Efecto del uso de quitosano en el mejoramiento
del cultivo del arroz (Oryza sativa L.

variedad sd20a)

Effect of the use of chitosan in the improvement
of rice cultivation (Oryza sativa L. variety sd20a)

Efeito do uso de quitosano na melhoria da cultura
do arroz (Oryza sativa L. variedade sd20a)

José Alejandro Molina Zerpa', Marinela Colina Rincon?,

Dianela Rincon® & José Alejandro Vargas Colina*

"Licenciado en Quimica, Magister en Ciencias Ambientales. 2Ingeniero Quimico, Magister en Ingenieria Ambiental,
Doctor en Quimica Analitica Ambiental. ®Licenciada en Quimica, Magister en Ingenieria Ambiental.

Resumen

En la actualidad existen alternativas tecnolégicas
para el aprovechamiento de los desechos de crus-
tdceos y su conversion en productos de utilidad
como lo son la quitina y su derivado el quitosano.
En esta investigacion, se utilizé gel de quitosano
para aplicarlo a la variedad de arroz SD20 para me-
jorar su cultivo. El analisis mediante IR del quitosa-
no utilizado mostré similitud con los espectros para
cada una de las muestras, confirmando con estos
resultados que la utilizaciéon de diferentes quitinas
obtenidas por la desmineralizacion con HCly H,PO,
no afectd la identidad del producto, pues se man-
tienen las bandas de los grupos funcionales mas
importantes, demostrandose asi que las quitinas se
transformaron en una nueva materia prima como
el quitosano. Las plantas tratadas con quitosano
presentaron alturas mayores, con incrementos de
altura hasta de 16,57% en comparacion al testigo.
Ademas, produjo un incremento de la raiz de 52%
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para los 12 dias de siembra en comparacion con el
testigo. Se observé en las plantas de arroz un color
verde mas intenso que en lote testigo, estos resulta-
dos se deben a la capacidad estimulante del quito-
sano, ya que actua mejorando el enraizamiento y la
produccion de area foliar de la planta. Se encontré
una diferencia de 1025 kg/ha, y un incremento en la
cosecha de 16,21% con respecto al tratamiento sin
quitosano. Se concluye que el cultivo de arroz, va-
riedad SD20A, tuvo un desarrollo vegetativo mejor
con el tratamiento con quitosano.

Palabras clave: desecho de crustaceo, quitina,
rendimiento

Abstract

Currently there are technological alternatives for the
use of shellfish waste and its conversion into useful
products such as chitin and its derivative chitosan.
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In this research, we used chitosan gel to apply it to
the variety of rice SD20 to improve its cultivation. The
analysis by IR of the chitosan used showed similarity
with the spectra for each of the samples, confirming
with these results that the use of different chitins ob-
tained by demineralization with HCI and H,PO, did
not affect the identity of the Product, as the bands
of the most important functional groups are kept,
demonstrating so that the chitins transformed into a
new raw material like the chitosan. The plants treated
with chitosan showed higher heights, with height in-
creases of up to 16.57% compared to the control. In
addition, it produced an increase of the root of 52%
for the 12 days of sowing compared with the control.
It was observed in the rice plants a green color more
intense than in witness lot, these results are due to
the stimulating capacity of the chitosan, as it acts im-
proving the rooting and the production of foliar area
of the plant. We found a difference of 1025 kg/ha, and
an increase in the harvest of 16.21% with respect to
treatment without chitosan. It is concluded that the
cultivation of rice, SD20A variety, had a better vege-
tative development with the treatment with chitosan.

Key-words: shellfish disposal, chitin, yield

Resumo
Atualmente, existem alternativas tecnolégicas para
0 uso de residuos de crustaceos e sua conversao

Introduccion

La extraccion de quitina en el proceso para la ob-
tencion de su derivado el quitosano, juega un papel
muy importante porque de ella se derivan muchas
variables en el resultado del producto final, desde
la masa molar del polimero, hasta la cantidad de
material insoluble que pueda presentar el quitosa-
no, asi como también la disminucién o aumento del
efecto bactericida, fungicida, grado de pureza, for-
macion de peliculas entre otras (Colina et al., 2014).
Ademas como regulador del crecimiento el quitosa-
no acelera la germinacion de las semillas, el vigor
de las plantas y el rendimiento agricola. El arroz,
Oryza sativa L., después del trigo, es el cereal mas

em produtos Uteis, como a quitina e sua derivada
de quitosana. Nesta pesquisa, o gel de quitosana foi
utilizado para aplica-lo a variedade de arroz SD20
para melhorar sua cultura. A anadlise de IR da quito-
sana utilizada mostrou similaridade com os espec-
tros para cada uma das amostras, confirmando com
estes resultados que o uso de diferentes quitinas
obtidas pela desmineralizagdo com HCI e H,PO,
nao afetou a identidade do produto, pois as bandas
de os grupos funcionais mais importantes, provan-
do que as quitinas foram transformadas em uma
nova matéria-prima, como a quitosana. As plantas
tratadas com quitosana apresentaram alturas mais
altas, com aumentos de até 16,57% em relagédo ao
controle. Além disso, produziu um aumento de raiz
de 52% nos 12 dias de semeadura em relacéo ao
controle. Uma cor verde mais intensa foi observa-
da nas plantas de arroz do que no lote de controle,
esses resultados sao devidos a capacidade de es-
timulacdo do quitosano, pois atua para melhorar o
enraizamento e a producgéo da area foliar da planta.
Foi encontrada uma diferenca de 1025 kg / ha e um
aumento na colheita de 16,21% em relacéo ao tra-
tamento sem quitosana. Conclui-se que o cultivo de
arroz, variedade SD20A, teve um melhor desenvol-
vimento vegetativo com tratamento com quitosana.

Palavras chave: desperdicio de crustaceos, quiti-
na, rendimento

cultivado en el mundo, siendo base de la alimenta-
cién de mas de la mitad de los habitantes del pla-
neta. En Venezuela el arroz, junto con el maiz, Zea
mays L., corresponden a los principales cereales
cultivados, por esto en la presente investigacion se
evalué el quitosano a nivel industrial para aplicarlo
en el mejoramiento del cultivo de arroz.

El Quitosano es un derivado de la quitina, siendo
un continuo de diferentes copolimeros de unidades
de glucosamina N-acetil-D-glucosamina y se dife-
rencia de la quitina por grupos amina-NH,, como se
observa en la Figura 1.
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Figura 1. Estructura del Quitosano.

En medio acido, el quitosano tiene mas de un cen-
tro reactivo, a través de sus funciones y el alcohol
amino. Debido a su biodegradabilidad y no toxicidad
residual, su naturaleza polielectrolitico y su tenden-
cia a la floculacion, el polimero de quitosano posee
un sin fin de aplicaciones, seguramente muchas
aun por descubrir. (Aranaz et al., 2009; Costa et al.,
2015; Zemmouri et al., 2012).

El quitosano se caracteriza fundamentalmente por
su masa molecular (MM) y el grado de desace-
tilacion (GDA). Esta comercialmente disponible
normalmente de (GDA: Grado de desacetilacion)
GDA>85% de unidades desacetilado (GD <15%), y

masa molecular (MM) entre 100 y 1000 kDa (Kasaali,
2008; Costa et al., 2015). El quitosano es una base
débil y es insoluble en agua, pero soluble en una
disolucioén acida con un pKa (~ 6,3), en la que puede
convertir las unidades de glucosamina (-NH,) en la
forma soluble protonada (-NH,*).La solubilidad del
quitosano depende de su origen bioldgico, el peso
molecular y grado de acetilacién (Nieto et al., 1991).

La Figura 2, muestra algunas generalidades en las
aplicaciones del quitosano, las cuales son cada vez
mas extensas por el uso progresivo de este polime-
roy las numerosas investigaciones que se estan lle-
vando a cabo (Kurita, 2006; Valenzuela et al., 2012).
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Figura 2. Aplicaciones generales del polimero quitosano
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El quitosano tiene accion antimicrobiana en alimen-
tos, se ha descrito su accion in vitro sobre patége-
nos contaminantes de productos carnicos y cecinas
mencionando entre los principales, Escherichia coli,
causante de graves complicaciones como la colitis
hemorragica y el sindrome urémico hemorragico, y
que su mayor fuente de infeccién son los alimentos
de origen animal, principalmente carne de vacuno
molida y leche cruda , Escherichia coli (Li et al.,
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2006; Xing et al., 2009); Staphylococcus aureus (Li
et al., 2006); Listeria monocito genes (Li et al., 2006,
Valbuena et al., 2012).

La carga positiva que se desarrolla en el quitosano
en medio acido (pH< 5,5) (Figura 3), debido a la pro-
tonacién del grupo amino presente en cada una de
las unidades glucosamina, lo hace soluble en medio
acuoso, confiriéndole mayor actividad biocida.
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Figura 3. Estructura quimica del quitosano en funcion del pH del medio.

Los mecanismos de accién por los cuales el qui-
tosano y sus derivados ejercen dicha actividad no
han sido dilucidados completamente; sin embargo,
hay algunos mecanismos propuestos para explicar
acciones especificas como por ejemplo: La inte-
raccion electrostatica entre el quitosano cargado
positivamente (polielectrolito catidnico) y algunas
bacterias con membranas celulares cargadas ne-
gativamente (Gram negativas como la Echerichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
typhimurium, entre otras) altera significativamente
las propiedades de barrera de la membrana exterior
del microorganismos (Valenzuela et al., 2012).

La interaccion electrostatica entre los grupos NH,* del
polication y los grupos fosfolipidos presentes en la
membrana celular de bacterias Gram negativas causa
dafo en esta, provocando la salida de material intra-
celular. (Liu, 2004); se ha determinado que la salida
del material intracelular bacteriano se ve favorecida
por grados de desacetilacion mas altos, tanto en bac-
terias Gram negativas como Gram positivas. (Chung
et al., 2008; Devlieghere et al., 2004; Rabea 2003).

La actividad fungicida del quitosano se ha estudia-
do, tanto “in vitro” como “in vivo. El quitosano inhibe
el desarrollo de numerosas especies de hongos,
siendo menos efectivo con aquellas que lo poseen

en sus paredes celulares. Los hongos que poseen
quitosano como componente de sus paredes celu-
lares deberian ser menos sensibles a la aplicacién
de dosis razonables de éste por dos razones: (a) la
presencia natural de quitosano en las paredes celu-
lares no genera efectos adversos para el microorga-
nismo y (b) las interacciones electrostaticas del qui-
tosano afadido (exdgeno), cargado positivamente,
deberian verse menos favorecidas con paredes ce-
lulares que poseen quitosano enddgeno que cuan-
do éstas poseen material con cargas negativas.

La actividad fungica del quitosano se ha asocia-
do desde hace mucho a su cardcter catidnico. La
interaccion de los grupos aminos libres, cargados
positivamente en medio acido con los residuos ne-
gativos de las macromoléculas expuestas en la pa-
red de los hongos, cambian la permeabilidad de la
membrana plasmatica, con la consecuente altera-
cion de las principales funciones (Benhamou, 1992).
Otro posible mecanismo de accidn fungico, es que
el quitosano se relaciona con la inhibicion de la sin-
tesis de algunas enzimas presentes en los hongos
o la ocurriencia de alteraciones citolégicas, como se
ha reportado en el caso de B. cinerea, donde se ha
observado la aparicion de células vacias carentes
de citoplasma (Barka et al., 2004) y el Mycophorela
Fijensis Morelet (Ayala et al., 2014).




Efecto del uso de quitosano en el mejoramiento del cultivo del arroz (Oryza sativa L. variedad sd20a)

Universidad Nacional
Abierta y a Distancia

Los bioestimulantes son una variedad de productos,
cuyo comun denominador es que contienen principios
activos, que actuan sobre la fisiologia de las plantas
aumentando su desarrollo y mejoran su productividad
en la calidad del fruto, contribuyendo a mejorar la re-
sistencia de las especies vegetales, ante diversas en-
fermedades. En este marco se encuentra la quitosano
cuyas propiedades garantizan una efectividad econo-
mica 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 impor-
tante ya que permite una gran estimulacion, germina-
cién, crecimiento y desarrollo de algunas plantas, a la
vez que activa mecanismo de defensa en las mismas,
los cuales estan estrechamente relacionados con la
induccion de resistencia sistematica al ataque de mi-
croorganismos. (Jiménez et al, 2009). El quitosano
cuando se aplica al inicio de la floracién a los cultivos
es capaz de estimular su crecimiento tanto en tallos,
hojas y el tamafo de los frutos y aumentar los rendi-
mientos de los cultivos al compararlos con las plantas
que no se le aplicé esta sustancia (Molina, 2015).

Esta demostrado que el quitosano produce un au-
mento del desarrollo del sistema radicular (raices
y raicillas) y fortalecimiento del vigor y grado de
lignificacion de las plantas mediante el mecanis-
mo SAR (Resistencia Sistémica Adquirida). En
general la eficiencia de efecto bioestimulante del
quitosano se debe a su composicién y caracteris-
tica de este polimero, una vez que la planta tiene
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contacto con este compuesto siente que esta en
presencia de algun hongo patégeno, e inmedia-
tamente empieza a desarrollar todos sus meca-
nismos de defensas, esto colateralmente produce
un aumento significativo en la raiz, permitiéndole
absorber mas nutrientes, produciendo un fortale-
cimiento y mayor vigor en ellas.

Los factores ecoldgicos determinantes del desarrollo
y buen rendimiento del cultivo de arroz, son principal-
mente la temperatura, el agua, el suelo, luminosidad,
la humedad relativa y los vientos. A lo largo del ciclo
de cultivo, la temperatura influye en los procesos de
germinacion, macollamiento, formacién de espigas,
floracion y maduracion del grano. Los valores 6ptimos
de este factor, en atencion al buen desarrollo de los
procesos sefialados, oscilan entre los 27 °C y 34 °C.
En lo que al agua se refiere, particularmente con rela-
cion a la siembra, mas importante que la cantidad de
lluvia precipitada, lo es su distribucion durante el ciclo
de cultivo, ya que existen épocas criticas como lo son
la germinacion, el crecimiento inicial y la floracion en
las cuales la suplencia de agua es determinante para
la obtencion de una buena cosecha.

En la Figura 4 se observa un decrecimientento en
el rendimiento de las cosechas de arroz obtenidas
en los ultimos anos, obteniendo para el afno 2013 un
rendimiento de 4233 kg por ha de cultivo, esto con-
lleva a una menor oferta de este rubro de nuestro
pais, que viene aunada a una demanda creciente
de acuerdo al aumento poblacional.

5112
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Aiio de siembra

Figura 4. Rendimiento (kg/ha) de arroz sembrado en Venezuela en los ultimos anos.

Fuente: Fedeagro
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Como se puede observar en la Figura 5, para el
afo 2013, ultima data publica registrada, el arroz
sembrado fue de 237.440 ha, por lo que es impor-
tante obtener un aumento significativo en el rendi-
miento de cosecha/hectarea, que garantizara un

263738

incremento gradual de este cereal para los proxi-
mos anos, a su vez disminuiria los costos del culti-
vo y se incrementaria la calidad, convirtiéndolo en
un cultivo muy viable econémicamente, con buena
tasa de rentabilidad (Fedeagro, 2015).

Aiio de siembra

Figura 5. Siembra de arroz (ha) en Venezuela en los ultimos anos.

Fuente: Fedeagro, 2015

El promedio de rendimiento por hectarea de arroz a
nivel mundial es de 3863 kg, esto indica que se esta
por encima de la media a nivel mundial, pero si se
compara Venezuela que tiene suelos prometedores
con paises como China, donde el rendimiento por
hectarea es de 6241 kg, evidencia una deficiencia en
la técnica de siembra para con estos cultivos, Vene-
zuela para el afio 2011 lleg6 a producir 5112 kg/ha.

La variedad de arroz SD20A, creada y desarrolla-
da en Venezuela por Fundacién Danac, introduci-
da del Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT, Colombia), con la colaboracion del Centro de
Cooperacion Internacional en Investigacion Agrico-
la para el Desarrollo (CIRAD-Francia). Este cultivo
recibié en el afio 2008 la elegibilidad para la multi-
plicacién y comercializacion de semillas; desde en-
tonces, se ha incrementado la oferta de semillas de
este cultivar en respuesta a las necesidades de la
cadena agroproductiva del arroz en el pais. Danac
demostré experimentalmente que la variedad de

arroz SD20A posee un alto potencial de rendimiento
en campos de agricultores, buena calidad del grano
y comprobada resistencia a plagas y enfermedades.
Ademas, la variedad posee una alta tolerancia al re-
traso de cosecha, lo que significa que su calidad
molinera, en cuanto a rendimiento de grano entero,
se vera poco afectada si el agricultor realiza cose-
chas tardias en el campo, siendo una caracteristica
altamente deseada en las variedades de arroz. La
variedad ha presentado rendimientos en campos de
agricultores entre 6.000 y 11.000 kg/ha, tanto en el
ciclo de lluvias como en verano (Danac, 2011).

Materiales y métodos

Procedimiento experimental

Todos los reactivos empleados se utilizaron sin
ningun método de purificacion previa. La desmi-
neralizacion de la quitina se realizé con HCI (Rie-
del-de Haén), H,PO, Merck. Para la obtencion del
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quitosano se utilizé sulfito de sodio (Merck, G.A.)
como agente antioxidante, las reacciones de hi-
drdlisis alcalina se llevaran a cabo con NaOH
(98%, Riedel-de Haén), y las reacciones de de-
coloracién se llevaron a cabo con etanol (99%,
Fluka, Riedel-de Haén), se solubilizo con acido
acético (99,9%, Merck.), se utilizaron patrones de
quitosano de la casa comercial Sigma-Aldrich®.
A escala industrial se utilizaron reactivos grado
técnico suministrados por la empresa AroQuimica
C.A. Se utiliz6 una balanza digital (Premier) con
sensibilidad = 5 g, para el resto del proceso se
utilizé una balanza analitica (Kern 440-33N) con
sensibilidad + 0,01 g. En las reacciones de obten-
cién de Quitosano ( desproteinizacion, y desaceti-
lacidon) se uso un reactor con capacidad de 20 Kg
elaborado en acero inoxidable con camisa de ca-
lentamiento, valvula de seguridad y enfriamiento
con agua. Se empled un agitador de fabricacion
propia. El reactor piloto fue disenado y fabricado
por la empresa Innovacion Ambiental Quitosano
CA, Maracaibo, Venezuela. Para la caracteriza-
cion fisicoquimica se utilizé: Espectrometro FTIR
marca Shimadzu modelo FTIR 8300, viscosimetro
capilar tipo Ubbelhode ASTM D445, estufa (Oven
S0-030), mufla (Thermolyne fb131511).

Caracterizacion del quitosano obtenido

Para la utilizacion del Espectrofotémetro de Espec-
troscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier
(FTIR) de la muestra de quitosano se prepararan pe-
liculas del mismo, disolviendo 250 mg de quitosano
en 50 mL de &cido acético al 6% (v/v) formandose
un gel transparente y viscoso, este gel se coloca en
moldes plasticos con un area de 13 cm de diametro
y luego se secaron a temperatura ambiente en au-
sencia de luz hasta la obtencién de la pelicula. Los
espectros obtenidos se compararon con un patron
comercial de la casa Sigma-Aldrich, comprobando
la obtencion del polimero.

Para la determinacion de la masa molecular vis-
cosimétrica (Mv) se uso la aproximacién de Mark-
Houwink-Sakurada (MHS) aplicando las ecuacio-
nes de relacidn entre viscosidades de solvente y
soluciones de 1 mg/ml de quitosano. Para deter-
minar la viscosidad intrinseca (h,_), del quitosano
obtenido, se prepara por disolucién una mezcla
compuesta de acido acético 0,1 M y cloruro de
sodio 0,2 M. Se usara un viscosimetro capilar. Se
mediran los tiempos de caida entre las marcas
de referencia del viscosimetro de las soluciones
preparadas con el fin de determinar la viscosidad
intrinseca (h, ).Con los valores de viscosidad in-
trinseca se determina la masa molar viscosimé-
trica (Mv), donde las constantes para el sistema
de solvente 0,iM CH,COOH /0,2 M NaCl son
K=1,83x103, a=0,93. (Nieto, et al., 1991, Gonzalez
et al., 2015; Perentena et al., 2015).

Evaluacidn del quitosano en el cultivo de arroz
(variedad SD20A)

Se determind a través de las propiedades y carac-
teristicas del quitosano obtenido, cual presentaba
las mejores condiciones para aplicarlo en cultivos
de arroz. Seguidamente se prepararon geles del
quitosano, diluyendo 25 g del quitosano en 5 ml
de &cido acético, agitandolo hasta formarse el gel,
luego se diluye a 1 L. De esta solucién se toma-
ron 2cc de quitosano /kg de arroz. El ensayo se
realizd por triplicado en tres diferentes fincas en el
Estado Apure, Venezuela. El arroz se tomd de la
variedad SD20A. Se evalué el tamafio, color, vigor
y raices de las plantulas de arroz durante 41 dias
aproximadamente después de la germinacion y se
comparan con las que no se les aplicoé quitosano.
La variedad de arroz SD20A fue obtenida en los
procesos de investigacién de Fundacion Danac, se
produjo mediante convenios con diversas empre-
sas a partir de semilla basica suministrada por este
centro de investigacion.
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Resultados desmineralizadas con dos acidos diferentes: acido
clorhidrico y acido fosférico.

Caracterizacion del Quitosano

En la Figura 6 se pueden observar los espec- En la Figura 7 se observan los resultados de la Masa

tros FTIR de los quitosanos obtenidos por me- Molar para los distintos Quitosano obtenidos con dife-

dio de la desacetilacion parcial de las quitinas rentes acidos y con respecto al Quitosano comercial.
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Figura 6. Espectro FT-IR de Quitosano Comercial (Sigma-Aldrich) y de los obtenidos
de las quitinas desmineralizadas con distintos acidos: acido clorhidrico y fosférico.
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Figura 7. Resultados de la Masa Molar de los quitosanos obtenidos con acido clorhidrico
y acido fosfdrico con respecto al Quitosano comercial Sigma Aldrich.




Efecto del uso de quitosano en el mejoramiento del cultivo del arroz (Oryza sativa L. variedad sd20a)

Universidad Nacional
Abierta y a Distancia

Evaluacién para la aplicacién del quitosano
obtenido, en forma de gel en cultivos del arroz
variedad SD20A.

Una vez determinada las caracteristicas del quito-
sano utilizando en el proceso de extraccion acido
fosférico, se sometié a evaluacion en cultivos de
arroz (Oryza sativa), variedad SD20A.

Impregnacion de semilla con quitosano. El trata-
miento de semilla se realiza para preservarla de hon-
gos y microorganismos del suelo o que se trasmiten
por la propia semilla. El mismo puede ser seco o
humedo, existiendo varias tecnologias que van des-
de un proceso manual hasta el uso de sofisticados
equipos (Olmos, 2007). Se realiz6 la impregnacion
uniforme de las semillas de arroz con una concen-
tracion de 2,5% gel de quitosano a una proporcion
de 2cc/Kg de semilla (Rodriguez et al., 2004), repor-
taron concentraciones similares para la impregna-
cion de semillas de arroz, encontrando mayor efecto
en soluciones viscosas, por lo que debe adherirse
mejor a la semilla 'y su liberacion debe ser mas lenta
que las soluciones menos concentradas a las pro-
puestas, trayendo como consecuencia mas tiempo
en contacto con las semillas. El tratamiento debe
realizarse solo unos dias antes de la siembra, ya
que periodos largos de almacenamiento después
de ser aplicado algun producto sobre la simiente
puede afectar la condicion biolégica de la misma,
La Tabla 1 muestra las diferencias en porcentajes
con y sin aplicacion de quitosano.

Tabla 1. Diferencias en porcentajes de germinacion
con y sin aplicacion de quitosano.

Germinacion en las
semillas de arroz (%)

Sin gel de quitosano 82+2,64
Con gel de quitosano al

2,5% (2 cc/kg de semilla) 873,20

Incrementos del crecimiento de las plantas a
12, 30 y 60 dias, en el cultivo de arroz (Oriza
sativa variedad SD20A).

Para estas mediciones se utilizd un disefno com-
pletamente aleatorizado y con tres repeticiones por
tratamiento, se utilizé un cuadro de 1 m?, lazandose
al azar en tres partes distintas por hectarea, extra-
yendo 6 plantas por medicion para un total de 18
muestras en cada uno de los casos. Los cultivos de
arroz, tienen una duracién alrededor de 120 dias,
pero su crecimiento vegetativo oscila hasta los 60
dias de siembra, razén por la cual en este trabajo
la ultima medicién se realiza el dia 60. (Rodriguez
et al., 2004). En la Tabla 2, se observan las dife-
rencias expresadas en centimetros entre el cultivo
testigo y el cultivo utilizado con gel de quitosano.
A las muestras testigo se les aplico un tratamiento
convencional y a las muestras tratadas con quitosa-
no, adicional al tratamiento convencional se realizd
el proceso de desinfeccion de semilla 'y se asperjo a
los 30 dias de siembra en una proporcion de 2 L/ha
a una concentracion de 2,5%.

Tabla 2. Altura de la plantas a los 12, 30 y 60 dias de siembra para los diferentes tratamientos.

12 dias 30 dias 60 dias
T T2 T2 T T2
Altura de la 15,86 19,01 54,88 60,44 75,92 86,73
planta (cm) +3,25 +2.84 +1,80 +4.20 +5.79 +3,42

La aplicacion de elicitores como el quitosano, es
uno de los métodos mas ecoldgicos y econdmicos
para el control de plagas y enfermedades, ademas
de mantener a las plantaciones protegidas con un
alto sistema de defensas. (Rodriguez et al., 2004).

En la Figura 8, se detalla el incremento del porcen-
taje con respecto a la altura en cada una de las fa-
ses del cultivo, demostrando un aumento en la al-
tura del tratamiento del quitosano con respecto al

testigo de hasta 16,57%.
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Figura 8. Incremento en porcentajes de las mediciones en el cultivo (quitosano vs testigo).

Incrementos del crecimiento de las raices en
porcentajes a 12, 30 y 60 dias, en el cultivo de
arroz (Oriza sativa variedad SD20A).

Se realizé un seguimiento visual al desarrollo de las
plantulas, en cuando a raices, vigor y tamafio, a los
12, 16 y 19 dias, a través de procedimientos ante-
riormente explicados, con la finalidad de determinar
el momento en la etapa de crecimiento en que la
planta pasa a la fase de macollamiento. En la Figura

9, se observa el estado de las plantulas de arroz a
los 12 dias de germinacion, en la fotografia (A) don-
de el cultivo no posee quitosano, se muestra una
baja cantidad de raices, menor vigor en las plantu-
las y menor crecimiento, a diferencia de la fotogra-
fia (B) donde el cultivo se le aplico quitosano. En la
Figura 10, se observa el estado de las plantulas de
arroz a los 16 dias de germinacion, en la fotografia
(A) donde el cultivo no posee quitosano.

Figura 9. Plantulas de arroz, a los 12 dias de germinacion. (A) Desinfeccion
de semilla sin quitosano. (B) Desinfeccion de semilla con quitosano.
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Figura 10. Plantulas de arroz, a los 16 dias de germinacion. (A) Desinfecciéon de semilla
sin quitosano. (B) Desinfeccion de semilla con quitosano.

En este estudio se utilizé la variedad de arroz
SD20A, creada y desarrollada en Venezuela por
Fundacion Danac, introducida del Centro Interna-
cional de Agricultura Tropical (CIAT, Colombia), con
la colaboracidén del Centro de Cooperacion Interna-
cional en Investigacion Agricola para el Desarrollo

(CIRAD-Francia). (Danac, 2017).En la Figura 11, se
observa el estado de las plantulas de arroz a los 19
dias de germinacion, en la fotografia (A) donde el
cultivo no posee Quitosano. En la Figura 12, se ob-
serva el incremento de porcentaje en peso seco de
las raices para 12, 30 y 60 dias de siembra.

Figura 11. Plantulas de arroz, a los 19 dias de germinacion. (A) Desinfeccion de semilla
sin quitosano. (B) Desinfeccion de semilla con quitosano.
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Figura 12. Incremento expresado en porcentaje de peso seco en las raices para 12, 30, 60 dias de siembra.

Se compard el rendimiento de cultivo tratado con qui-
tosano (con un tratamiento de desinfeccién de semilla
de 2cc/kg de gel de quitosano al 2,5%, y una aplicacion

a los 30 dias de 2 L/ha al 2,5 % de quitosano. En la
Tabla 3, se muestra el rendimiento obtenido por ha de
siembra en cada uno de los tratamientos.

Tabla 3. Rendimiento de cosecha por ha sembrada.

Tratamiento con quitosano

kg cosechado/

6320

ha de Siembra

Tratamiento sin quitosano

5295

Discusion

Caracterizacion del Quitosano

Se pueden observar las bandas de los grupos fun-
cionales caracteristicos de la molécula de quito-
sano, evidenciandose la apariciéon de la banda del
grupo amino a 1621 cm™ y se observa una mejor de-
finicidon de las bandas de los grupos OH a 3447cm’’
y N-H a 3258 cm (Figura 6). En lo que respecta a
las bandas encontradas para ambas muestras, re-
sultaron acordes a las caracteristicas del quitosa-
no comercial (SIGMA—ALDRICH) (Yu et al., 2009;
Kumirska et al., 2010; Ledn et al., 2017). El anali-
sis mediante IR mostré la similitud en los espectros
para cada una de las muestras, confirmando con
estos resultados que la utilizacién de diferentes qui-
tinas obtenidas por la desmineralizacion con HCI
y H,PO, no afect6 la identidad del producto, pues

se mantienen las bandas de los grupos funcionales
mas importantes, demostrandose asi que las quiti-
nas se transformaron en una nueva materia prima
como el quitosano. La diferencia de Mv (masa mo-
lar) entre los resultados reflejados (Figura 7), para
el quitosano extraido con HCl y H,PO,,(231+5,03 y
128+6,11KDa respectivamente), es debido a las di-
ferentes propiedades de estos acidos, en el caso
del clorhidrico siendo un &acido fuerte, las concen-
tracion a las que se utiliza es menor, esto conlleva
a una menor degradacion en la cadena polimérica;
en el caso del acido fosforico, siendo este un &ci-
do débil y menos efectivo, amerita concentraciones
mayores, sumado a esto la presencia de oxigeno
en la estructura de este acido degrada de manera
considerable las cadenas poliméricas. Se evidencia
valores inferiores de Mv para los quitosanos comer-
ciales (Colina et al., 2015). Es importante destacar
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el tipo de la fuente de donde provienen, se ha repor-
tado que en el caso de quitosano obtenidos de ca-
marones, la masa molecular es considerablemente
mas baja, a los quitosanos obtenidos de cangrejos,
a nivel mundial un 70% del quitosano comercial pro-
viene de fuentes de camarones.

Evaluacidn para la aplicacién del quitosano
obtenido, en forma de gel en cultivos del arroz
variedad SD20A.

La aplicacién de quitosano ha mostrado efectos po-
sitivos en el crecimiento de las plantas, tanto en la
estimulacion de germinacion de semillas como en
el crecimiento de partes de la planta como raices,
retonos y hojas. (Larez et al., 2008). Enla Tabla
1, se puede observar diferencias entre los porcen-
tajes de germinacion de las semillas impregnadas
con quitosano y las que no fueron impregnas, estos
se relacionan con los encontrados por Larez et al.
(2008), en donde se ha observado que la estimula-
cion de la germinacion de semillas por tratamiento
con quitosano ha logrado elevar el porcentaje de
germinacion en diferentes cultivos. En este caso
se obtuvo un incremento de 5 % en la germinacion,
esto es muy importante teniendo en cuenta la can-
tidad de hectareas sembradas de este cultivo en
Venezuela y el mundo, es por esto que al lograr
aumentar el porcentaje de germinacién se estaria
incrementando directamente los rendimientos del
cultivo por hectérea en este rubro. En otros trabajos
donde se trataron semillas de arroz con quitosano
y uno de sus oligomeros, se observé también que
habia induccion de la actividad del quitosano en el
proceso de germinacion, lo cual afirma los resulta-
dos obtenidos. (Rodriguez et al., 2004).

Los resultados arrojados en la Tabla 2, demuestran
los beneficios del quitosano, este tiene la potenciali-
dad de inhibir numerosos hongos fitopatégenos y de
estimular los mecanismos de defensas de las plan-
tas, lo que garantiza un buen tamafo de las mismas
en los cultivos (Olmos, 2007). Aunque en este tra-
bajo solo se esta evaluando el quitosano en el creci-
miento de la planta, una de las causas de los bajos
rendimientos a nivel mundial de este cultivo, son los
danos causados por las enfermedades y en espe-
cial las de origen fungoso, siendo entre los 25 y 35

dias donde la planta muestra mayor susceptibilidad,
se puede denotar que en este trabajo los resultados
a los 30 dias de las plantas con quitosano poseen
una altura de 60,84 cm superior por 9,19% (Figura
10), al tratamiento convencional. Se ha demostrado
que cuando este tipo de cultivos presentan activo
macollamiento (raices), un gradual incremento de la
altura de las plantas, y la emergencia de las hojas a
intervalos regulares, dan lugar a un buen rendimien-
to de cosecha en el cultivo. (Jiménez et al., 2009).

Incrementos del crecimiento de las raices

en porcentajes a 12, 30 y 60 dias, en el cultivo
de arroz (Oriza sativa variedad SD20A).

En la Figura 11, en la fotografia (A) donde el cultivo
no posee quitosano, se muestra una baja cantidad
de raices, menor vigor en las plantulas y menor cre-
cimiento, a diferencia de la fotografia (B) donde el
cultivo se le aplico quitosano. Esto también se ob-
serva en las Figuras 10, 11 y 12. Ademas en la Fi-
gura 11, también se observa el macollamiento que
comienza cuando la plantula esta establecida (15
- 20 dias) y generalmente termina cuando se inicia
el desarrollo del primordio floral, a diferencia de la
fotografia (A) en la cual la plantula no presenta nin-
gun macollamiento, esto quiere decir que aun no ha
terminado de establecerse para la siguiente etapa
vegetativa que es el macollaje. Nétese el nimero
de hojas fundamental en el desarrollo de estos cul-
tivos, a los 19 dias de germinacién la fotografia (A)
presenta 4 hojas y en la fotografia (B) tratamiento
con quitosano presenta 5 hojas.

El quitosano tiene la propiedad de hacer mas efi-
ciente el desarrollo del arenquima, el cual mejo-
ra la distribuciéon del oxigeno hacia las raices, lo
que conlleva a un mejor desarrollo de la planta. Al
conferir resistencia a la pared celular vegetal, per-
mite a las plantas tratadas resistir en mejor forma
el stress hidrico, tanto el exceso como la falta de
agua vy, por tal motivo, se han observado buenos
resultados en arroz y en plantas creciendo bajo
condiciones de sequia, en plantaciones y cultivos
en suelos rojo-arcillosos, en plantas creciendo en
suelos con poca disponibilidad de agua, etc. En
este mismo sentido, el quitosano protege a las
raices de las plantas tratadas de las pérdidas de
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agua o deshidrataciones normales al momento del
transplante, permitiendo un mejor y rapido creci-
miento radicular de las plantas tratadas en suelos
con bajo nivel de agua. El uso potencial esta en
ciertas zonas de inferior condicion de suelo des-
tinadas al desarrollo agropecuario y en sectores
de poca disponibilidad de agua de riego. (Gonza-
lez et al., 2009). En la Figura 12 se observa que
para 12 dias las plantulas en etapa de crecimiento
vegetativo obtuvieron hasta un 52% por arriba en
peso seco de raiz, estos incrementos de raices en
cada una de las etapas del cultivo, representan un
gran beneficio en cuanto al anclaje y absorcion de
nutrientes de las plantas, permitiendo un mayor
y mejor desarrollo del cultivo como se ha venido
presentando en los diferentes resultados antes
expuestos. En la Figura 12 se puede asumir que
como el quitosano sirve como filtrante de las ra-
diaciones UV, y adicionalmente considerando sus
propiedades antifungicas, se resume que la planta
estara mucho mas protegida del sol. (Larez et al.,
2006; Rivero et al., 2009).

En la Tabla 3 se encontrd una diferencia de 1025
kg/ha, y un incremento en la cosecha de 16,21%
con respecto al tratamiento sin quitosano. De con-
formidad con los resultados obtenidos en la presen-
te investigacion se ha demostrado que el cultivo de
arroz, variedad SD20A, tuvo un desarrollo vegetati-
vo diferente de acuerdo al tratamiento al que fue so-
metido. Estos rendimientos de cosecha superiores
al del tratamiento sin quitosano, eran de esperarse
de acuerdo al seguimiento desde la etapa de ger-
minacién hasta la etapa de crecimiento vegetativo.
Los bioestimulantes como el quitosano contienen
principios activos, que actuan sobre la fisiologia de
las plantas aumentando su desarrollo y mejorando
su productividad en la calidad del fruto, contribuyen-
do a mejorar la resistencia de las especies vegeta-
les y su rendimiento. (Jiménez et al., 2009, Rivero
et al., 2009). Evaluando la factibilidad econémica
con el uso del quitosano, un rendimiento como los
expresados en la Tabla 3, con incrementos de cose-
cha 16,21 %, demuestran una disminucién de cos-
tos por hectarea, una mayor utilidad del cultivo, a su
vez garantiza el pago del producto, sin generar un
costo adicional en el ciclo de este rubro.

Conclusiones

Se observa un incremento en la etapa de germina-
cién de semilla con quitosano. Las plantas tratadas
presentaron alturas mayores a las que no fueron tra-
tadas con este polimero. Ademas, se observé en las
plantas de arroz un color verde mas intenso, estos
resultados se deben a la capacidad estimulante del
quitosano, ya que actia mejorando el enraizamien-
to y la produccién de area foliar de la planta, lo que
aumenta los niveles de clorofila y mejora el indice
de asimilacion neta para permitir un llenado del gra-
no mas eficiente y rapido.

El rendimiento de cosecha encontrado tuvo una re-
lacién directa con el comportamiento del cultivo en
todas sus fases vegetativas, marcando diferencias
significativas en las caracteristicas de las plantas es-
tudiadas, incrementando la produccién 16,21% / ha.
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