano en cultivos.

Promocion/soporte de antagonistas: una interesante situacion en este aspecto ha sido descrita para
el control por Lysobacter enzymogenes, en un medio hidroponico, del patogeno Pythium aphani—
dermatum, causante de la pudricion de la raiz del pepino. Los tratamientos con quitosano solo y con L.
enzymogenes solo no fueron efectivos en la disminucion de la enfermedad; sin embargo, el tratamiento
fue exitoso cuando se aplicaron juntos; se ha propuesto que en este caso el quitosano puede actuar de
dos maneras: como fuente de C y N para favorecer el desarrollo del antagonista y como inductor de la
expresion de: (a) enzimas que degradan el quitosano de partida (se supone que generando oligomeros
con mayor actividad biocida hacia el patogeno), (b) otras proteinas que favorecen un mayor control de

la enfermedad [66].

Promocion del desarrollo de microorganismos que producen biocidas: aunque la informacion
sobre la produccion de quitosano en la naturaleza es escasa se ha demostrado que en algunos suelos
costeros existen bacterias capaces de degradar quitina, para convertirla en quitosano y sus oligdmeros,
por via enzimatica usando N—acetil-glucosaminidasa y quitinasas [67]. Este hecho genera la posibilidad
de encontrar microorganismos que usen quitosanasas para degradar el quitosano producido en tales
entornos, con las consecuencias positivas que pudieran derivarse de ello para las plantas cultivadas bajo
esas condiciones. Entre los efectos positivos que pudieran observarse estarian el efecto elicitor que
pueden generar los oligdmeros de quitosano y su actividad biocida contra fitopatégenos, ademas de la
propia actividad biocida de las quitosanasas. Por otro lado, es importante recordar que hay plantas que
pueden activar este tipo de mecanismos sin necesitar un elicitor quimico, como lo demuestran los
resultados del estudio con brotes de bambu, donde se ha observado un incremento en la actividad de
quitosanasas cuando €stos son almacenados a temperatura ambiente, apuntando hacia la activacion de
mecanismos de defensa para generar estas enzimas, las cuales pueden prevenir el ataque de hongos que
contengan quitosano [68]. La profundizacion en el estudio del rol de las quitosanasas, en conjunto con
sus productos los quitooligdmeros, en los mecanismos de defensa de las plantas es un campo virgen

para la investigacion, tanto académica como de aplicaciones, en agricultura.

Estimulante de la interaccion rhizobium/planta hospedadora: se ha sefialado que el inicio de la
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interaccion rhizobium/planta para formar los nodulos fijadores de nitrogeno en las raices de las plantas
es elicitado por lipoquitooligdbmeros especificos de cada planta denominados factores Nod [69a]. Estos
factores Nod pueden generar cambios drasticos en la formacion de los ndédulos cuando su estructura
quimica es cambiada mediante sustituciones especificas [69b]. También se ha mostrado que los hongos
micorrizales arbusculares usan este mismo tipo de moléculas para iniciar su relacion simbidtica con

plantas [69c].

Actividad elicitora del quitosano y sus oligomeros. Aunque el quitosano y la quitina tienen
estructuras quimicas similares sus actividades elicitoras son diferentes [70]. Muchisimos estudios han
demostrado que el quitosano es un poderoso estimulante del sistema de resistencia adquirida a
patdégenos en plantas. Entre los estudios relacionados con el estimulo de mecanismos de defensa por

quitosano se pueden mencionar los siguientes [7]:

— Produccion de proteinas relacionadas a la patogénesis (origen y evolucion de las enfermedades):
el quitosano ha sido descrito como un potente elicitor en plantas, estimulando respuestas defensivas
como por ejemplo la producciéon de un amplio espectro de compuestos, proteinas y péptidos con
actividad antimicrobiana que las protegen del ataque de patdgenos. Las proteinas inducidas por
quitosano mas conocidas y estudiadas son enzimas hidroliticas como las quitinasas y p-1,3—
glucosanasas, las cuales usualmente actian sinérgicamente destruyendo las paredes celulares de hongos,
que contienen quitina, evitando su crecimiento en las plantas. Entre los cultivos donde se ha
comprobado la elicitacién por quitosano se encuentran tomate [71], durazno [72], fresa [73], uva de
mesa [74], etc. En los dos ultimos casos, resulta interesante la proposicion de que la estructura no porosa
en la cuticula de las frutas podria impedir fisicamente el ingreso de quitosano por el tejido, evitando con
ello su efecto elicitor en frutas sin heridas. Se presume que el quitosano puede actuar de diferentes
formas para aumentar las funciones de los llamados genes relacionados a la patogénesis, incluyendo la
activacion de receptores en la superficie o en la membrana celular, asi como la afectacion de los arreglos
conformacionales del ADN influenciando asi la transcripcion genética [75], entre otras. El peso
molecular del quitosano parece tener una influencia marcada en este tipo de aplicaciones, como ha sido
observado en semilleros de arroz infectados con Magnaporthe grisea, en los cuales hubo una mayor
reduccion de la infeccion en las hojas tratadas con los oligomeros de peso molecular 1.335 Da,

comparado con el control y con quitosanos de 3.350 y 50.000 Da [76].

Produccién de enzimas de defensa: entre las enzimas de defensa que pueden ser inducidas por el

quitosano se pueden mencionar la fenilalanina amonio liasa (FAL), la peroxidasa, la polifenol oxidasa
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(PFO), la catalasa y la superéxido dismutasa (SOD). En el caso de la FAL se ha reportado que la piel de
uvas de mesa rociadas con quitosano al 1% presentaron el doble de actividad que las no tratadas y que
los tratamiento pre— y post—cosecha redujeron la infeccion por el moho gris [77]. Ente otros productos
donde también se ha observado la induccion de FAL por quitosano se pueden mencionar arroz [78],

soya [79], pera [80], mango [81], etc.

Por otro lado, también se ha reportado que luego de aplicar tratamientos con quitosano se ha
observado un incremento apreciable en la actividad de (a) la peroxidasa alrededor de las heridas en
peras [80]; (b) la PFO en plantulas de arroz [78]; (c) la catalasa en plantulas de maiz [82]. Algunos
resultados interesantes han sido reportados recientemente sobre la capacidad del quitosano, en solucion
y en solucion de nanoparticulas, para inducir la expresion de genes relacionados a SOD en hojas de
tomate provenientes de plantas infectadas con Fusarium andiyazi, con valores llamativamente mayores

para el sistema de nanoparticulas (1,2 y 4,54 veces, respectivamente) [83].

Producciéon de metabolitos secundarios de defensa: se puede considerar que el quitosano logra ser
percibido por las plantas como un elicitor bidtico de origen fungico [84]. Existe un sinnimero de
especies vegetales en las cuales se ha probado que el quitosano estimula notoriamente la produccion de
metabolitos secundarios, los cuales normalmente contribuyen con su sistema de proteccion. Sin
embargo, también se ha planteado que, bajo ciertas condiciones bien determinadas, pudiera
aprovecharse este hecho para incrementar la produccion de sustancias especificas, como por ejemplo

limoneno (un aumento de 17 veces) [85] y menta [86].

En general, se ha encontrado que el tratamiento con quitosano puede inducir distintos mecanismos
de defensa en plantas, como por ejemplo la suberizacion durante el procedo de cicatrizacion de heridas
en tubérculos de papas [87], y también via estimulo de la produccién de metabolitos secundarios,
incluyendo: (a) fitoalexinas, como se observd en la acumulacion de naftoquinonas antifiingicas en las
“jarras” de la planta carnivora Nepenthes khasiana [88]; (b) lignina, como se ha determinado durante el
tratamiento del fruto del dragéon con dispersiones sub—micronicas de particulas de quitosano para
controlar la antracnosa [89]; (¢) compuestos fenolicos, como se ha observado en el caso de las hojas de
té luego de tratamientos pre— y post—cosecha con quitosanos de peso molecular 8.000 y 10.000 Da [90];
(d) callosa, cuya deposicion juega un rol importante en la limitacion del esparcimiento de virus [91]
pero parece estar controlada por el peso molecular y el grado de acetilacion del quitosano empleado

durante el tratamiento [92].

Activacion de receptores especificos: aunque son pocos los reportes para receptores especificos de
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oligdbmeros de quitosano, se han aislado algunas lectinas con capacidad para unir este tipo de fragmentos
a partir de plantas como la zarzamora (Rubus fruticosus) [93] y la col china de hojas sueltas [94]. En el
caso de la zarzamora se ha propuesto que sus funciones pudieran ser la inhibicién de patdogenos que
contienen quitosano en sus paredes celulares o iniciar mecanismos de defensa especificos para este tipo
de atacantes. Por ello, es necesario realizar mas investigaciones sobre este particular que ayuden a

clarificar las caracteristicas, funciones y mecanismos de accion de estos receptores.

Algunas tendencias para el futuro préoximo. Como puede apreciarse de esta muy sucinta
exposicion sobre los efectos beneficiosos y los modos de accion de estos dos biopolimeros en
aplicaciones agricolas, la quitina y el quitosano son materiales que no han perdido actualidad en este
campo, luego de casi 60 afios de haber comenzado sus aplicaciones en el area de forma sistematica. Por
el contrario, éstas se han hecho cada vez mas actuales debido a que el desarrollo de sus multiples formas
de aplicacion parece correr paralelo al desarrollo de las nano y biotecnologias, como por ejemplo el
desarrollo de nanosensores, nanogeles, peliculas basadas en materiales hibridos, etc., potencialmente
utiles en agricultura. Por ello, en esta parte final se presenta una lista de desafios que han sido
emprendidos o pueden emprenderse a corto plazo en el area, especialmente con miras a lograr

materiales y tecnologias cada vez mas ambientalmente amigables:

Encontrar nuevas fuentes y/o procesos que permitan obtener quitinas/quitosanos mas “verdes”
aun, como por ejemplo la obtencion de oligoquitinas a partir de algas o levaduras [95]. Un beneficio
adicional de este desarrollo podria ser la obtencion de materiales con propiedades mas reproducibles,
menos contaminados e independientes de las limitaciones estacionales, que afectan hoy sus principales

métodos de produccion.

Encontrar nuevos procesos y/o enzimas que generen materiales utiles a partir de residuos
quitinosos, como por ejemplo emplear enzimas obtenidas de microorganismos extremofilos como el
Thermococcus kodakaraensis KOD1, aislado de una fumarola sulfurosa en Japon y que produce una

desaminasa [96]. Este tipo de enzimas pudiera catalizar la reaccion: Quitosano = Glucosa + NHs.

Desarrollar nuevos métodos para el seguimiento cinético cuantitativo de la degradacion de los
materiales quitinosos en suelos. Entre otras cosas, el desarrollo de este tipo de analisis permitiria
conocer mejor las implicaciones de la amonificacion de la quitina y el quitosano, asi como sus

derivados, en suelos [97].

Desarrollar  estudios sistematicos de combinaciones de materiales quitinosos con
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microorganismos productores de volatiles fungicidas, como por ejemplo la investigacion adelantada
para la combinacidon quitina/Paenibacillus polymyxa, en la cual se encontr6 que 7 (benzotiazol,
benzaldehido, undecanal, dodecanal, hexadecanal, 2—tridecanona y fenol) de los 42 volatiles generados

resultan inhibidores del crecimiento de Fusarium oxysporum [98].

Realizar estudios sistematicos con quitina y/o quitosano para tratar de favorecer la proliferacion
de antagonistas que controlen efectivamente fitopatogenos especificos, por ejemplo, estudiar el efecto
de quitina y/o quitosano sobre Pseudomonas jessenii, un antagonista reportado para el control de

Rizoctonia solani en lechuga [99].

Adelantar trabajos sobre posibles efectos de sustancias similares a los llamados “factores de
nodulacidon”, basados en derivados oligoméricos de quitina y/o quitosano y &cidos grasos [100],
incluyendo derivados preparados por interaccion idnica del grupo amina protonado con grupos

carboxilatos del acido.

Continuar la realizaciéon de estudios sistematicos de nanosistemas para la dosificacion de
oligosacaridos de quitina y quitosano. El panorama se vislumbra tan amplio que pudiera también incluir

estudios de liberacion controlada de oligosacaridos de quitosano con nanoparticulas de quitosano.
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