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Resumen.

Ecuador es uno de los principales paises exportadores de camardn los cuales en su
mayoria son procesados previo a la exportacion. Los desechos de camardn
generados por la industria camaronera es uno de los principales problemas de
contaminacion de aguas residuales. El objetivo principal de esta investigacion fue
usar los exoesqueletos de camardn desechados para la elaboracion del quitosano, el
cual es un biopolimero natural, biodegradable que dentro de la agricultura es usado
para el control de ciertas enfermedades en cultivos como de vid, tomate, manzana,
etc. En este estudio se desarroll6 un método para la extraccion de quitosano
adecuado a las condiciones del laboratorio, a partir de los exoesqueletos del
camardn crudo. De la misma manera, por medio de un espectro de absorcion de luz
infrarrojo se realizd una comparacion entre los espectros obtenidos del quitosano
comercial marca Aldrich y el quitosano obtenido, con el fin de evaluar la presencia
de los grupos funcionales caracteristicos de la molécula de quitosano. Por otro lado,
se procedid a realizar un ensayo in vitro para evaluar la inhibicion en el crecimiento
micelial de los fitopatogenos Botrytis y Fusarium, observandose que el quitosano
obtenido en el laboratorio, si interviene en el crecimiento micelial de los hongos

previamente mencionados



Abstract.

Ecuador is one of the principal country’s that exports shrimps; most of them are processed
previous to export. The shrimps waste generated by the shrimp industry is one of the main
problems of sewage contamination. The main objective of this investigation was use the
shrimp exoskeleton discarded for the elaboration of chitosan, which is a natural,
biodegradable polymer, in agriculture is used for the control of certain diseases in crops
such as vine, tomatoes, apples, etc. In this study a method for the chitosan extraction suited
to laboratory conditions was developed from the raw shrimp exoskeletons. Similarly by an
infrared absorption spectrum of a comparison of the spectra obtained from Aldrich chitosan
and chitosan obtained to evaluate the presence of the characteristic functional groups of the
molecule was made chitosan. Also we proceeded to perform an in vitro assay to assess
inhibition in micelial growth of Botrytis and Fusarium pathogens, it was observed that the
chitosan obtained in the laboratory, does intervene in the micelial growth of fungi

mentioned above.
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I. ANTECEDENTES:

La quitina al igual que el quitosano son polimeros de origen natural que se clasifica dentro
del tipo de polisacéridos. Estos son compuestos formados por la unién de muchos
monosacaridos, los cuales se unen mediante enlaces glucosidicos, siendo muy caracteristico
de estos compuestos, el presentar un peso molecular muy elevado el cual depende del
namero de residuos o unidades de monosacéridos que participen en su estructura. Los
polisacaridos cumplen funciones tanto de reserva energética como estructurales. La quitina
forma parte del grupo de polisacaridos estructurales, los cuales participan en la
construccion de estructuras organicas. Entre las mas importantes tenemos a la celulosa, que
es el principal componente de la pared celular en las plantas y a la quitina, que cumple el
mismo papel en los hongos, ademas de ser la base del exoesqueleto de los artrépodos y
otros animales emparentados [1].

La quitina es el segundo polisacarido mas abundante de la naturaleza, s6lo superada por la
celulosa. Se caracteriza por presentar una elevada tasa de regeneracion natural; se estima
que alrededor de 1 x 10° toneladas de quitina se sintetizan y degradan cada afio en la
biosfera. La quitina pura es un sélido blanco, parcialmente cristalino, inodoro e insipido. La
quitina tiene una estructura muy similar a la celulosa. La diferencia se encuentra en el
carbono 2 que contiene un grupo acetamida en lugar de un grupo hidroxilo que presenta la
celulosa (Figura 1). Otra caracteristica importante es su elevada masa molecular, junto con

su estructura porosa que le permite absorber mucha agua.



El quitosano es un subproducto obtenido a partir de un proceso de desacetilacion de la
quitina, el contenido de nitrégeno (N) en el quitosano es mayor al 7 %, y presenta una
distribucion regular de los grupos aminos libres, los cuales pueden ser adicionados de un
proton por ciertos &cidos convirtiéndose en policationes. La diferencia entre ambos
compuestos tal como se observa en la Figura 1 radica en la presencia del grupo amina en el

quitosano Y en la quitina la presencia de un grupo amida.

Esto le brinda la habilidad de enlazarse con sustancias cargadas negativamente como
lipidos, proteinas, colorantes, entre otras. De igual manera influye esta caracteristica sobre
su comportamiento floculante, adherente y adsorbente, adicionales a las reacciones tipicas

de los aminos.

Quitina

100% grupos
scetdlo

> 30 % grupos

acesdo >

Quitosano

Fuente: (Gonzélez, 2011)

Figura 1. Estructura de la quitina y quitosano



Otra propiedad importante del quitosano es su estructura rigida, caracterizada por
numerosos enlaces de puentes de hidrogeno, lo cual le confiere una buena estabilidad
térmica. De acuerdo a Sugimoto (1999), el quitosano se descompone aproximadamente a
170° C y se degrada antes de fundir, lo cual es caracteristico de polisacéaridos que poseen

muchos enlaces de puentes de hidrégeno [2].

En el quitosano el grado de desacetilacion se encuentra comprendido entre 60-98 % [3]. Sin
embargo, también se ha reportado que para lograr una mayor actividad bioldgica, el

contenido de los acetilos debe encontrarse alrededor de un 40 % [4].

Las principales fuentes de quitina son multiples ya que forma parte de la estructura de
soporte de numerosos organismos vivos, tales como artropodos (crustaceos e insectos),
moluscos y hongos. Cabe mencionar que los organismos en los que se encuentran en
mayores cantidades, son en los exoesqueletos de crustaceos tales como camarones,

cangrejos y langostas [5].

En maltiples estudios realizados se ha encontrado que el quitosano obtenido a partir de los
hongos muestra multiples ventajas desde la facilidad de obtencion de materia prima hasta la
estandarizacion de métodos. La quitina se encuentra principalmente distribuida en hongos
Basidiomicetos, Ascomicetos, Zigomicetos y Ficomiceticos. La pared celular fingica ocupa
aproximadamente el 40% del volumen de la célula y es una capa gruesa, la cual rodea al
protoplasto. Son pocos los polisacaridos presentes en la pared celular de los hongos, el
glucano se encuentra en un 29% y la quitina entre un 25-30%. La funcién de la quitina en
los hongos es dar una delineada y gruesa conformacion a las células, asi como dar una

fuerza mecanica a la pared celular. Las cepas que han mostrado ser altamente eficientes



como fuente de quitosano son las especies Mucor rouxii, Aspergillus niger, y Rhizopus

orizae [6].

Para realizar la extraccion del quitosano a los exoesqueletos del camardn se debe someter a
diferentes fases. La primera de acondicionamiento que consiste en la preparacion y
desinfeccion de la materia prima. Para esto se utiliza hipoclorito de sodio (debido a su
mecanismo de accion sobre microrganismos y su accién como solvente de materia organica
especialmente de acidos grasos, a los que transforma en sales de acidos grasos y en glicerol.
De esta manera se reduce la tension superficial de la solucion. Ademas, neutraliza los
aminoécidos formando agua y sales. De la misma manera mediante la reduccion de iones
de hidroxilo (OH) y la formacion de agua, se reduce el pH estimulando de esta manera la
presencia del acido hipocloroso como solvente de materia organica [7]. Debido a que el
principal componente inorgénico de los caparazones de los crustaceos es el carbonato de
calcio, y en menor proporcion esta presente el fosfato de calcio, se hace necesario una fase
de desmineralizacién mediante la cual son eliminados estos compuestos, empleando
soluciones diluidas de acido clorhidrico (0,3 a 2 M) a temperatura ambiente, aunque
también se han utilizado otros acidos (HNOs;, HCOOH, H,SO, y CH3;COOH). La
concentracion del acido y el tiempo de tratamiento dependen de la fuente, pero deben
evitarse los tratamientos a temperaturas altas, que provocan la degradacion del polimero [8].
Por ultimo, para la obtencion de la quitina, se somete a una fase de desproteinizacion, la
cual puede ser quimica o enzimatica. En el proceso quimico los exoesqueletos de los
crustaceos son tratados normalmente, con soluciones de hidroxido de sodio en
concentraciones de 1 a 10%, a temperaturas entre los 65y 100 ° C por periodos de 1 a 24

horas con el fin de remover la proteina. En ocasiones se prefiere realizar dos tratamientos



consecutivos por tiempos cortos. Se debe tener en cuenta que tratamientos en los cuales se
necesita largos tiempo o temperaturas muy altas, pueden provocar ruptura de las cadenas y

la desacetilacion parcial del polimero [8].

Actualmente se ha encontrado multiples aplicaciones del quitosano en diferentes areas,
como lo son en Quimica analitica las aplicaciones en cromatografia, intercambiadores de
iones, absorcion de iones de metales pesados y absorcion de &cidos, fabricacion de
electrodos especificos para metales, etc [5]. En Biomedicina se usa para las membranas de
hemodialisis, suturas biodegradables, sustituyentes artificiales de la piel, agente cicatrizante
en quemaduras, sistemas liberadores de farmacos, liberacion de insulina, transporte de
agentes anticancerigenos, tratamiento de tumores (leucemia), control del virus del SIDA,
etc. En la Agricultura y ganaderia se usa para el recubrimiento de semillas para su
conservacion durante el almacenamiento, sistemas liberadores de fertilizantes, aditivo para
alimento de animales, formulacion de pesticidas, etc. Para la industria del papel, textil,
alimentaria es usada como soporte para inmovilizacion de enzimas en la produccién de
maltosa, espesante en alimentos, agente de oxidacidn controlada, agente persevante, etc. En
Tratamiento de aguas se usa como agente floculante, agente coagulante, tratamientos de
flotacion para la remocidn de aceite de pescado en agua, agentes filtrantes para piscinas y

spas, remocion de metales, remocion de surfactantes, etc [9].

También ha sido reportado el uso del quitosano en la agricultura para el control fitosanitario.
Uno de los patdgenos que tienen mayor sensibilidad a la aplicaciones de quitosano es el
hongo necrotrofico Botrytis. Este organismo presenta dos fases, una sexual y otra asexual,
siendo la segunda directamente responsable del desarrollo de la enfermedad ya que se

encuentra facilmente en el ambiente. El estado asexual se caracteriza por la proliferacion



de hifas sobre el sustrato que coloniza hasta formarse el micelio, del cual se constituyen las
tres estructuras basicas que son los macroconidiéforos, microconidioforos y esclerocios. A
partir de los macroconididforos o conidiéforos se forman cantidades elevadas de
macroconidios o conidios, que son los que constituyen la principal estructura de
propagacion de la enfermedad, los cuales bajo condiciones adecuadas germinan y dan lugar
a un nuevo micelio. En los microconidioforos se forman los microconidios, que actlan
como gametos masculinos o espermacios en el proceso sexual. Por otro lado, los
esclerocios son estructuras de resistencia que permiten soportar las condiciones
desfavorables, haciendo que cuando estas son nuevamente adecuadas germinen y asi den
lugar a un nuevo micelio. El hongo Botrytis ataca principalmente a los 6rganos fructiferos
siendo estos flores y frutos, aunque también origina pudriciones en los tallos, ahogamiento
de las plantulas, manchas foliares y pudriciones de tubérculos, bulbos y raices. Bajo
condiciones de alta humedad relativa, se produce la germinacion de los conidios
desarrollandose un abundante micelio gris sobre los tejidos afectados. La infeccion y
proceso de penetracion del patégeno depende de varios factores, siendo los mas
importantes la existencia de condiciones ambientales como humedad y temperatura
adecuada, junto con la madurez del tejido vegetal a colonizar. La via de infeccion pude ser
a partir de las heridas o de las flores. En los frutos conforme los tejidos se pudren, la
epidermis se rompe y da lugar a numerosos cuerpos fructiferos, ocasionando de esta manera
que los tejidos acaben arrugandose y deshidratandose, produciendo el hongo esclerocios
aplanados de color negro sobre la superficie o hundidos en el tejido. EI ahogamiento de las
plantulas producidas por Botrytis ocurre sobre todo en climas frios y con alta humedad,
aunque también suele ocurrir cuando las semillas estan contaminadas con esclerocios o bien

cuando estan presentes en el suelo [10]. El patdgeno muestra actividad a bajas temperaturas



y produce pérdidas considerables en cosechas que se han almacenado durante largos
periodos de tiempo en temperaturas entre 0 y 10 °C. Las conidias que han germinado, rara
vez penetran a través de las heridas o después de que se hayan desarrollado durante un
tiempo y han formado micelio sobre pétalos de flores, follaje moribundo de las plantas,
escamas de bulbos muertos, etc. Los esclerocios germinan produciendo filamentos

miceliales que infectan al tejido [11].
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Figura 2. Ciclo de vida de Botrytis cinerea

Otro patdgeno generalista de las plantas es Fusarium oxysporum. Las enfermedades
debidas a Fusarium son enfermedades tipicas del suelo, las cuales inician con la
germinacion de las clamidosporas en dormancia presentes en tejidos muertos del
hospedante, estos son estimulados por los restos vegetales infectados. Las clamidosporas

pueden persistir de forma inactiva durante varios afios y germinar al disponer de nutrientes,



por ejemplo en la proximidad de partes jovenes de raices. La clamidospora germinada da
lugar a indculo al formar hifas, conidios y nuevas clamidosporas. Las hifas del hongo
pueden penetrar a través de las heridas hechas en forma mecénica o por nemétodos,
insectos 0 miriapodos. Sin embargo, el método més comdn de penetracion del patdégeno es
directo a traves de las raices, debido a esto, en la rizosfera hay una competencia intensa con
otros microorganismos y en particular entre varias cepas de Fusarium. Una vez dentro de
la planta, el hongo se mueve hacia el tejido vascular por colonizacion intracelular a los
vasos del xilema, a los que invade cuando estan maduras. La forma de colonizacion del
patdgeno puede darse por transporte pasivo de microconidias o por crecimiento del micelio.
Las principales fuentes de diseminacion del patdgeno ocurre a partir de esquejes de plantas
madres los cuales pueden estar infectados, a través del suelo contaminado, donde el hongo
puede sobrevivir muchos afios a través de las clamidosporas. El agua puede ser un agente
de diseminacién del hongo, debido a la capacidad de sobrevivir en este medio, muchas
veces las esporas pueden germinar en ella y contaminar los reservorios. La temperatura es
uno de los factores ambientales que tiene una mayor influencia en el desarrollo de la
enfermedad, siendo la temperatura 6ptima para el desarrollo del patégeno entre 25y 30 °C,
una temperatura minima de 5 ° C y una maxima de 37 ° C. La esporulacion del hongo
ocurre en temperatura de 20 y 25 ° C, con 12 horas de luz y 12 de oscuridad. EI pH éptimo
es de 7.7 aunque puede desarrollarse entre 2.2 y 9.0. Una de sus caracteristicas importantes
es ser un hongo aerobio por lo que sus poblaciones se reducen con la saturacion de agua en

el suelo [3].
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Figura 3. Ciclo de vida Fusarium spp. en papa.

Il. JUSTIFICACION:

Dentro de la agricultura las aplicaciones que tiene el quitosano son numerosas como se

puede observar en la tabla 1, siendo usado como fungicida, nematicida e inductor de

resistencia.
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Uso Bipolimero Propiedades Referencias Cultivo
aprovechadas
Peliculas para Quitosano Antimicrobiana  Galed ef al., (2004), Srinivasa  Cifricos, mango,
recubrimiento de et al., (2004), Ratanachinakorn toronja, lechosa
frutos, hojas, et al., (2005) Hewajulige er al., (papaya), fresa,
semillas y vegetales (2007), Devlieghere er al., tomate
frescos (2004)
Clarificacion de Quitosano Coagulante- Chatterjee ef al., (2004), Pera, toronja,
jugos de fruta Floculante Boguslawski et al., (1990), limon, manzana
Root y Johnson, (1978),
Hongfei y Hesheng, (2003)
Proteccidn de Quitosano Fungicida Barka er al., (2004); Uwva de vino,
plantulas Lafontaine y Benhamou, tomate
(1996)
Liberacion Quitina y Formacion de Mc Cormick ef al., (1982), Ariandano
controlada de quitosano hidrogeles, Teixeira et al., (1990), Hirano,
agroquimicos labilidad de (1978), Palma er al., (2005)
derivados
Estimulacion del Quitosano Bicestimulante  Nge ef al., (2006) Orquidea
crecimiento
Inhibidor del Quitosano Biocida Waliszewski er al., (2002) Banana, papa
oscurecimiento de
frutos v tubérculos
Biocidas Quitosano Antimicrobiana  Liu ef al., (2007), Tomate, papa,
Hadwiger y McBride, (2006),  Portalizas
Bautista-Bafios et al., (20006)
Correccion de Quitina y Fungicida, Sneh y Henis, (1972), Abd-El- Lupino blanco
sustratos de quitosano nematicida Kareem, (2002), Abd-El- (altramuz),
crecimiento Kareem et al., (2002), Abd-El-  guisante, tomate,
Kareem et al., (2004), Abd-El-  papa, apio
Kareem ef al., (2006)
Inductor de Oligdmeros Inductor de Khan er al., (2003) Soya
mecanismos de de quitina y resistencia
defensa quitosano

Fuente: (VELASQUEZ, 2008)
Tabla 1. Principales usos del quitosano dentro de la agricultura

Segun la FAO las pérdidas dentro de cultivos frutales como horticolas causadas por la

presencia de Botrytis cinerea se estiman alrededor del 20% de la produccién mundial de

estos productos, equivalente a $ 130 billones por temporada [12]. A pesar de que dentro del

mercado mundial existen alrededor de 15- 25 millones de productos diferentes para el

control de la B. cinerea Yy de los esfuerzos que se realizan tanto en etapas anteriores como

posteriores a la cosecha, es insuficiente para el control de la enfermedad [13]. Esto se debe
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principalmente a que B. cinerea ha desarrollado distintos niveles de resistencia a diferentes
productos quimicos, como los pertenecientes a los grupos dicarboximidas,
anilinopyrimidinas e hydroxyanilidas, entre otros, debido a la aplicacion indiscriminada de

estos productos [14].

Entre los principales cultivos afectados por la B. cinerea se encuentran el cultivo de la uva,
arandanos, fresas, manzanas y ornamentales. Por ejemplo, en el cultivo de uva en Chile
produce entre $252 y $143 millones anuales de pérdidas por esta enfermedad por
conceptos de exportacion de uvas y arandanos respectivamente. En la fresa, este patdgeno
afecta alrededor del 95% de los frutos después de 48 horas de realizada la cosecha [15]. En
manzana, la presencia de B. cinerea junto con otras enfermedades que se desarrollan

ocasionan perdidas anuales que superan el 5% por temporada[16].

Fusarium oxysporum es un hongo el cual parasita a mas de 100 especies de plantas
Gimnospermas y Angiospermas, gracias a los diversos mecanismos que tiene el hongo para
vencer las defensas de muchas plantas. Entre los principales cultivos que son afectados se
encuentran: el banano, tomate, papa, trigo, etc. En el cultivo de banano, F. oxysporum
también conocido como marchitamiento del banano o Mal de Panama, es conocida como
una de las enfermedades méas importantes, las pérdidas econémicas pueden llegar a ser de
hasta el 100% en la mayoria de los paises donde se planta estos cultivares. Debido a esto la
variedad Gros Michel’ (AAA), principal banano de exportacion en los afios 60 desaparecio
como consecuencia de esta enfermedad, més de 40000 hectéreas localizadas tanto en centro
como en sur américa fueron remplazadas por la variedad del subgrupo Cavendish. En
paises como Malasia e Indonesia donde estd presente la raza 4 de F. oxysporum f. sp

cubense se ha reportado perdidas a mas de 8 millones de plantas en sistemas tradicionales y
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a 500 ha de plantaciones comerciales de Cavendish, presentando pérdidas anuales que
superan a los 75 millones de dolares [17]. En el cultivo de tomate la presencia de F.
oxysporum f. sp lycopersici y otras enfermedades relacionadas a la presencia de esta
destruyen anualmente cerca del 35% de las cosechas, causando fuertes pérdidas
economicas [18]. La fusariosis de la espiga (FET), causada por Gibberella zeae (Schwein.)
Petch (Fusarium graminearum Schwabe y Fusarium spp.) es ocasional y provoca epifitias
severas en 1 de cada 8 afios aproximadamente. Es asi que en Argentina en la provincia de
Entre Rios, se observo en los afios 1993, 2000, 2001 y 2002, pérdidas en la produccion
superiores al 60% en ataques severos. A estas pérdidas debe sumarse la presencia de mico
toxinas y la modificacién de algunos pardmetros que afectan la calidad comercial e
industrial de los productos derivados de aquellos granos [19]. En el cultivo de papa la
fusariosis es una enfermedad causada por diversas especies del genero Fusarium, conocida
también como marchitez, pudricion seca del tubérculo, pudricién del tallo o del pie. Existen
mas de 50 especies de Fusarium que atacan el cultivo de papa. En los almacenamientos con
ambiente controlado, las pérdidas son minimas, siendo estas (menos del 5%), mientras que
en los almacenes comunes las pérdidas por pudriciones pueden alcanzar hasta un 80 %
[20]. La fusariosis en la naranjilla también conocida como amarilladora, lancha amarilla o
mal seco, es causada por el hongo F. oxysporum f. sp. quitoense, el cual reduce la vida dtil

de la planta en 50%. [21]

Debido a la contaminacién ambiental ocasionada por el uso indiscriminado, a los dafios
causados a la salud y la resistencia a los diferentes productos quimicos para el control de la
Botrytis y Fusarium, hace que sea necesario desarrollar nuevas alternativas de control. Una

alternativa poco explorada es el uso de productos organicos. El quitosano al ser un
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polimero biodegradable, no toxico, bioactivo que ha demostrado efectos fungicidas e
induce a mecanismos de defensa en tejidos vegetales [22]. En este estudio, se mejoro el
método de extraccion de quitosano a partir de exoesqueletos de camarén y se evalud la
actividad fungicida in vitro del producto obtenido frente a los fitopatogenos Fusarium y

Botrytis.
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OBJETIVOS

e Objetivo general

Obtener, identificar y evaluar el quitosano para producir la inhibicion de

crecimiento in vitro de Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum.

e Objetivos especificos

Obtener quitosano a partir de exoesqueletos de camardn en base a protocolos

previamente publicados.

Caracterizar el quitosano obtenido de fuentes naturales versus el comercial mediante

la técnica de espectro de absorcion Infrarroja (IR).

Analizar la inhibicion in vitro de B. cinerea y F. oxysporum frente a diferentes

dosis de quitosano.

HIPOTESIS
Los niveles de quitosano obtenidos mediante el protocolo de extraccion a partir de
los exoesqueletos del camarén presentardn los mismos grupos funcionales

caracteristicos del quitosano comercial al ser medidos por espectroscopia de IR.

El quitosano dentro de los diferentes medios de PDA inhibe el crecimiento de B.

cinerea y F. oxysporum
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V. MATERIALES Y METODOS

Materia prima utilizada

La materia prima utilizada fue el exoesqueleto del camardn procedente de la provincia de
Guayas y Esmeraldas, y cuya recoleccion se realizé en el mercado de San Roque ubicado

en la ciudad de Quito.

Localizacién del experimento

La extraccion del quitosano y el bioensayo se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia
Agricola y Alimentos de la Universidad San Francisco de Quito. Mientras que la
caracterizacion y cuantificacion quimica del quitosano se realizd en el Laboratorio de

Quimica de la Universidad San Francisco de Quito.

VI. METODOS DE LABORATORIO
Extraccién de quitina y quitosano

Se realizaron tres fases para la obtencidn de la quitina, previos a la extraccion del quitosano.

Acondicionamiento.

Se limpiaron los exoesqueletos de cualquier resto de materia organica. Posteriormente se
realizaron tres lavados con agua destilada. Se los lavé con una solucion de hipoclorito de
sodio al 0.5 %. Finalmente se colocd los exoesqueletos se colocaron sobre papel toalla y se
los incubd a una temperatura de 50 ° C por un tiempo de 12 horas. Una vez secados los
exoesqueletos, se procedid a transformarlos en harina por medio de un molino eléctrico, y

se tamizo con el fin de obtener una harina fina.
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Desmineralizacion.

Para llevar a cabo la desmineralizacion de la muestra, se pesaron 100 gramos de harina de
camaron y se los coloco en 4 litros de &cido clorhidrico 2 N; la adicidn se realizé sobre
una plancha con agitacion constante y lentamente para evitar la efervescencia de la muestra.
Se dejé en reposo por 24 horas a temperatura ambiente, para posteriormente decantar y
proceder al lavado de la muestra con abundante agua hasta obtener un pH neutro.
Posteriormente, se retird la mayor cantidad de agua posible de la muestra por medio de
decantacion y se colocd la muestra sobre platos Petri para llevar a la incubadora a una

temperatura de 50 ° C por un tiempo de 12 horas.

Desproteinizacion.

Para llevar a cabo este proceso, la muestra se traté con 500 ml de hidroxido de sodio 2 N
por 24 horas a temperatura ambiente, posteriormente se coloco la muestra en un rota-vapor
por un periodo de 4 horas a una temperatura de 60°C. Por medio de la agitacion constante
se asegurd una correcta deproteinizacion. Finalmente, se lavo la muestra con abundante
agua hasta que estd se vuelva neutra antes de realizar un ultimo lavado con alcohol y

proceder a colocarla en la incubadora a una temperatura de 50°C por un tiempo de 12 horas.

Obtencidn de quitosano a partir de quitina

La obtencion del quitosano fue basada en los protocolos de Zapata et al. (2008) [23] y
Escobar et al. (2013) [24]. Para esto, se pesarén 20 gramos de quitina y se la tratd con una
solucion de hidroxido de sodio al 60 % en una relacion 1:10 solido-liquido, a una
temperatura de 100°C por una hora con agitacion constante. Finalmente, la muestra
obtenida fue filtrada y lavada con abundante agua, para luego ser colocada en una

incubadora a una temperatura de 50°C por un tiempo de 12 horas.
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Caracterizacion del quitosano mediante espectroscopia de IR

La medicion de los niveles de quitosano presentes en la muestra se realizé por medio del
espectro de absorcion de IR. Para preparar la muestra se siguio el protocolo establecido
previamente [25]. Se tomo la muestra y se la coloco en un mortero donde junto con aceite
de inmersion se aplastd hasta formar una masa. Se afiadio la muestra dentro de una placa
de NacCl, teniendo cuidado de que no se formen burbujas, posteriormente, se procedio a
colocar otra placa de cloruro de sodio sobre la que contenia la muestra y a realizar

pequefios movimientos para lograr que la muestra se disperse en los platos.

Finalmente, se situd la muestra en el espectro de absorcién de infrarrojos para realizar la
medicion de longitud de onda. Los valores que se usaron fueron de 700 a 4000 nm. Se
realizaron 50 lecturas del espectro de absorcion con el fin de calcular un promedio con

todos los valores obtenidos y de esta manera obtener una imagen mas nitida.

Analisis in vitro de la inhibicion de los fitopatogenos frente a quitosano.
Para la realizacion de este ensayo se usé un protocolo ya establecido por Mufioz (2010)

[25].

Se realizaron 5 tratamientos con diferentes dosis de quitosano. Se realiz6 4 repeticiones por

cada tratamiento.

Para la solucién madre se pesarén 2 gramos de quitosano los cuales fueron disueltos en 100
ml de HCl al 2 %, La solucion fue calentada a una temperatura de 120 ° C hasta que llega
la ebullicion y se disuelva totalmente el quitosano presente. Las dosis de quitosano usadas
fueron, para el tratamiento 1 (1mg/ml) se dispensaron 5,5 ml de la solucién madre en 104,5

ml de PDA,; para el tratamiento 2 (2 mg/ml) se dispensaron 11 ml de la solucion madre en
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99 ml de PDA; para el tratamiento 3 (5 mg/ml) se dispensaron 27.5 ml de la solucion madre
en 82,5 ml de PDA y para el tratamiento 4 (10 mg/ml) se dispensaron 55 ml de la solucion

madre en 55 ml de PDA.

Se usé 80 cajas Petri, las cuales fueron lavadas en agua y desinfectadas con alcohol, para

luego ser autoclavadas a una temperatura de 120°C por una hora.

Se procedio a pesar 58.5 gramos de agar papa dextrosa (PDA) y se coloco en 1500 ml de
agua para luego calentarlo en una plancha a una temperatura de 120°C, bajo agitacion
constante hasta ebullicién. Estos medios se esterilizaron en autoclave a una temperatura de
120°C por 20 minutos. Una vez que el medio PDA se encontrd a temperatura ambiente, se

agregara las soluciones de quitosano correspondientes a cada tratamiento.

Se coloco en cada caja Petri un volumen final de 25 ml de las soluciones anteriormente
preparadas. Se procedi6 a replicar en cada una de las cajas las dos especies de hongos
fitopatogenos de B. cinerea y F. oxysporum obtenidos del banco del laboratorio de
Biotecnologia Agricola y de Alimentos de la Universidad San Francisco de Quito. De una
caja madre, se tomo una muestra con la ayuda de un bisturi, se cortd y se la a la respectiva
caja. Este procedimiento se repitio para cada tratamiento y para cada hongo. Finalmente, se
los incubd a una temperatura de 24°C por 4 dias, para luego proceder a medir el

crecimiento micelial de los hongos (didmetro en cm).
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VIl. DISENO EXPERIMENTAL

Método Estadistico

Para llevar el analisis de la informacion obtenida se utilizd un disefio de bloques completos
al azar (DBCA). “Cuando las unidades experimentales no son homogéneas, la variacion
entre estas puede enmascarar los verdaderos efectos de los tratamientos. En estos casos
debe utilizarse el modelo conocido como blogques completos al azar, el cual es analizado
con el ADEVA” [26]. Se utilizé este disefio para detectar las diferencias como respuesta a
los tratamientos en estudio, lo que permitié analizar los resultados acerca de la influencia
del quitosano sobre el crecimiento de B. cinerea y F. oxysporum respectivamente. Para
determinar diferencias entre medias de tratamientos se utilizé la Prueba de Tukey al 5%. El
coeficiente de variacion (CV), que mide la precision del experimento realizado, también fue
calculado. Este se expresa como porcentaje, y refleja la variacion existente respecto a la
media. EI CV no debe superar el 20% para experimentos en el campo dada la alta
variabilidad de los diferentes ambientes. Mientras que en experimentos controlados no debe
ser mayor que el 5%. Cuando los valores del CV son mas altos que los rangos indicados,
estos reflejan una alta variabilidad en los datos, lo que reduce la precision del experimento

[26].

Tratamientos y valoracion del crecimiento micelial
La toma de datos del bioensayo se la realizd durante 6 dias para la medicion del

crecimiento micelial de la B. cinerea, y durante 6 dias para la medicién del crecimiento

micelial del F. oxysporum. Se realizaron 4 repeticiones para cada tratamiento. Las
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disoluciones usadas fueron de: 1mg/ml, 2mg/ml, 5mg/ml, 10mg/ml, disueltas en PDA

(Agar dextrosa papa).

La variable evaluada fue el crecimiento micelial de los hongos utilizados en cada una de las

cajas con diferentes concentraciones de quitosano, estos datos fueron cuantificados en cm.

VIIl. RESULTADOS

Caracterizacion e identificacion del quitosano obtenido

Una vez obtenido el quitosano mediante el protocolo previamente descrito en materiales y
métodos, se midié el espectro de absorcion del compuesto obtenido mediante
Espectroscopia IR como se puede observar en el Figura 4. Aqui se aprecia las bandas de
los grupos funcionales caracteristicos de la molécula de quitosano, como son los grupos
aminos e hidroxilos los cuales difieren entre la molécula de quitina y quitosano (Tabla 2).
Por tanto se puede concluir que la molécula aislada por el método previamente descrito, es
efectivamente quitosano. Al realizar la comparacién de los espectros de absorcién
obtenidos (Figura 5) se observa como el quitosano obtenido en el laboratorio presenta un
mayor nivel de grupos funcionales, debido a esto podemos concluir que al omitir el proceso

de decoloracion estamos contribuyendo a que exista un mayor nivel de grupos funcionales.

"H:’H""'i M ."'|\"|"'|.'|'\"'|| “||.m|

T T

Figura 4. Comparacion de los espectros de absorcion obtenidos mediante espectroscopia de infrarrojos. Espectro
verde es de la muestra comercial. Espectro rojo es de la muestra obtenida en el laboratorio.



A) Quitosano Aldrich

B) Quitosano Obtenido

Figura 5. Espectro de absorcion de quitosano comercial aldrich (A) y quitosano obtenido (B).
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Grupo Funcional | Longitud de Longitud de onda. Longitud de onda.
onda. referencia | Quitosano Comercial Quitosano Obtenido
(cm™) Aldrich (cm™) (cm™)

Grupo -OH 3450 3451,69 3459

Grupo N-H 3292 3293,05 3293

Grupo C-H 2919y 2862 2913y 2861,41 2913 y 2861,41

Amida | 1655 1655 1655

Doblaje del 1580 1311,94 1588

grupo —NH2

Amida Il 1313 1312 1312

Tension 1154 1157 1153

asimétrica

del C-O-C

Vibraciones 1082 y 1032 1086 y 1031 1087 y 1031

de su

estructura

piranésica

Tension C -H 896 895 899

de grupos

anomericos

(Fuente: Rodriguez, et al. 2010)
Tabla 2. Grupos funcionales caracteristicos del quitosano en las muestras control y obtenidas mediante extraccion
a partir de exoesqueleto de camaraén.

Efecto del quitosano sobre crecimiento in vitro del fitopatogeno F. oxysporum

Para evaluar el efecto de la inhibicion de quitosano sobre el crecimiento de Fusarium

después de 4 dias de pasar en la incubadora, se realizd un ensayo in vitro donde tanto el

quitosano comercial marca Aldrich como el quitosano obtenido del laboratorio fueron

distribuidos en medios de cultivo PDA a diferentes concentraciones, y asi se midid el
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crecimiento radial de este patdgeno durante 6 dias. Se obtuvo un valor F calculado para

tratamientos de 64.29 superiores al valor F tabular de 3.48

Segun los resultados del ADEVA obtenidos con el quitosano comercial marca Aldrich, en
relacion al crecimiento micelial del hongo frente a distintos tratamientos, se encontré que si
existen diferencias en la inhibicion del crecimiento (Figura 7). Mediante la prueba de
separacion de medias de Tukey, se determind que los tratamientos T2 (2 mg/ml), T3 (5
mg/ml) y T4 (10 mg/ml) fueron estadisticamente iguales y mostraron los mas altos niveles
de inhibicion en el crecimiento de F. oxysporum. Sin embargo T1 (1 mg/ml), y Control (0
mg/ml) no mostraran diferencia estadistica significativa entre ellos y exhibieron los valores
mas bajos en la inhibicion de crecimiento. De la misma manera se observa que los
tratamientos T2, T3, T4 inhiben completamente el crecimiento micelial del hongo, a
diferencia de T1 que inhibe parcialmente el crecimiento micelial del mismo. Estos
resultados presentan una diferencia significativa P < 0.05 entre las dosis de quitosano

comercial empleadas mediante Tukey al 0.05% (Grafico 6).



FUSARIUM CONTROL T1 T2 T3 T4
VS
QUITOSANO
ALDRICH

DIA 4

DIAS

DIAG6

DIA7

Figura 6. Crecimiento micelial del F. oxysporum sobre diferentes concentraciones de quitosano comercial aldrich T1 es igual a 1mg/ml, T2 es igual a 2 mg/ml, T3 es
igual a5 mg/mly T4 es igual a 10 mg/ml.



FV GL SC CM FC FT
TOTAL 19| 162,84 |- -
BLOQUES 5 3,81 0,76 1,58
TRATAMIENTOS 5| 15469 30,93| 64,29 3,48
ERROR EXP 9 4,33 0,48

CV=0,99% Sy=2,55 Sd= 2,60
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Tabla 3. ADEVA correspondiente a la variable crecimiento micelial F. oxysporum en medios con quitosano de la
marca comercial Aldrich.

CRECIMIENTO MICELIAL HONGO Cm

5.00
5.00
A
400
2,00
B
©
©
© ©
o.0o T T T T T
C 1 T2 T3 T4

Fusanium vs Quitosano Comercial {Aldrich)

Tukey =1,4725

Figura 7. Separacion de medias de Tukey para la variable de crecimiento micelial de F. oxysporum en medios con
quitosano de la marca comercial Aldrich. .
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Por otro lado, en la valoracion de la inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium con el
quitosano obtenido, el ADEVA revel6 una diferencia significativa en la supresion de
crecimiento micelial del hongo de los distintos tratamientos (Figura 9). Los resultados
obtenidos sefiala que no existe una diferencia significativa entre las medias de las dosis de
quitosano obtenido empleadas, mediante Tukey al 5% (Figura 8). Mediante la prueba de
separacion de medias de Tukey, se determind que los tratamientos T3 (5 mg/ml), T4 (10
mg/ml), T2 (2 mg/ml), T1 (1 mg/ml) fueron estadisticamente iguales y mostraron los
niveles méas altos de inhibicion del patégeno. De la misma manera se observa que los
tratamientos T4, T3, T2, T1 inhiben completamente el crecimiento micelial del hongo en

relacion al control.
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FUSARIUM VS
QUITOSANO
OBTENIDO
LABORATORIO

CONTROL

T1

DIA 4

DIAS

DIAG6

DIA 7

T2

T3

T4

Figura 8. Crecimiento micelial del F. oxysporum sobre diferentes concentraciones de quitosano obtenido en el laboratorio, T1 es igual a 1mg/ml, T2 es igual a 2 mg/ml,
T3 esigual a5 mg/mly T4 es igual a 10 mg/ml.




FV GL SC CM FC FT
TOTAL 19| 139,89 - -
BLOQUES 5 1,71 0,34 0,45
TRATAMIENTOS 5| 131,33| 26,26 34,53 3,48
ERROR EX 9 6,85 0,76

CV=1,29% Sy=2,37 Sd=2,41
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Tabla 4. ADEVA correspondiente a la variable crecimiento micelial F. oxysporum en medios con quitosano

obtenido en el laboratorio.

7.00-

6.00—

5.00

4.00 -

3004

2,00+

CRECIMIENTO MICELIAL DEL HONGO Cm

1.00+

0.00

B

R

R

Figura 9. Separacién de medias de Tukey para la variable de crecimiento micelial F. oxysporum en medios con

quitosano obtenido.

I
T1

Fusarium vs Quitosano obtenido

|
T2

Tukey = 1,66

1
T3

T4
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Efecto del quitosano sobre crecimiento in vitro del fitopatdgeno de B. cinerea

Para ver el efecto de la inhibicién de quitosano sobre el crecimiento de B. cinerea, se
realiz6 un ensayo in vitro donde tanto el quitosano comercial como el quitosano obtenido
del laboratorio, fueron comparados para evaluar el crecimiento radial de este patdgeno
durante un tiempo de 4 dias. Segun los resultados obtenidos en el ADEVA (Tabla 5) se
encontraron diferencias significativas (P < 0.05) en el crecimiento micelial del hongo de
los distintos tratamientos (Figura 10). De igual forma, mediante la prueba de separacion de
medias de Tukey, se determiné que los tratamientos T3 (5 mg/ml), T4 (10 mg/ml) fueron
estadisticamente iguales. Sin embargo los tratamientos T1 (1 mg/ml), T2 (2 mg/ml),
Control (0 mg/ml) si presentaron diferencias significativas. De la misma manera, se
observa que los tratamientos T3, T4 inhiben completamente el crecimiento micelial del

hongo, a diferencia de T1y T2 que inhiben parcialmente el crecimiento micelial del mismo.
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T4

BOTRYTISVS | CONTROL T1 T2 T3

QUITOSANO
ALDRICH

DIA 4

DIAS

DIA 6

DIA 7

Figura 10. Crecimiento micelial B. cinerea sobre diferentes concentraciones de quitosano comercial aldrich, T1 es igual a 1mg/ml, T2 es igual a 2 mg/ml, T3es igual a5

mg/mly T4 es igual a 10 mg/ml.



FV GL SC CM FC FT
TOTAL 19| 320,08 | - -
BLOQUES 5 5,95 1,19 2,03
TRATAMIENTOS 5| 308,85 61,77 105,38 3,48
ERROR EXP 9 5,28 0,58

CV=0,86% Sy= 3,58 Sd= 3,65

Tabla 5. ADEVA correspondiente a la variable crecimiento micelial B. cinerea en medios con quitosano de la
marca comercial Aldrich.

10.00 —

3.00 —

£.00 - A B

4.00 —

CRECIMIENTO MICELIAL DEL HONGO Cm

200+

D D

0.00 T T T T T
[ T1 T2 T3 T4

Botrytis vs Quitosano Aldrich

Figura 11. Separacion de medias de Tukey para la variable Crecimiento Micelial B. cinerea en medios con
quitosano de la marca comercial aldrich

Tukey = 1,615
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Por otro lado, una vez realizado el ADEVA (Tabla 6), en la valoracion de la inhibicion del
crecimiento micelial de Botrytis con el quitosano obtenido se obtuvo una diferencia
significativa en los distintos tratamientos (Figura 13). Mediante la prueba de separacion de
medias de Tukey al 5%, se determind que los tratamientos T3 (5 mg/ml), T4 (10 mg/ml)
fueron estadisticamente iguales, mientras que T2 (2 mg/ml), T1 (1 mg/ml) y Control (0
mg/ml) si presentaron una diferencia estadistica entre ellos. De la misma manera se
observa que los tratamientos T4, T3 inhiben completamente el crecimiento micelial del
hongo en relacion al Control a diferencia de T1 y T2 que inhiben parcialmente el

crecimiento micelial del mismo.
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BOTRYTIS VS
QUITOSANO
OBTENIDO
LABORATORIO

DIA 4

DIAS

DIAG6

DIA7

CONTROL

Figura 12. Crecimiento micelial Botrytis sobre diferentes concentraciones. de quitosano T1 es igual a Img/ml, T2 es igual a 2 mg/ml, T3 es igual a 5 mg/mly T4 es igual a

10 mg/ml.

T1

T2

T3

T4




FV GL SC CM FC FT
TOTAL 19| 311,17|- -
BLOQUES 5 6,38 1,27 1,48 3,48
TRATAMIENTOS 5| 297,03 59,40 68,96
ERROR EXP 9 7,75 0,86

CV=0,94% Sy= 3,52 Sd= 3,60
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Tabla 6. ADEVA correspondiente a la variable crecimiento micelial B. cinerea en medios con quitosano obtenido
en el laboratorio.

CRECIMIENTO MICELIAL DEL HONGO Cm

Figura 13. Separacion de medias de Tukey para la variable Crecimiento Micelial B. cinerea en medios con

10.00—

3.00—

5.00 —

4.00+

200+

0.00

C

o

|
™

I
T2

|
T3

Botrytis vs. Quitosano Obtenido

Quitosano de la marca aldrich.

Tukey = 1,947
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IX. DISCUSION

Actualmente es de gran importancia desarrollar alternativas amigables al ambiente para el
control de las principales enfermedades en las plantas, las cuales reemplacen a los
agroguimicos que son usados para reprimir, eliminar, prevenir a las plagas de insectos y
animales que son los principales vectores en la transmision de enfermedades [27]. Algunas
de estas alternativas pueden surgir como subproducto de desechos de industrias
alimenticias, como es el caso del quitosano. El quitosano fue descubierto como polimero
biodegradable presente en los exoesqueletos de los crustdceos como el camardn,
presentando en estudios previos una accién fungicida. En este estudio se mejor6 el método
de obtencion del quitosano de acuerdo al protocolo establecido por Zapata et al. (2008)
[22]. Los cambios se realizaron a fin de adaptd a las condiciones del laboratorio donde se
realizd la extraccion. Para llevar a cabo la desproteinizacion de la muestra se usé un
rotavapor para que la muestra se encuentre en bafio Maria con agitacion constante durante 4
horas. El proceso de decoloracién se omiti6 debido a que no se considera que sea
importante e influya en la obtencion final del quitosano, esto pudo ser comprobado al
momento de realizar el espectro de absorcion IR en el cual se observa que el quitosano
obtenido tiene mayor presencia de compuestos basicos comparados con el quitosano
comercial de marca Aldrich. De igual manera, en el proceso de obtencion del quitosano a
partir de la quitina en lugar de usar un equipo de reflujo se usé una estufa a una
temperatura de 100 ° C por 1 hora, siguiendo el protocolo de Escobar et al. (2013) [23].
Segun Barron (2012) [24] en la guia préactica para la medicion del quitosano donde se

sefiala como alternativas posibles para realizar un espectro de absorcion el uso de mulls de
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nujol o a través de la preparacion de pellets, siendo ambas metodologias Utiles para realizar
la espectroscopia de IR. En el estudio realizado se decidié usar la metodologia de IR a
partir de la preparacion de mulls de nujol en lugar de los pellets debido a que tanto la

metodologia se adapta bien a la cantidad de materia prima obtenida.

Segun estudios realizados por Cocoletzi et al. (2009) [28] sugiriendo que a partir de
exoesqueletos de camaron fue obtenido quitosano como producto final, sugiriendo que una
buena fuente de quitosano seria el uso de desechos de restaurantes. Sin embargo en el
presente estudio se evalud la extraccion de quitosano a partir de desechos previamente
sometidos a diferentes tiempos y formas de coccion, al momento de realizar la medicion a
partir del espectro de absorcion por medio de IR se obtuvo que los niveles de quitosano
presentes eran nulos, por lo que se pudo concluir que la extraccion debe realizarse a partir
de desechos crudos que no hayan sido sometidos a ningun tipo de coccion y estén libres de
cualquier tipo de residuo de materia organica.

Segun varios estudios realizados se conocen varias hipotesis sobre el mecanismo de accion
del quitosano sobre los patogenos vegetales, es asi que se le atribuye caracteristicas de
induccion de una respuesta bioguimica de defensa en el hospedero, formacion de barreras

estructurales de defensa, conservacion de frutas y hortalizas durante el almacenamiento.

Por otro lado el quitosano tiene su efecto fungicida y directo sobre el fitopatogeno. Se ha
observado que frente a hongos como B. cinerea actla produciendo dafios citoldgicos en las
hifas invasoras, encontrandose que en hifas tratadas con quitosano presentaban varios
grados de desorganizacion celular los cuales ocasionaban una pérdida en la consistencia de

la célula la cual llegaba hasta la degradacion del citoplasma, a diferencia de las hifas que no
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fueron tratadas las cuales conservaron su apariencia normal [9]. En frutas almacenadas
como las fresas y cerezas tratadas con recubrimientos de quitosano se observo que existia
un incremento en la actividad de las enzimas quitinasas y B 1-3 glucanasas, ademas de
observarse una reduccion en la enfermedad causada por B. cinerea. De la misma manera se
ha podido comprobar que la presencia de quitosano en relacién a F. solani mejora la
expresion de los genes involucrados en la resistencia de la planta es asi que varios autores
han demostrado que el quitosano influye en los cambios morfoldgicos de las esporas como
lo son éarea, longitud y forma, de acuerdo al tratamiento y/o tiempo de incubacién |,
comparados con las esporas no tratadas, relacionando directamente la concentracion de
quitosano con el nivel de inhibicion del crecimiento micelial[29] . Los resultados obtenidos
en el bioensayo in vivo, realizado para observar la inhibicion del crecimiento de B. cinerea
y F. solani demuestran que el quitosano comercial tanto como el obtenido inducen a la
supresion del crecimiento micelial de los hongos en las diferentes concentraciones
empleadas, llegando a inhibir completamente el crecimiento micelial del mismo en ciertas
concentraciones. En el presente estudio , la inhibicion del crecimiento de Botrytis con el
quitosano comercial fue completo en los tratamientos con una concentracion de 5 y 10
mg/ml. Una inhibicién parcial se observé en el tratamiento de la concentracion de 2mg/mi
en relacion al control. Para el quitosano obtenido se observa una inhibicion completa en
concentraciones de 5 y 10 mg/ml y una parcial en el tratamiento de 2 mg/ ml. Sin embargo,
el nivel de inhibicidn del crecimiento micelial en el tratamiento de 2 mg/ ml fue mayor que
el evaluado con el comercial. En otros estudios, realizados para evaluar la eficacia de
productos alternativos en el control de pudriciones de post-cosecha de manzanas, el
producto Biorend SC (ingrediente activo al quitosano) mostré un porcentaje de inhibicion

del 80,05% a una concentracion de 250 ml/L [30]. De igual manera en estudios previos
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sobre la inhibicion del quitosano sobre F. oxysporum, se evalud el uso de quitosano en
diferentes concentraciones para observar si existe 0 no inhibicion en el crecimiento del
mismo, obteniéndose resultados de inhibicion de un 82.3 % en concentraciones de 2.0
mg/ml al quinto dia de incubacion [30], En este estudio, en el quitosano comercial se
observo una inhibicién total del tratamiento de 5 mg/ml, mientras que en el quitosano
obtenido, la inhibicidn fue evidente a partir del tratamiento con la concentracion de 1mg/
ml, siendo este superior al nivel de inhibicion en relacion al comercial.

El quitosano obtenido podrian ser una herramienta importante para el control de
enfermedades del campo y postcosecha, ademéas de considerarse una alternativa valiosa

para reducir la contaminacion de aguas residuales para asi utilizar esa materia prima valiosa.

X. CONCLUSIONES
Los espectros de absorcion del quitosano obtenidos mediante el protocolo de extraccion a
partir de los exoesqueletos del camarén si presentan los grupos funcionales caracteristicos

del quitosano.

En el ensayo invitro realizado se observa que el quitosano dentro de los diferentes medios

de PDA si inhibe el crecimiento de B. cinerea y F. oxysporum
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Xl.  RECOMENDACIONES

e Realizar un estudio para cuantificar la concentracion del quitosano obtenido
a partir de este protocolo.

e Ejecutar estudios de campo con las mismas concentraciones de quitosano
usadas in vitro para verificar la inhibicion de crecimiento sobre los hongos
evaluados.

e Probar el quitosano como inductor de resistencia en plantas de Arabidopsis
thaliana.

e Desarrollar un mejor protocolo que permita una disolucién que resulte en

una menor cantidad de residuos en el quitosano obtenido en el laboratorio.
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95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum
1,00 5 7,3620 1,19709 ,53535 5,8756 8,8484 5,69 8,80
2,00 5 2,7575 ,72616 ,32475 1,8558 3,6592 1,89 3,74
3,00 5 1,5900 27704 ,12390 1,2460 1,9340 1,25 1,90
4,00 5 ,7000 ,00000 ,00000 ,7000 ,7000 70 ,70
5,00 5 ,7000 ,00000 ,00000 ,7000 ,7000 70 ,70
Total 25 2,6219 2,60484 ,52097 1,5467 3,6971 70 8,80
VARO00002
ANOVA
VAR00002
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 154,696 4 38,674 94,925 ,000

Within Groups 8,148 20 ,407

Total 162,844 24

VAR00002
Tukey HSD
Subset for alpha = .05

VAR00001 N 1 2 3

4,00 5 ,7000

5,00 5 ,7000

3,00 5 1,5900 1,5900

2,00 5 2,7575

1,00 5 7,3620

Sig. 218 ,061 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000.

Descriptive Statistics

N

Mean Std. Deviation

VAR00002
Valid N (listwise)

25
25

2,6219 2,60484




Multiple Comparisons

Dependent Variable: VAR00002

Tukey HSD
Mean
Dif f erence 95% Confidence Interv al
(D VAR00001  (J) VARO0OOO1 (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
1,00 2,00 4,60450* ,40369 ,000 3,3965 5,8125
3,00 5,77200* ,40369 ,000 4,5640 6,9800
4,00 6,66200* ,40369 ,000 5,4540 7,8700
5,00 6,66200* ,40369 ,000 5,4540 7,8700
2,00 1,00 -4,60450* ,40369 ,000 -5,8125 -3,3965
3,00 1,16750 ,40369 ,061 -,0405 2,3755
4,00 2,05750* ,40369 ,000 ,8495 3,2655
5,00 2,05750* ,40369 ,000 ,8495 3,2655
3,00 1,00 -5,77200* ,40369 ,000 -6,9800 -4,5640
2,00 -1,16750 ,40369 ,061 -2,3755 ,0405
4,00 ,89000 ,40369 ,218 -,3180 2,0980
5,00 ,89000 ,40369 ,218 -,3180 2,0980
4,00 1,00 -6,66200* ,40369 ,000 -7,8700 -5,4540
2,00 -2,05750* ,40369 ,000 -3,2655 -,8495
3,00 -,89000 ,40369 ,218 -2,0980 ,3180
5,00 ,00000 ,40369 1,000 -1,2080 1,2080
5,00 1,00 -6,66200* ,40369 ,000 -7,8700 -5,4540
2,00 -2,05750* ,40369 ,000 -3,2655 -,8495
3,00 -,89000 ,40369 ,218 -2,0980 ,3180
4,00 ,00000 ,40369 1,000 -1,2080 1,2080
*. The mean diff erence is significant at the .05 lev el.
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6.00 -

4.00—

Mean VAR00002
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Botrytis vs quitosano commercial Aldrich

Descriptives
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VAR00004
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound Minimum Maximum
1,00 5 8,6275 64411 ,28805 7,8277 9,4273 7,51 9,00
2,00 5 8,1650 1,09382 ,48917 6,8068 9,5232 6,43 9,00
3,00 5 2,8050 1,09329 ,48893 1,4475 4,1625 1,51 4,21
4,00 5 ,7000 ,00000 ,00000 ,7000 ,7000 ,70 ,70
5,00 5 ,7000 ,00000 ,00000 ,7000 ,7000 ,70 ,70
Total 25 4,1995 3,65192 ,73038 2,6921 5,7069 ,70 9,00
ANOVA
VAR00004
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 308,850 4 77,213 137,556 ,000
Within Groups 11,226 20 ,561
Total 320,076 24
VARO00004
Tukey HSD
Subset for alpha = .05
VAR00001 N 1 2 3
4,00 5 ,7000
5,00 5 ,7000
3,00 5 2,8050
2,00 5 8,1650
1,00 5 8,6275
Sig. 1,000 1,000 ,863

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000.

Descriptive Statistics

N

Mean

Std. Deviation

VARO00004
Valid N (listwise)

25
25

4,1995

3,65192




Dependent Variable: VAR00004

Multiple Comparisons

Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interv al
() VAR00001 (J) VAR0OO0O1 (1-9) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
1,00 2,00 ,46250 ,47384 ,863 -,9554 1,8804
3,00 5,82250* ,47384 ,000 4,4046 7,2404
4,00 7,92750* ,47384 ,000 6,5096 9,3454
5,00 7,92750* ,47384 ,000 6,5096 9,3454
2,00 1,00 -,46250 ,47384 ,863 -1,8804 ,9554
3,00 5,36000* ,47384 ,000 3,9421 6,7779
4,00 7,46500* ,47384 ,000 6,0471 8,8829
5,00 7,46500* ,47384 ,000 6,0471 8,8829
3,00 1,00 -5,82250* ,47384 ,000 -7,2404 -4,4046
2,00 -5,36000* ,47384 ,000 -6,7779 -3,9421
4,00 2,10500* ,47384 ,002 ,6871 3,5229
5,00 2,10500* ,47384 ,002 ,6871 3,5229
4,00 1,00 -7,92750* ,47384 ,000 -9,3454 -6,5096
2,00 -7,46500* ,47384 ,000 -8,8829 -6,0471
3,00 -2,10500* ,47384 ,002 -3,5229 -,6871
5,00 ,00000 ,47384 1,000 -1,4179 1,4179
5,00 1,00 -7,92750* ,47384 ,000 -9,3454 -6,5096
2,00 -7,46500% ,47384 ,000 -8,8829 -6,0471
3,00 -2,10500* ,47384 ,002 -3,5229 -,6871
4,00 ,00000 ,47384 1,000 -1,4179 1,4179
*. The mean diff erence is significant at the .05 level.

10,00+
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Fusarium vs quitosano obtenido

Descriptives
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VARO00006
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound Minimum Maximum
1,00 5 6,4300 1,46257 ,65408 4,6140 8,2460 4,41 8,15
2,00 5 ,7000 ,00000 ,00000 ,7000 ,7000 70 70
3,00 5 ,7000 ,00000 ,00000 ,7000 ,7000 70 ,70
4,00 5 ,7000 ,00000 ,00000 ,7000 ,7000 70 70
5,00 5 ,7000 ,00000 ,00000 ,7000 ,7000 70 70
Total 25 1,8460 2,41426 ,48285 ,8494 2,8426 70 8,15
ANOVA
VARO00006
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 131,332 4 32,833 76,744 ,000
Within Groups 8,556 20 428
Total 139,888 24
VAR00006
Tukey HSD
Subset for alpha = .05
VAR00001 N 1 2
2,00 5 ,7000
3,00 5 ,7000
4,00 5 ,7000
5,00 5 ,7000
1,00 5 6,4300
Sig. 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000.

Descriptive Statistics

N

Mean

Std. Deviation

VARO0006

Valid N (listwise)

25
25

1,8460

2,41426




Multiple Comparisons

Dependent Variable: VAR00006

Tukey HSD
Mean
Dif f erence 95% Confidence Interv al
() VAR0O0001 (J) VAROO001 (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
1,00 2,00 5,73000* ,41368 ,000 4,4921 6,9679
3,00 5,73000* ,41368 ,000 4,4921 6,9679
4,00 5,73000* ,41368 ,000 4,4921 6,9679
5,00 5,73000* ,41368 ,000 4,4921 6,9679
2,00 1,00 -5,73000* ,41368 ,000 -6,9679 -4,4921
3,00 ,00000 ,41368 1,000 -1,2379 1,2379
4,00 ,00000 ,41368 1,000 -1,2379 1,2379
5,00 ,00000 ,41368 1,000 -1,2379 1,2379
3,00 1,00 -5,73000* ,41368 ,000 -6,9679 -4,4921
2,00 ,00000 ,41368 1,000 -1,2379 1,2379
4,00 ,00000 ,41368 1,000 -1,2379 1,2379
5,00 ,00000 ,41368 1,000 -1,2379 1,2379
4,00 1,00 -5,73000* ,41368 ,000 -6,9679 -4,4921
2,00 ,00000 ,41368 1,000 -1,2379 1,2379
3,00 ,00000 ,41368 1,000 -1,2379 1,2379
5,00 ,00000 ,41368 1,000 -1,2379 1,2379
5,00 1,00 -5,73000* ,41368 ,000 -6,9679 -4,4921
2,00 ,00000 ,41368 1,000 -1,2379 1,2379
3,00 ,00000 ,41368 1,000 -1,2379 1,2379
4,00 ,00000 ,41368 1,000 -1,2379 1,2379
*. The mean diff erence is significant at the .05 level.
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Botrytis vs quitosano obtenido

Descriptives

55

Ccov
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound Minimum Maximum
1,00 5 8,6275 ,64411 ,28805 7,8277 9,4273 7,51 9,00
2,00 5 7,3075 1,66974 74673 5,2342 9,3808 4,81 9,00
3,00 5 1,6600 57564 25743 ,9453 2,3747 ,95 2,41
4,00 5 ,7000 ,00000 ,00000 ,7000 ,7000 70 70
5,00 5 ,7000 ,00000 ,00000 ,7000 ,7000 70 70
Total 25 3,7990 3,60076 ,72015 2,3127 5,2853 70 9,00
ANOVA
cov
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 297,035 4 74,259 105,056 ,000
Within Groups 14,137 20 ,707
Total 311,172 24
cov
Tukey HSD
Subset for alpha = .05
VAR00001 N 1 2
4,00 5 ,7000
5,00 5 ,7000
3,00 5 1,6600
2,00 5 7,3075
1,00 5 8,6275
Sig. ,398 ,135

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 5,000.

Descriptive Statistics

N

Mean

Std. Deviation

cov
Valid N (listwise)

25 3,7990

25

3,60076




Dependent Variable: cov

Multiple Comparisons

Tukey HSD
Mean
Dif f erence 95% Confidence Interv al
() VAR00001 _(J) VAR00001 (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
1,00 2,00 1,32000 ,53173 ,135 -,2711 2,9111
3,00 6,96750* ,53173 ,000 5,3764 8,5586
4,00 7,92750* ,53173 ,000 6,3364 9,5186
5,00 7,92750* ,53173 ,000 6,3364 9,5186
2,00 1,00 -1,32000 ,53173 ,135 -2,9111 ,2711
3,00 5,64750* ,53173 ,000 4,0564 7,2386
4,00 6,60750* ,53173 ,000 5,0164 8,1986
5,00 6,60750* ,53173 ,000 5,0164 8,1986
3,00 1,00 -6,96750* ,53173 ,000 -8,5586 -5,3764
2,00 -5,64750* ,53173 ,000 -7,2386 -4,0564
4,00 ,96000 ,53173 ,398 -,6311 2,5511
5,00 ,96000 ,563173 ,398 -,6311 2,5511
4,00 1,00 -7,92750* ,53173 ,000 -9,5186 -6,3364
2,00 -6,60750* ,53173 ,000 -8,1986 -5,0164
3,00 -,96000 ,53173 ,398 -2,5511 ,6311
5,00 ,00000 ,53173 1,000 -1,5911 1,5911
5,00 1,00 -7,92750* ,53173 ,000 -9,5186 -6,3364
2,00 -6,60750* ,53173 ,000 -8,1986 -5,0164
3,00 -,96000 ,53173 ,398 -2,5511 ,6311
4,00 ,00000 ,53173 1,000 -1,5911 1,5911

*. The mean diff erence is significant at the .05 level.
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