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RESUMEN: El objetivo del trabajo fue evaluar €l efecto de la quitosana sobre el crecimiento vegetativo y
las fases de reproduccin asexual del ciclo de vida de Phytophthora pal mivora Butler. Soluciones con diferentes
concentraciones de quitosana, que oscilaron desde 0,5 hasta 2,5¢.1"t se mezclaron con medio de cultivo V8
antes de verterse en placas Petri, donde luego se inocul 6 un disco de micelio del aislado. Se evaluaron aspectos
morfoculturalesy €l crecimiento radial cuando las colonias del tratamiento control alcanzaron el extremo de la
placa. El didmetro de las colonias del aislado disminuy6 con el aumento de los niveles de quitosanaen el medio
y se dterd el patrén morfocultural de las mismas. exhibieron bordes irregulares y de aspecto arenoso. Sin
embargo, los diametros de las hifas observadas al microscopio Optico no variaron con relacion a tratamiento
control. Las concentraciones bajas del polimero (0,5 g.I"!) estimularon la formacion de esporangios, mientras
gue € incremento de los niveles de quitosanaredujo estos valores. Larelacidn largo-ancho de los esporangios
no se afectd por la concentracion del compuesto. La germinacion indirecta de los esporangios se inhibié con
1,0g.I"* y se observé un movimiento aberrado de las zoosporas, pues se desplazaban con menor velocidad en
presencia de 0,5g.I* del polimero. Ademés, se detuvo el proceso de germinacion de los quistes después de
haber sido incubados durante 3 horas con 0,5g.* de quitosana.
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Inhibitory activity of a chitosan polymer on vegetative growth and asexual reproduction of an
isolate of Phytophthora palmivora Butler

ABSTRACT: The aim was to evaluate the effect of chitosan on the vegetative growth and the asexual
reproductive stages of the life cycle of Phytophthora palmivora Butler. Solutions of different chitosan
concentrations, ranging from 0.5 to 2.5 g.I't, were mixed with V8 culture media prior to add into Petri dishes,
where a mycelial disc of the isolate was then inoculated. Morphocultural aspects and radial growth were
evaluated when colonies from the control treatment reached the edge of the plates. The colony diameter of
the isolate decreased with increases of chitosan levelsin the culture medium, and the colony morphocultural
pattern was altered showing irregular edges and sandy appearance. However, the hypha diameters observed
under an optical microscope did not differ from the control treatment. Low polymer concentrations (0.5 g.I*%)
stimulated sporangium production, while this was reduced by increases of chitosan levels. Sporangium length/
width ratio was not affected by the compound concentration. In addition, the indirect sporangium germination
was inhibited at 1g.1t, and an aberrated zoospores movement was observed, with less speed at 0.5 g.I of the
polymer. Moreover, the cyst germination process was stopped after 3 hours of incubation with 0.5 g.I** of
chitosan.
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INTRODUCCION

Phytophthora palmivora Butler es un microorganis-
mo de amplia gama de hospedantes que provoca nu-
merosos dafos en diversos cultivos, tales como: el
cacao (Theobroma cacao L.), la guayaba (Psidium
guajava L.), el mango (Mangifera indica L.), la papaya
(Carica papaya L.), la palma de aceite (Elaeis spp.) y
el aguacate (Persea americana Mill.), entre otros (1,
2). Las enfermedades mas importantes asociadas a
este patdgeno se caracterizan, generalmente, por
pudriciones de la raiz, ennegrecimiento y presencia de
cancros en los tallos, pudriciones de los frutos y tizon
de la hoja (2).

La pudricién negra de la mazorca de cacao es una
enfermedad causada por el género Phytophthora, que
provoca importantes pérdidas econémicas valoradas
de hasta el 30% de la produccion de cocoa a nivel
mundial (3). En Cuba, especificamente en las provin-
cias Granmay Guantanamo, se realizé recientemente
un estudié donde se identificd que el 65% de la inci-
dencia de dicha enfermedad, con relacién al total de
muestras procesadas para detectar hongos y
oomycetes, esta asociada a P. palmivora como agen-
te causal (4).

El manejo adecuado de las enfermedades causa-
das por Phytophthora spp. requiere de nuevas alterna-
tivas que sean amigables con el ambiente. En este
contexto emergen agentes de control biol6gico y com-
puestos naturales que se evallan cada vez con mayor
frecuencia. La quitosana constituye una de estas op-
ciones, ya que posee importantes propiedades
antimicrobianas, a la vez que induce resistencia
sistémica en las plantas y favorece el desarrollo de las
mismas (5, 6). También es un compuesto inocuo y
biodegradable, que se obtiene de la quitina del
exoesqueleto de crustaceos y en Cuba se considera
un desecho de la industria pesquera (7, 8).

Se sugiere que la actividad antimicrobiana de la
quitosana esté relacionada con su naturaleza
policationica, dada por la exposicidn de los grupos
aminos desacetilados en condiciones acidicas. Esto
puede provocar desestabilizacion en las membra-
nas de los microorganismos e inducir la lisis celu-
lar de diferentes estructuras vegetativas y
reproductivas (9, 10).

En los ultimos afios se desarrollaron diversos es-
tudios relacionados con el efecto de la quitosana so-
bre diferentes microorganismos; sin embargo, solo al-
gunos trabajos reflejan su interaccion con el género
Phytophthora y la minoria se relaciona con su fase
reproductiva (9, 10, 11). En particular, se desconoce la

Rev. Proteccion Veg. Vol. 31 No. 2 (Mayo.-ago. 2016): 99-106

existencia de ensayos previos en P. palmivora, por lo
que el objetivo del presente trabajo fue evaluar la in-
fluencia de un polimero de quitosana sobre el creci-
miento y la esporulacién de este microorganismo.

MATERIALESY METODOS

Se empled un polimero de quitosana de 12% de
grado de acetilacion, que se obtuvo a través de un pro-
ceso de desacetilacion basica de la quitina (11). Pos-
teriormente, se disolvié en &cido acético al 1% y el pH
se ajusté a 5,6 con KOH (2N).

El aislado de P. palmivora (Pp12) se obtuvo de
cacao y provino del cepario del Instituto de Investi-
gaciones de Sanidad Vegetal (INISAV). Las placas
inoculadas con discos de 1 cm de diametro y micelio
del microorganismo se incubaron a temperatura de
28+ 2°C, en condiciones de oscuridad, en medio de
cultivo que contenia jugo de verduras V8 (20%), agar
(15¢.I'Y), asparagina (2g.I") y carbonato de calcio (2g.17),
tanto para los ensayos como para su conservacion.
El pH se ajust6é a 5.6 con HCI (2N).

Efecto de la quitosana sobre las colonias e hifas
de P. palmivora

Las soluciones de quitosana y el medio de cultivo
V8 se esterilizaron por separado y se mezclaron justo
antes de verter 20ml en las placas de 9 cm de diame-
tro para obtener concentraciones finales de quitosana
de 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 y 2,5¢.I". Posteriormente, las
placas se inocularon con discos de micelio de P.
palmivora de 1cm extraidos de la periferia de colonias
de cinco diasy se incubaron a 27°C en condiciones de
oscuridad, a razén de siete placas por tratamiento.

Cada 24 horas, se evalu6 el diametro de las colo-
nias hasta que estas alcanzaron el extremo de la pla-
ca, momento en el que se describieron las caracteris-
ticas morfoculturales del aislado, segun refirieron Erwin
y Ribeiro (1). Con un micrometro ocular se midi6 el
diametro de 15 hifas por cada muestra y se tomaron
tres placas por tratamiento que se tifieron con lactofenol
azul.

Nimero y porcentaje de germinacién de
esporangios en presencia de quitosana

Se colocaron discos con micelio del aislado Pp12
en placas Petri de 6 cm de didmetro que contenian 5
ml de las diferentes concentraciones de quitosana: O;
0,5; 1,0; 1,5; 2,0 y 2,5¢g.I". Las placas se incubaron
durante 48 horas a 25°C con luz constante.

La formacién de esporangios se cuantificé en un
microscopio optico marca Olympus con un aumento
de 200X. Con una escala ocular micrométrica se mi-



dieron las dimensiones de los esporangios y se calcu-
16 su relacion largo/ancho, asi como su porcentaje de
germinacion indirecta, en tres campos 6pticos por pla-
ca, y a suvez, en tres placas por tratamiento.

Movimiento de las zoosporas en soluciones con
guitosana

El desplazamiento de las zoosporas se evalu6 a
través de la estimacion cualitativa de los cambios de
velocidad y patrén de movimiento de las mismas. Para
ello se utilizé la escala establecida por Fernandez (12),
donde la disminucién de signos positivos implicaba la
observacién de un desplazamiento a menor velocidad.

Enquistamiento y de germinacién de quistes in-
cubados con quitosana

Las suspensiones de zoosporas (0,2ml) se mez-
claron con diferentes soluciones de quitosana (0,2ml)
en tubos eppendorf de 0,5ml, para obtener una con-
centracioén final de 0; 0,5; 1,0; 1,5g.I.

Se colocaron cuatro gotas de 20ul en dos
portaobjetos en camara himeda a 27°C (12). Se cuan-
tifico el nUmero de zoosporas en movimiento,
enquistadas y germinadas a los 60 y 180 minutos de
incubacion. Se empled un microscopio Olympus y un
aumento de 1000X. Las zoosporas se consideraron
germinadas cuando el tubo germinativo fue superior a
las dimensiones del quiste.

Analisis estadistico

En cada experimento se emple6 un disefio com-
pletamente aleatorizado. Se procesaron los datos de
la variable «didmetro de las colonias» a través del ana-
lisis de los intervalos de confianza para p<0,05. En los
demas casos, los datos se analizaron a través de un
ANOVA simple y las medias se compararon mediante
la prueba de Tukey con un nivel de significacion p<0,05.
Para el analisis del porcentaje de germinacion de
esporangios, los datos se transformaron en arsenvx.
Después de evaluar la normalidad y la
homocedasticidad se utilizé la prueba de Tukey para
comparar las medias.

Los ensayos se repitieron en dos ocasiones. Los
datos se analizaron en el programa estadistico SPSS,
versién 15.01 y los gréaficos se realizaron en SigmaPlot
2001, version 7.0.
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RESULTADOSY DISCUSION

Efecto de la quitosana sobre las colonias e hifas
de P. palmivora

La quitosana inhibi6 el desarrollo del micelio del
aislado de P. palmivora con relacion al control, pues
se observé menor crecimiento en aquellos tratamien-
tos que contenian diferentes niveles del polimero (Fig.
1). Se desconoce algun estudio similar con respecto
al efecto de la quitosana sobre esta especie y, aunque
otros autores reflejan también las propiedades
inhibitorias del polimero con similares concentracio-
nes sobre hongos y otros oomycetes, como son
Fusarium oxysporum Schiltdl, Pythium ultimum Trow,
Verticillium dahliae Kleb y Pyricularia grissea Sacc (13,
14), solo algunos trabajos informan resultados para el
género Phytophthora (9, 11).

La disminucion del diametro de las colonias estuvo
asociada al incremento de la concentracién de
quitosana en el medio. La mayor inhibicion del radio
de la colonia se observé para el tratamiento que conte-
nia 2,5g.1, donde se observé un efecto fungistatico,
aunque no fungicida. Estos valores coinciden con los
informados por Falcén et al. (11) para P. nicotianae,
aunque a diferencia de los autores mencionados, en
este estudio no se observé un efecto fungicida a la
mayor concentracién, lo que sugiere que el aislado
empleado en el presente trabajo es mas resistente a
la presencia de quitosana.

Las colonias de P. palmivora fueron blancas, con
bordes regulares, forma estrellada y micelio adherido
al sustrato, similar a lo descrito por Machado et al.
(15) para casi una centena de aislados de esta espe-
cie. La adicion de quitosana al medio de cultivo provo-
c6 el crecimiento de colonias con bordes irregulares y
aspecto arenoso, aunque la formay el color no se afec-
taron (Fig. 2).

Los cambios morfoculturales indicidos por la pre-
sencia de quitosana se reflejan muy poco en las inves-
tigaciones de hongos y oomycetes, sobre todo en el
género Phytophthora. En algunos casos se observo
crecimiento inusual del micelio aéreo de Rhizopus
stolonifer (Ehrenb.:Fr.) Vuill. y Botrytis cinerea Pers.:Fr.
a concentraciones superiores a 1,5g.I"%, pero los auto-
res no expresaron en qué consistian estas diferencias
(16). Actualmente, la mayoria de los trabajos notifican
el efecto de la quitosana sobre el diametro de la colo-
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FIGURA 1. Diametro delascoloniasdel aislado Pp12 en medio de cultivo V8 con diferentes concentraciones de quitosana.
Las barras en cada punto representan los intervalos de confianza para o= 0,05./ Colony diameter of Ppl2 isolate
growing on V8 culture media with different chitosan concentrations. The barsin each point represents the confidence
level for o= 0.05.

FIGURA 2. Patrén de | as colonias de Ppl12 después de siete dias de crecimiento en V8 con diferentes concentraciones de
quitosana./ Colony pattern of Pp12 after 7 days of growth on V8 with different chitosan concentrations.
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nia, aunque nNo en su apariencia, y esta Ultima tam-
bién esta determinado por cambios que tienen lugar
dentro de la hifa y que pudieran usarse como
indicadores de dafio.

Las hifas, observadas al microscopio 6ptico, no
mostraron afectaciones en sus didmetros. Los valores
de las medias oscilaron entre 4,7 y 5,8um, sin diferen-
cias estadisticas entre los tratamientos; en contraste
con lo observado por otros autores, quienes informa-
ron cambios debido a la agregacién del micelio, ramifi-
caciones excesivas, reduccion de las hifas, hinchazon
de la pared celular, vacuolizacion y desintegracion del
protosplasma en especies como Alternaria alternata
(Fr.) Keissl., B. cinerea, Penicillium expansum Link y
R. stolonifer (17, 18). Sin embargo, El Gaouth et al.
(18) no observaron cambios significativos en estas es-
tructuras para A. alternata, Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc. y B. cinerea.
Estas diferencias en el comportamiento de los
microorganismos ante la presencia de quitosana pudo
deberse ala cepay alas propiedades fisico quimicas
de la quitosana empleada.

Xu et al. (9) demostraron que las hifas de P. capsici
se afectaron por la presencia de quitosana, en espe-
cial el sistema de vacuolas y plasmalemosomas. Es-
tas estructuras estén involucradas en la sintesis de la
pared celular y no se observaron en los tratamientos
gue contenian el polimero, en los que habia un menor
crecimiento con relacién al control (9), por lo que pu-
diera suponerse que procesos similares pueden ocu-
rrir en el interior de las hifas de P. palmivora, que cau-
sen su efecto microbiostatico.

Evaluacion del nimero y del porcentaje de
germinacién de esporangios en presencia de
guitosana

La formacién y la germinacion de esporangios de
los aislados de P. palmivora se redujeron con la aplica-
cion de soluciones de quitosana (Tabla 1). La adicion
de 1g.I"* del polimero incrementé el nimero de
esporangios con relacién al control, pero las concen-
traciones superiores inhibieron la formacion de estas
estructuras.

El proceso de formacion de esporangios fue sensi-
ble a la quitosana, ya que las concentraciones iguales
o superiores a 2g.I* inhibieron completamente su pre-
sencia; sin embargo, el nUmero se incremento a bajas
concentraciones del polimero. Se informaron resulta-
dos similares en A. alternata, lo que se consideré como
una sefal de estrés causada por la presencia de
quitosana, a lo cual el microorganismo responde con
la formacion de estructuras reproductivas con el objeti-
vo de perpetuar la especie (19).
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TABLA 1. Media de nUmero y relacion largo-ancho de
esporangios de P. palmivora en soluciones con
diferentes concentraciones de quitosana/ Mean of
number and length/width ratio of P. palmivora
sporangia in different chitosan solutions.

Concentracion NUmero de Relacion
de quitosana esporangios largo/ancho

0g.It 228D 1,4 n.s.
0,5g.1 27,8 ab 16n.s.
1911 28,8a 15ns
1,50.1 13c l4ns.
2g.11 0d -
2,50.11 0d -
E Sx 0,974 0,042

La relacién largo-ancho no varié en los tratamien-
tos. Esta variable constituye un parametro que se con-
sidera como un importante criterio taxonémico y que
se emplea para clasificar las especies (20). Los valo-
res obtenidos en la relacién largo-ancho también coin-
ciden con los informados por Machado et al. (15) para
mas de 80 aislados de diferentes paises, en los que
se incluye a Cuba.

La germinacion indirecta de los esporangios dismi-
nuyd significativamente a medida que aumentaron las
concentraciones de quitosana en el medio (Fig. 3). Los
niveles de 0,5g.I"* provocaron la inhibicion de la
germinacion indirecta de mas del 50% de los
esporangios, ala vez que a concentraciones iguales
y superiores a 1,5g.I"* redujeron este proceso en un
100%. Resultados similares se observaron en
esporangios de P. capsici, donde la penetracion de
oligoquitosanas causo6 dafos intracelulares y afecto
el proceso de liberacién de zoosporas (10).

Algunos trabajos informaron también la inhibicién
de la germinacion de las esporas de diferentes hongos
como A. alternata, Aspergillus niger van Tieghem, R.
stolonifer y Mucor spp. (19, 21, 22) a concentraciones
gue varian desde 0,5g.I'* y hasta 5g.I"%, aunque solo
unos pocos estan relacionados con especies del gé-
nero Phytophthora (9, 10, 11).

Movimiento de las zoosporas en soluciones con
guitosana

Las zoosporas de P. palmivora, que emergieron de
los esporangios en el tratamiento control, se despla-
zaron a gran velocidad en el agua, con un movimiento
rectilineo a diferencia de aquellas en presencia de
quitosana, pues disminuyeron su velocidad y mostra-
ban un patrén de desplazamiento helicoidal, como se
reflejaen la Tabla 2.
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FIGURA 3. Porcentaje de germinacién indirecta de
esporangios de P. palmivora en diferentes soluciones de
quitosana./ Percentage of P. palmivora indirect sporangia
germination in different chitosan solutions. ESx= 0.0468.

TABLA 2. Movimiento de zoosporas de P. palmivora
en soluciones de diferentes concentraciones de

quitosana./ Movement of P. palmivora zoospores in
solutions with different chitosan concentrations

Concentraciéon Velocidad de Patron de
de Quitosana Desplazamiento  Movimiento
0gI! ++ Lineal
0,5g.1! + Helicoidal

lgl! -
1.5g1! -
2g.1! -
251! -

Levenda:+: incremento de velocidad: -: sin movimiento

La alteracion del patrén y la velocidad de desplaza-
miento de las zoosporas, en presencia de quitosana,
pudieran deberse al hecho de que este polimero indu-
ce cambios en la permeabilidad de las membranas
celulares y en los influjos y eflujos de algunos
nutrientes. Estudios recientes demostraron que la apli-
cacion de quitosana sobre R. stolonifer provoc6 cam-
bios en el pH del medio, la actividad H*ATPasa de la
membrana, asi como el eflujo de potasio (23). Si a
estos resultados se le agrega que se ha demostrado
que la alteracion de la homeostasis del potasio esta
involucrada en la regulaciéon del movimiento de las
zoosporas de P. palmivora, P. megakarya y
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary (24), pudiera
sugerirse entonces que los cambios observados en el
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presente trabajo se deban también al efecto de la
quitosana sobre la alteracion de la homeostasis del
potasio, con lo cual se induce un movimiento aberrado
y mas lento de las zoosporas.

Enquistamiento y germinacion de quistes incuba-
dos con quitosana

El proceso de germinacion de los quistes de P.
palmivora disminuy6 con la inclusién de quitosana en
la suspension de zoosporas (Fig. 4). La incubacion
con 0,5¢.I" del polimero durante tres horas provoc6
una inhibicién total de la emision del tubo germinativo,
al menos durante el periodo experimentado.

P
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FIGURA 4. Porcentaje de zoosporas de P. palmivora en
diferentes fases (movimiento, enquistamiento y
germinacion), después de incubarlas durante 1 (A) y 3 (B)
horas con diferentes concentraciones de quitosana./
Percentage of P. palmivora zoospores at different phases
(germination, cyst or movement) after 1 (A) and 3 (B)
hours of incubation with different chitosan concentrations.
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Falcén et al. (11) evaluaron el efecto de iguales con-
centraciones de quitosana sobre zoosporas de P.
nicotianae, que luego se inocularon en medio de cultivo,
donde no observo crecimiento de colonias con 2g.1* del
polimero después de ser embebidas durante seis ho-
ras en las soluciones. Sin embargo, esta inhibicién
pudiera variar en el tiempo, similar a lo observado por
Pacheco et al. (25), quienes informaron que la
germinacion de las esporas de Penicillium digitatum
(Pers.) Sacc se inhibi6 totalmente a las 12 hpi, aun-
gue alas 24hpi el porcentaje fue de 56%, por lo que el
dafo pudiera ser reversible, o no total, y solamente
estar afectando la velocidad de emisién del tubo
germinativo.

En algunos casos se observaron quistes lisados,
sin bordes definidos, similar a un conjunto de vacuolas,
sin pared celular, pero confinadas a una region. En
otros casos se observaron las paredes sin material
interno, similar a lo informado por Sanchez-Dominguez
et al. (26) en conidios de A. alternata.

En conclusion, la quitosana evaluada inhibio el de-
sarrollo de aislados de P. palmivora. A pesar de las
altas concentraciones evaluadas, se observo un efecto
biostatico pero no biocida, sobre el crecimiento de
las colonias, con variaciones morfoculturales, aun-
gue sin dafios en el diametro de las hifas. Las estruc-
turas reproductivas fueron mas sensibles que las
vegetativas a los mismos niveles del polimero,
inhibiéndose su formacién y germinacion a las con-
centraciones evaluadas.
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