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RESUMEN

La produccion de chile (Capsicum annuum L.) enfrenta una amenaza critica
debido a la cenicilla polvorienta, causada por Oidiopsis taurica. Esta enfermedad
reduce el rendimiento en la produccién uno a uno frente a su incidencia,
convirtiendo esta enfermedad como la tercera mas importante en este cultivo.
De ahi la importancia de la busqueda de bioalternativas que sustituyan el uso de
fungicidas sintéticos, entre las cuales se encuentra el quitosano, el cual, es un

biopolimero obtenido del exoesqueleto del camaron (Crustaceos).

Se planteé realizar la identificacion del fitopatdgeno que causa la cenicilla del
cultivo de chile, para posteriormente evaluar el control del hongo mediante la
aplicacion de quitosano a hojas de chile serrano en laboratorio, seguido de ello

comprobar su eficacia en plantas en invernadero.

Mediante la observacion microscopica del hongo se confirmé la presencia de
conidios lanceolados vy cilindricos tipicos de Oidiopsis taurica. En la evaluacién
del quitosano en contra del fitopatégeno, se usaron cinco concentraciones del
biopolimero (0.0125%, 0.0250%, 0.05%, 0.1% y 0.2%), estas fueron aplicadas
mediante atomizacion en las hojas de chile. En la evaluacién que se realizé en

invernadero se aplicaron tratamientos similares a los usados en laboratorio.

Los resultados en laboratorio demostraron que la severidad de la cenicilla
disminuye conforme aumenta la concentracion del biopolimero, se obtuvo una
eficacia de control de 65.39% con aplicacion de la concentracion del 0.2%de
quitosano en laboratorio. La evaluacion en invernadero, demostr0 un
comportamiento similar respecto al incremento de la concentracion, siendo

90.79% la mayor eficiencia de control de Oidiopsis taurica con 0.2% de



concentracion del biopolimero. Asi se demuestra que usar quitosano, obtenido

de la cascara de camaron es alternativa viable, ambientalmente seguray eficaz.

Palabras clave: Capsicum annuum, Oidiopsis taurica, quitosano, biopolimero,

evaluacion.



1. INTRODUCCION

La relevancia del cultivo de chile en México es muy grande, pues forma parte
fundamental de la gastronomia mexicana, ademas, de ser el segundo pais que
a nivel mundial produce esta hortaliza, se cultiva en una superficie de siembra
de 149 694 ha, y se genera una produccion de 1, 285, 923 ton, la cual, representa
el 19.3% del total de hortalizas producidas a nivel nacional. Esta produccion tiene
gran valor econdmico ya que es exportada a 50 paises, siendo EUA el principal
socio comercial (SIAP 2022).

Sin embargo este cultivo es hospedero de una gran variedad de plagas y
enfermedades, entre las que destaca la cenicilla polvorienta, la cual, es causada
por el hongo fitopatdgeno Oidiopsis taurica. Esta enfermedad es considerada la
tercera mas importante de este cultivo, ya que provoca pérdidas de produccion
muy altas, debido a que su 1% de incidencia es igual al 1% en la reduccion de
la produccién, ademas, de su alta velocidad de desarrollo le permite propagarse
rapidamente (Mitidieri et al., 2010). La enfermedad ataca la parte foliar de la
planta, llegando a ocasionar defoliacion (Mitidieri et al., 2010; Velasquez-Valle et
al.,, 2013; Martinez-Ruiz et al., 2016), lo que puede desencadenar otros
problemas como disminucion de la fotosintesis y quemaduras en los frutos
debido a la exposicién directa a los rayos del sol, lo que provoca la reduccién de

la produccién (Mitidieri et al., 2010; Velasquez-Valle et al., 2013).

En el pasado y aun en la actualidad, para el control de O. taurica se usan
aplicaciones de fungicidas de sintesis quimica, siendo este método uno de los
mas usados para tratar la enfermedad (Velasquez-Valle et al., 2013; Martinez-
Ruiz et al., 2016). Sin embargo, la aplicacion de estos compuestos



tiene algunos inconvenientes como generar resistencia de hongos a dichos
productos quimicos, elevar costos en la produccion e impacto negativo
ambiental provocado por los residuos de estos, ademas, de dafos a la salud de
las personas. De ahi la urgencia de implementar alternativas eficientes, que
controlen esta y otras enfermedades, pero que cumplan con la responsabilidad
de cuidar la salud humana y ambiental.

El quitosano, un biopolimero natural obtenido de la desacetilacién de la quitina
de artrépodos. Este polimero se ha presentado como una alternativa eficaz,
debido a su capacidad antago6nica en contra de diversos fitopatdgenos. El bajo
peso molecular y su alto grado de desacetilacién le otorgan una gran capacidad
inhibitoria (Palma-Guerrero et al., 2010; Rodriguez-Pedroso et al., 2021). Por lo
cual, esta investigacion se centra en evaluar la eficacia del quitosano como una
bioalternativa para el control de la cenicilla en chile, buscando ofrecer una

solucién que aporte a la productividad agricola asi como al cuidado ecoldgico.

1.1. Justificacion

La cenicilla polvorienta causada por Oidiopsis taurica es considerada como la
tercera enfermedad mas importante de este cultivo, debido a que afecta a casi
todas las variedades, a su rapido desarrollo y a que el 1 % de incidencia de la
enfermedad representa el 1 % de la reduccion del rendimiento del cultivo. Para
su control los agricultores se basan en la aplicacion de fungicidas de sintesis
guimica los que no logran resolver la problematica, ademas, generan resistencia,
son costosos, ocasionan repercusiones en la salud de las personas y del medio
ambiente. El quitosano es un biopolimero inocuo que ha demostrado poseer
efecto antagonico en contra del estado sexual de O. taurica (Leveillula taurica) y
otros fitopatdgenos por lo que pudiera ser bioalternativas sustentable y

ecolégicamente amigable para el control de este fitopatdgeno.



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Identificar y evaluar mediante la aplicacion de quitosano a la cenicilla causada

por Oidiopsis taurica en el cultivo del chile.

1.2.2. Objetivos especificos

Identificar morfol6gicamente la cenicilla del cultivo del chile.

Evaluar el control de Oidiopsis taurica mediante aplicacién de quitosano en hojas

de chile en laboratorio.

Comprobar la actividad antagénica del quitosano en contra de Oidiopsis taurica

en plantas de chile en invernadero.

1.3. Hipotesis

El quitosano obtenido del exoesqueleto de camaron presentara efecto
antagonico en contra de Oidiopsis taurica causante de la cenicilla del chile,

logrando una eficiencia de control superior al 80%.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Leveillulataurica (teleomorfo)/Oidiopsis taurica (anamorfo) en el
cultivo del chile

2.1.1. El cultivo del chile

El chile (Capsicum annuum L.) es una planta herbacea que por lo general
alcanza un promedio de 60 cm de altura, con tallos erectos y ramificados de
coloracion verde oscuro, con hojas simples, ovoides y alargadas. En las axilas
de las ramas se originan flores hermafroditas de color blancas o purpura, que
posteriormente dan origen a un fruto de color verde y que al madurar se tornaran
de coloracion roja o amarilla. Presenta raices ramificadas, las cuales pueden

llegar alcanzar una profundidad de hasta 120 cm (SIAP 2022).

2.1.2. Importancia en México

México es considerado como uno de los principales paises productores y
consumidores de chile. Anualmente el consumo percapita de esta hortaliza es
de 14.3 kg, siendo uno de los principales condimentos para la comida mexicana.
Desde hace ya un tiempo México se encuentra ubicado en la segunda posicion
a nivel mundial en la produccion de esta hortaliza, solo por detras de China.
México cuenta con una superficie de siembra de 149 694 ha y una produccion
de 3,086, 742 de ton, lo que representa el 19.3 % en la produccion nacional de
hortalizas, con un valor de 30 642 millones de pesos, siendo los principales
estados productores Sinaloa (659,684 ton), Chihuahua (578,522 ton) y
Zacatecas (426,086 ton) respectivamente (Fig. 1) esto para el afio 2021. El

crecimiento en la produccion anual en los ultimos 10 afios ha sido de un 2.9%.



Del total de la produccion se exportan aproximadamente 1, 285,923 de ton, esto
a 50 paises, EUA es el principal socio comercial ya que adquiere un 98.4 % de

la produccién nacional, seguido de Canada, Esparia, entre otros (SIAP 2022).
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Figura 1: Principales estados productores del cultivo de chile en México. Fuente:
SIAP (2022).

Sin embargo, la produccion de esta hortaliza se ve afectada por diversas plagas
y enfermedades, causadas por bacterias, nematodos, virus, fitoplasmas
(Guigon-Lopez y Gonzalez- Gonzéalez, 2001; Velasquez-Valle et al., 2013) y una
gran variedad de hongos que afectan a nivel de suelo causando pudriciones de
raices (Fusarium spp, Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici y Verticillium spp)
(Velasquez-Valle et al., 2013; Diaz-Aguilar et al.,, 2022) y los que causan
problemas en la parte aérea como, los tizones causados por Alternaria solani y
A. alternata, la cenicilla polvorienta ocasionada por Oidiopsis taurica (Guigon-

Lépez y Gonzélez- Gonzélez, 2001; Velasquez-Valle et al., 2013).



2.1.3. Oidiopsis taurica

La cenicilla polvorienta causada por O. taurica (teleomorfo Leveillula taurica) es
una de las principales enfermedades del cultivo del chile, esta tiene gran
importancia en el cultivo debido a su alta velocidad de desarrollo y a que afecta
casi a todas las variedades de chiles (Guigén-Lépez y Gonzalez- Gonzélez,
2001).

Este fitopatdgeno es considerado como parasito obligado (Félix-Gastélum et al.,
2017), el cual se encuentra distribuido por todo el mundo (Soto y Lucero 2004).
En México fue detectado por primera vez en el estado de Sinaloa en el afio de
1979, afectando al cultivo del tomate, sin embargo, en ese entonces no se
detectd su estado teleomorfo (Félix-Gastélum et al., 2017), anteriormente en
1978 ya habia sido detectado en California afectando a cultivos de tomate
(Mosquera et al., 2019). Este fitopatdgeno tiene la capacidad de infectar a una
gran variedad de plantas que van desde las 700 (Soto y Lucero 2004; Martinez-
Ruiz et al., 2016; Félix-Gastélum et al., 2017) hasta las 1000 especies (Soto y
Lucero 2004; Mitidieri et al., 2010; Obrego6n et al., 2016), entre las que se
encuentran algunos cultivos de gran importancia como, el chile, tomate,
berenjena, cebolla, alfalfa (Mitidieri et al., 2010), el ajo (Velasquez-Valle et al.,
2013), algunas plantas de ornato como, la cereza de Jerusalén (Félix-Gastélum
et al., 2017), algunas malezas como, Sonchus oleraceus, Senecio vulgaris,
Cynara cardunculus (Mitidieri et al., 2010), el quelite (Velasquez-Valle et al.,
2013), trompillo, llegando afectar hasta cultivo perenes como, el olivo, entre otros
(Félix-Gastélum et al., 2017).

2.1.4. Clasificacion taxondmica
Segun el SIB (2022) el estado sexual de O. taurica (L. taurica) se encuentra
clasificada de la siguiente forma:
Reino: Fungi

Division: Ascomycota



Clase: Leotiomycetes
Orden: Erysiphales
Familia: Erysiphaceae
Género: Leveillula

Especie: L. taurica (anamorfo O.

taurica)

2.1.5. Caracteristicas morfologicas

Oidiopsis taurica presenta hifas septadas de coloracién blanca a gris, que dan
lugar a conidioforos cortos, rectos y ramificados en tres o cuatro ramas, de los
cuales se originan los conidios hialinos, unicelulares, de dos tipos; conidios
primarios de forma lanceolada (Fig. 2 - A) y conidios secundarios de forma
cilindrica (Fig. 2 - B). Las hifas forman apresorios no lobulados, haustorios
globosos con los que se alimentan de la célula (Soto y Lucero 2004; Reis et al.,
2004; Mosquera et al., 2019) En su etapa sexual (L. taurica) forma cleistotecios
(estructura de invernante) de forma esférica y con abundantes apéndices, que al
inicio son de coloracion amarillenta y al madurar son café oscuro a negro (Fig. 3
— A), en su interior contienen ascas globosas o claviformes, unitunicadas y
persistentes (Fig. 3 — B y C), con dos ascosporas ovoides a elipsoides (Fig. 3 —
D) (Romero, 1993; Salari et al., 2010; Sepahvand et al., 2021). Una de las
diferencias de esta especie Oidium spp y otras especies de cenicillas es que O.
taurica penetra en el tejido de su hospedante, mientras que las demas presentan
micelio superficial (Romero, 1993; Mosquera et al., 2019) a excepcion de
Phyllactinia la cual presenta también micelio parcialmente intercelular. Con
respecto a sus conidioforos y conidias se distinguen tres tipos: 1- tipo Oidiopsis
(Leveillula: conidi6éforos que salen por los estomas con conidias cilindricas o
lanceolada), 2- tipo Oidium (la mayoria de las especies: conidias redondas en

largas cadenas) y 3- Ovulariopsis (Phyllactinia) (Romero, 1993).



Figura 2: Formas de conidios de Oidiopsis taurica. a) Conidio primario y b)
conidio secundario. Fuente: Reis et al., (2004) con modificaciones.

Figura 3: Estructuras reproductivas de Leveillula taurica. A- B) Cleistotecios con
apéndices, C) Ascas globosas con dos ascosporas y D) Ascosporas. Fuente:
Sepahvand et al., (2021) con modificaciones.



2.1.6. Daiios en el cultivo del chile

El cultivo del chile esta considerado como el hospedante mas susceptible al
ataque de Oidiopsis (Obregén et al.,, 2016), mientras que algunos autores
mencionan que esta es la tercera enfermedad que causa mayores dafios a este
cultivo (Soto y Lucero 2004). Algunos autores reportan que en el cultivo del chile
el 1 % de incidencia de la enfermedad es igual al 1 % en la reduccién de la
produccion (Mitidieri et al., 2010).

2.1.7. Signos y Sintomas

La enfermedad se desarrolla en un amplio rango de temperatura que va desde
los 10 hasta los 30 °C y climas secos y humedos (Mitidieri et al., 2010),
lograndose desarrollar en ausencia de lluvias, bastando para su desarrollo una
humedad relativa (HR) de 70 a 80 %, aprovechando solamente las frescuras de
las noches Martinez-Ruiz et al., 2016). Las condiciones Optimas para su
desarrollo van desde los 15 a 25 °C con HR de 85 a 95 % (Mitidieri et al., 2010),
sin embargo, cuando la temperatura supera los 30 °C (Obregén 2016) y una baja
HR el desarrollo de los sintomas aumenta (Mitidieri et al., 2010; Veldsquez-Valle
et al., 2013).

Este hongo sobrevive como parasito obligado de una temporada a otra sobre
hospederos alternos (Mitidieri et al., 2010; Obregdn 2016), posteriormente, migra
al cultivo, una vez en contacto con la superficie de la hoja los conidios germinan,
penetran por los estomas y crece intracelularmente (Martinez-Ruiz et al., 2016).
Los sintomas son notorios a los 18 0 21 dias después de la infeccion (Mitidieri et
al., 2010), ya que el micelio y los conidiéforos emergen por los estomas del envés
de la hoja (Fig. 4 - A), formando sobre la superficie grandes colonias de
coloracién blanquecina (Fig. 4 — B) empezando por las hojas inferiores, mientras
que en el haz se puede observar una mancha amarillenta o café (Fig. 4 - C), que
en ocasiones pude presentar el tipico polvillo blanquecino (estructuras del
hongo), posteriormente, la enfermedad avanza hacia la parte superior (Mitidieri
et al., 2010; Velasquez-Valle et al., 2013; Martinez-Ruiz et al., 2016; Obregon
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2016), las hojas que son severamente afectadas se tornan de una coloracién
clorética y café, posteriormente mueren y caen (Mitidieri et al., 2010; Velasquez-
Valle et al., 2013; Martinez-Ruiz et al., 2016), ocasionan la defoliacién de la
planta, exponiendo los frutos a la luz del sol lo que ocasiona que estos se
qguemen (Mitidieri et al., 2010; Velasquez-Valle et al., 2013). El ciclo de la
enfermedad se repite varias veces en un solo hospedante debido a que este
hongo es considerado como un fitopatdgeno policiclico (Mitidieri et al., 2010),
llegando a generar una nueva generacion cada 5 dias si las condiciones para su
desarrollo son las oOptimas (Velasquez-Valle et al., 2013). Algunos autores
mencionan que ademas de las hojas, el hongo también puede afectar a las flores,
frutos y tallos (Martinez-Ruiz et al., 2016).

Figura 4: Signos y sintomas de Oidiopsis taurica en planta de chile. A) Conidios
emergiendo por el estoma de la hoja, B) Hoja de chile con abundante presencia
de conidios que dan la apariencia de mancha blanquecina y C) hojas con
manchas cloréticas y necréticas. Fuente: A y C) Soto y Lucero (2004) y B)
Velasquez-Valle et al., (2013).

El fitopatdgeno es dispersado principalmente por el viento (Mitidieri et al., 2010;
Velasquez-Valle et al., 2013; Obregon 2016) y en menor medida por insectos o

personas (Mitidieri et al., 2010).
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2.2. Métodos de control

2.2.1. Control cultural

Algunos autores mencionan que las medidas culturales (eliminacion de malezas,
la destruccidn de cultivos anteriores, altas densidades de siembra y aplicaciones
excesivas de nitrégeno) ayudan a combatir a la enfermedad (Mitidieri et al.,
2010), sin embargo, otros mencionan que algunas de estas medidas, ayudan a
reducir los focos de infeccidn cercana, sin embargo, esto no garantiza que la
enfermedad no se presente debido a que la principal forma de dispersion del

hongo es por medio del aire (Velasquez-Valle et al., 2013).

2.2.2. Control quimico

Es el principal método de control empleado (Velasquez-Valle et al., 2013;
Martinez-Ruiz et al., 2016), en el mercado existen una gran variedad de
fungicidas que son utilizados por los agricultores como lo son; Azoxystrobin
(Martinez-Ruiz et al., 2016; Obreg6n et al., 2016), azufre (Dafermos et al., 2012),
Tebuconazole mas Trifloxistrobin (Obregon 2016), Clorotalonil, Benomil,
Triamidefon, Boscalid mas Pyraclostrobin (Velasquez-Valle et al., 2013; Obregén
et al., 2016), Miclobutanil, entre otros (Velasquez-Valle et al., 2013). Sin
embargo, el uso de estos fungicidas en ocasiones no logra resolver el problema,
debido a que con el paso del tiempo el hongo genera resistencia (Mitidieri et al.,
2010; Obregbn et al.,, 2016; Longone et al., 2020), ademds, ocasionan
contaminacion ambiental, afectan a la salud de las personas (Longone et al.,

2020) y son costosos (Martinez-Ruiz et al., 2016).

2.2.3. Alternativas de control

Existen algunas alternativas del control para esta enfermedad como lo es; el uso
de jabdn con triclosan y fosfatos, bicarbonato de sodio y potasio (Obregon et al.,
2016) el cual inhibe la germinacion de esporas y la deshidratacion de la pared

celular de las esporas, ademas del control biologico (Longone et al., 2020)
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mediante el uso de filtrados de Trichoderma harzianum y Trichoderma viride
(Mitidieri et al., 2010), el uso de aceites y extractos de plantas que contienen
algunos compuestos téxicos para hongos, por ejemplo, la cola de caballo
(Equisetum arvense) la cual contiene saponinas, &cidos organicos y &cido
salicilico (Longone et al., 2020). Adicionalmente, existen algunos compuestos de
origen natural como el quitosano el cual ha demostrado tener efecto en la

reduccion de L. taurica en el cultivo del tomate (Dafermos et al., 2012).

2.2.4. Quitosano

El quitosano es un derivado desacetilado de la quitina, la cual es el segundo
polisacarido mas abundante en la naturaleza, esta se encuentra en los
caparazones de los crustaceos, insectos y paredes celulares de los hongos
(Monter-Miranda et al., 2016; Romero—Serrano y Pereira 2020; Rodriguez-
Pedroso et al.,, 2021),es un polisacéarido nitrogenado con una alta masa
molecular (Cisneros et al., 2019), constituida por poli-B-(1,4)-N-acetil-D-
glucosamina (GIcNAc) unida covalentemente a catecoles y proteinas (Monter-
Miranda et al., 2016). Por su parte el quitosano es un copolimero lineal
compuesto por restos de unidades de D-glucosamina y en menor proporcion por
N-acetil D-glucosamina unidas por enlaces B 1,4, distribuidas aleatoriamente,
dichos contenidos de estas unidades determinan las propiedades fisico-quimicas

y bioldgicas (Curbelo et al., 2021; Rodriguez-Pedroso et al., 2021).

El quitosano posee grupos aminos libres, los cuales son protonados por acidos,
lo que le permite unirse a sustancias con cargas negativas (lipidos y proteinas),
le brinda algunas cualidades como ser adherente, absorbente y floculante
(Rodriguez-Pedroso et al., 2021), ademas, lo vuelve soluble a pH acidos a
diferencia de la quitina que no lo es, esto debido a que disminuye las repulsiones
electrostaticas lo cual le permite que se comporte como un polielectrolito
(Romero—-Serrano y Pereira 2020; Pasotti et al., 2020) el cual, a pH &cidos los
residuos aminos son protonados lo que le confiere carga positiva a los residuos

de glucosamina, lo cual le permite que se una fuertemente a las superficies con
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cargas negativas. El quitosano es mas soluble cuando la carga positiva sobre el
C-2 del monoémero de glucosamina esta a un pH menor a 6 (Rodriguez-Pedroso
et al., 2021)

La extraccion del quitosano se realiza principalmente de caparazones de
camaron (Holguin-Pefa et al., 2020), los cuales son desechados y ocasionan
contaminacion ambiental, estos residuos poseen hasta un 20 % de quitina,
pigmentos, lipidos, proteinas y minerales (Cabanillas et al., 2020), algunos otros
autores mencionan que los residuos del camaron llegan a poseer hasta un 40 %
de quitina (Romero—Serrano y Pereira, 2020), de aqui su importancia en su

utilizacion para la obtencion de quitina y quitosano.

Existen diversos métodos para la obtencion del quitosano, en todos
primeramente se debe de extraer la quitina. El método comdnmente mas
empleado es el método quimico, donde se utilizan &cido (acido clorhidrico (HCI)
al 0.6 N a una relacién 1: 11 sélido- liquido) para desmineralizar, posteriormente
se usa alcalis (hidroxido de sodio (NaOH) al 1 % por 24 horas en agitacion) para
eliminar proteinas, seguido de lavados hasta obtener un pH cercano a neutro,
como resultado de este proceso se obtiene la quitina (Rios et al., 2020).
Posteriormente, la quitina es transformada a quitosano mediante la
desacetilacion con NaOH al 50 % (en relacién 1: 8 solido- liquido) en agitacion
por 100 h a 100 °C (Sedaghat et al., 2016), sin embargo, este método tiene
algunas consecuencias como lo son; causar contaminacion ambiental y la
inconsistencia de las propiedades del quitosano (Gamal et al., 2016). Otro
método de obtencion es la fermentacion bacteriana, el cual consiste en utilizar
bacterias como Bacillus y Pseudomonas capaces de producir enzimas
proteoliticas, las cuales se ponen a fermentar con cascaras de camarén
enriquecidas con sacarosa por un periodo de 7 dias en agitacion constante,
posteriormente se filtra y se obtiene la quitina (Gamal et al., 2016; Sedaghat et
al., 2016) y se obtiene el quitosano de igual manera que en el método quimico.
Con este método se logra obtener un mayor rendimiento y un mayor porcentaje

de desacetilacion, ademas, de no causar contaminaciéon en comparacion con el
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meétodo quimico (Rosmawati et al., 2019). Existen otros métodos como lo es el
método enzimatico con el cual se obtiene la quitina mediante la utilizacion de
algunas enzimas como la quimotripsina, papaina (Cisneros et al., 2019) y
alcalasa, sin embargo, este método tiene el inconveniente del alto costo de las
enzimas y al igual que en los demas métodos la conversion de quitina a
quitosano se realiza mediante proceso quimico (Cisneros et al., 2019). Para la
conversion de quitina a quitosano esta también puede ser desacetilada utilizando
algunas enzimas como lo es la quitina desacetilasa, la cual, cataliza la hidrolisis
de los enlaces N-cetamido de la quitina para convertirla a quitosano (Kaur et al.,
2012).

La desacetilacion es la eliminacion de los grupos acetilos de la quitina hasta
alcanzar un completo grupo amino (NH2) (Curbelo et al., 2021) como se puede
observar en la figura nimero 5. Para que la quitina se convertida a quitosano se
requiere una conversion del mas del 60 % de sus grupos amidos a aminos (-
NH2) (Romero—Serrano y Pereira, 2020).

NH NH NH

&\CHJ o)\CH\ o)\cn,

OH OH OH
~CH,

Quitina

N-Deacetilacion

OH OH OH

|
HyC — Q 0
y \o/\/‘N o X \/o A /Y
HO HO HO~
NH, NH,

n

Quitosano

Figura 5: Desacetilacibn de quitina para convertirse a quitosano. Fuente:
Romero—Serrano y Pereira (2020) con modificaciones.
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El quitosano debido a su biocompatibilidad y biodegradabilidad es utilizado en
diversas areas como lo es; en la industria, area de la salud, alimentacion,
biotecnologia, agricultura (Rautela et al., 2019; Pasotti et al., 2020; Romero—
Serrano y Pereira 2020), tratamiento de aguas contaminadas, entre otras

muchas (Romero—Serrano y Pereira 2020).

2.3. Uso del quitosano en la agricultura

Existen diversos estudios sobre el uso del quitosano en la agricultura, debido a
su capacidad antagonica en contra de diversos fitopatégenos (Tabla 1), ademas,
una de las principales ventajas del uso de este biopolimero en la agricultura es
su bajo riesgo de contaminacion ambiental e inocuidad al no perjudicar la salud
de las personas, ya que su DL50 oral en ratones es superior a 16 gr/dia por kg
de peso, siendo esta mayor a la de la sacarosa (Raafat et al., 2008; Pasotti et
al., 2020).

La capacidad de inhibitoria del quitosano esta relacionada con sus
caracteristicas quimicas como lo es, un alto grado de desacetilacion y un bajo

peso molecular (Palma-Guerrero et al., 2010; Rodriguez-Pedroso et al., 2021).

Tabla 1: Reportes de antagonismo de quitosano en contra de diversos
fitopatdégenos

Fitopatégeno Referencias
~ Phytophthoracapsici ~~ 100%  Ramirez-Benitezetal., |
(2019)
Oidio 54 -70 % Dafermos et al., (2012)
Alternaria sp 80 % Rodriguez-Guzman et al.,
(2019)
Alternaria alternata 50.6 % Sanchez-Dominguez et
al., (2007)
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Colletotrichum 40 % Bautista-Bafios et al.,
gloeosporioides (2003)
Sclerotium rolfsii Disminucion de Hernandez et al., (2016)

plantas enfermas

Podosphaera pannosa 63.1 % de Dominguez-Serrano et
reduccion de dafio al., (2016)
Clavibacter Disminucion del Castafon-Viveros et al.,
michiganensis desarrollo (2019)

La capacidad inhibitoria del quitosano en contra de diversos fitopatégenos se
debe a que este biopolimero por medio de su carga positiva se une a la
membrana celular del fitopatdgeno la cual posee carga negativa (unién de grupo
amino del quitosano (+) con el manosildiinositolfosfato-ceramida (-) del
fitopatdgeno), afectando su permeabilidad, ocasionando su ruptura lo que causa
la salida del contenido celular como las proteinas. Se dice que también causa
una desorganizacion de las membranas debido a que el quitosano forma canales
de transporte de moléculas en bicapas lipidicas artificiales. Una vez dentro de la
célula el quitosano se une al ADN e inhibe la sintesis de ARNn y por consiguiente
la sintesis de proteinas. Tienen efecto quelante que une a trazas de metales
inhibiendo la produccién de toxinas y el crecimiento del micelio (Rodriguez-
Pedroso et al., 2021). En bacterias Gram negativas afecta la permeabilidad de la
membrana externa, debido a que es atraido hacia esta mediante atraccion
electrostatica de los lipopolisacaridos y en las Gram positivas se une a los acidos
teicoicos y lipoteicoicos afectando la interaccion entre la pared y la membrana

celular (Jiménez et al., 2018).

Adicionalmente al control de fitopatégenos el uso del quitosano posee otros

beneficios de gran interés en la agricultura como:

Inductor de mecanismos de defensa de las plantas: Al estimular la produccion
de algunas enzimas como, fitoalexinas, peroxidasa, catalasa, fenilalanina
amonioliasa (Rodriguez-Guzman et al., 2019; Adamuchio-Oliveira et al., 2020),

quitinasas, glucanasas, lisozimas y promover la formacién de calosa y
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lignificacion (Dafermos et al., 2012; Adamuchio-Oliveira et al., 2020), como se

observa en la figura 6.

Quitosano

- Quitinasa A
- Glucanasa
- Fenilalanina
amonio liasa
- Compuesto
fendlico

Figura 6: Produccion de enzimas que afectan el desarrollo de fitopatégenos,
mediante la induccion defensa de la planta a la aplicacién de quitosano. Fuente:
Adamuchio-Oliveira et al., (2020) con modificaciones.

Estimula el desarrollo de microorganismos benéficos: se dice que algunos
microrganismos utilizan al quitosano como una fuente de nutrientes, ya que estos
se logran desarrollar en medios que contienen quitosano como Unica fuente de
carbono. Trichoderma asperellum produce una mayor cantidad de enzimas y
metabolitos secundarios con propiedades antifungicas al crecer en un medio con
de quitosano (Rautela et al., 2019). También existen reportes de la
compatibilidad de bacterias con quitosano como es el caso de Bradyrhizobium
japonicum, la cual aumenta la produccion de UFC en presencia de quitosano
(Costales et al., 2017).

Promueve el crecimiento vegetal: se dice que el quitosano mejora la aireacion

del suelo, lo que favorece el desarrollo radicular, promueve la resistencia al
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estrés hidrico debido a que le confiere resistencia a la pared celular de las
plantas (Molina et al., 2017), su descomposicion en el suelo puede producir
amonio el cual es aprovechado por las plantas, ayuda al cierre estomatico
haciendo mas eficiente el uso del agua, incrementa la fotosintesis ((Reyes-Pérez
et al., 2020) y aumenta el contenido de clorofila de las hojas (?Reyes-Pérez et
al., 2020; Lépez et al., 2021), ademas, aumenta la toma de nutrientes del suelo
por parte de las raices y estimula la sintesis de nutrimentos (°PReyes-Pérez et al.,
2020)
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién del experimento

Esta investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Microbiologia e
Invernadero del Departamento de Parasitologia Agricola, de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), con sede en Saltillo, Coahuila,
ubicada en las coordenadas geograficas 25° 21" 13" latitud N y 101° 1" 56"
longitud oeste, a una altura de 1,742 msnm.

3.2. Material Biolégico

Plantulas de chile serrano Platino de 50 dias de germinadas en charolas en
invernadero, fueron trasplantadas a vasos de unicel de 473 ml, los cuales
contenian una mezcla de peat moss y perlita en relacion 60 — 40 %. Dichas
plantas se dejaron en el invernadero y se les realiz6 un seguimiento agronémico
y visual hasta observar los signos y sintomas de la enfermedad conocida como
cenicilla, para posteriormente, realizar los tratamientos homogenizando las
plantas con un nivel similar de incidencia y severidad de la enfermedad, para

posteriormente aplicar los tratamientos.

Se utilizd quitosano con un 100 % de desacetilacion y un peso molecular
viscosimetrico de 457, 000 g. mol-1 o Dalton, el cual fue proporcionado por el
Laboratorio de Microbiologia de la UAAAN, dicho biopolimero fue extraido de
quitina de camardn, extraida mediante fermentacién bacteriana y posteriormente
convertida a quitosano mediante desacetilacion con NaOH al 50 % en relacion
1:10 solido: liquido (quitina: NaOH) en agitacion constante y temperatura de 100
°C durante 10 h, y disuelto a una concentracién del 3% en una solucién de agua
acidificada con &cido acético hasta alcanzar un pH de 5.5.
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3.3. Identificacién del fitopatdgeno causante de la cenicilla del cultivo

del chile

Se recolectaron 10 muestras de hojas de las plantas de chile serrano, que
presentaban la sintomatologia tipica de la enfermedad (areas manchadas de
polvillo blanquecino al reverso de las hojas), dichas muestras fueron llevadas al
Laboratorio de Microbiologia, donde se realizaron preparaciones en portaobjetos
con azul de lactofenol para buscar, observar y medir las estructuras de
reproduccion y crecimiento del fitopatdgeno al microscopio compuesto (Motic
BA210E) y ser comparadas por las descritas por Romero, (1993).

3.4. Evaluacién del control de Oidiopsis taurica en hoja de chile
serrano mediante aplicacion de quitosano en laboratorio

Se colectaron hojas de chile que presentaban de un 16- 35 % de severidad
(grado 4) de la enfermedad segun la escala visual de la enfermedad (Fig. 7), las
cuales, fueron llevadas al laboratorio donde se colocaron en recipientes de
plastico con tapa (tres recipientes cuadrados y uno redondo). Por cada recipiente
se coloco una hoja con algodén humedecido en el peciolo (Fig. 8). Se utilizaron
cuatro hojas por Tratamiento, los cuales fueron los siguientes; T1- Quitosano al
0.0125 %, T2- Quitosano al 0.0250 %, T3- Quitosano al 0.05 %, T4- Quitosano
al 0.1 %, T5- Quitosano al 0.2 % y TO- Testigo (Agua). Los tratamientos fueron
aplicados mediante atomizacion a las 24, 96 y 168 h después de establecer las
hojas en los recipientes. La evaluacion de la severidad de la enfermedad se
realizé 24 h después de la dltima aplicacion de los tratamientos, esta se realizo
al comparar los tratamientos con la escala visual de 7 niveles de la enfermedad
(Fig. 7) y utilizando la formula 1 de Townsend y Heuberger citada por
Dominguez-Serrano et al., (2016), ademas, se evaluo la eficacia de control (EC)

utilizando la formula 2 de Abbott descrita por Pérez-Torres et al., (2018).

P=2 (nxe)/(NxE)x 100 1)
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Donde: P= porcentaje de dafio; n= nimero de hojas por cada nivel segun la
escala; e= nivel respectivo de la escala; N= numero total de hojas evaluadas y

E= nivel mayor de la escala.
EC=(Cd- Td / Cd) x 100 (2)

Dénde: EC= eficacia de control, Cd= severidad en el testigo después de la
aplicacion de los tratamientos y Td= severidad en el Tratamiento después de la

aplicacion.

Niveles:
Porcentaje:

Niveles:
Porcentaje:

Figura 7: Escala visual de 7 niveles de severidad de O. taurica en hojas de chile
(Jiménez-Pérez, et al., 2024).
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Figura 8: Hojas de chile con signos de Oidiopsis taurica colocadas en recipientes
plasticos para la posterior aplicacién de los tratamientos.

3.5. Control de Oidiopsis taurica en plantas de chile serrano en
invernadero mediante la aplicacidén de quitosano

La enfermedad se presentd a los 40 dias después del trasplante, se eligieron
plantas de chile con un nivel de incidencia no mayor a 30 % y una severidad de
la enfermedad con un grado de 2 a 4 segun la escala descriptiva de la
enfermedad de 16 niveles (Tab. 2) descrita por Jiménez-Pérez et al., (2021). Se
eligieron un total de cinco plantas para cada tratamiento, las cuales se
distribuyeron completamente al azar. Posteriormente, se aplicaron los
tratamientos similares del objetivo anterior y un testigo con cinco repeticiones por
tratamiento. Se realizaron tres aplicaciones de los tratamientos con intervalo de
5 dias. Se evalu6 el porcentaje incidencia contabilizando el nimero de hojas con
presencia de la enfermedad por planta, ademas, se evalué la severidad
(Dominguez-Serrano et al., 2016) de la enfermedad a las 48 h después de la
ltima aplicacién, esta Ultima se realiz6 mediante la comparacién con la escala
de evaluacion descriptiva de 16 niveles de la enfermedad (Tab. 2) y
posteriormente se evalud la EC segun Pérez-Torres et al., (2018).
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Tabla 2: Escala descriptiva para la evaluacion de la severidad de Oidiopsis

taurica en plantas de chile.

‘ % de area afectada

Figura 9: Tratamientos de quitosano en contra de Oidiopsis taurica en chile

serrano.

Niveles

© 00 N O o B~ W N P

I i i =
AN W N L O

15
16

Planta
0
1-30
1-30
1-30
1-30
1- 30
31-60
31-60
31-60
31-60
31-60
61- 100
61- 100
61- 100
61- 100
61- 100

Hoja
0
1-15
16- 35
36- 50
51- 80
81- 100
1-15
16- 35
36- 50
51- 80
81-100
1-15
16- 35
36- 50
51- 80
81- 100
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3.6. Andlisis de datos

Los experimentos se analizaron bajo un disefio completamente al azar y los
datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANVA), con una prueba
de comparacion de medias de Tukey (P<0.05) en experimento en laboratorio y
una prueba comparacion de medias de Duncan (P<0.05) en el caso del
experimento en invernadero, con el programa estadistico InfoStat version
2019.1.2.0.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Identificacion del agente causal de la cenicilla del chile

El fitopatdgeno causante de la cenicilla en plantas de chile serrano y jalapefio
fue identificado morfolégicamente como O. taurica debido a que presento,
apariencia de polvillo blanquecino en la superficie de la hoja (Fig. 10- A) debido
a la presencia del micelio abundante, el cual es septado hialino e intracelular que
emerge por los estomas, conidiéforos ramificados en dos o tres ramas (Fig. 10-
B), de los que se originan los conidios unicelulares tanto de forma lanceolada
(Fig. 10- C a) como cilindrica (Fig. 10- C b) al igual que las descritas por Romero,
(1993) y Mosquera et al., (2019). Los conidios presentaron tamafios variados
siendo en promedio de 70 um x 18 um y 65 pum x 15 ym largo ancho para las
conidias lanceoladas y cilindricas respectivamente, siendo estas medidas
similares a las reportadas por Soto y Lucero (2004), 2Reis et al., (2004) y PReis

et al., (2004) para esta misma especie.

Figura 10: Caracteristicas de Oidiopsis taurica: A) micelio en el envés de la hoja,
B) conidi6foro ramificado, C) a- conidio lanceolado y b- conidio cilindrico.

4.2. Control de Oidiopsis taurica en hojas de chile mediante la
aplicacion de quitosano en condiciones de laboratorio
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Como resultado de la aplicacion de los diferentes tratamientos de quitosano se
logré apreciar que en el aumento de la concentracion del polimero disminuyo el
porcentaje de severidad de la enfermedad y a su vez aumento el porcentaje de
eficacia de control (EC), siendo la concentracién de 0.2 % la que presento el
menor porcentaje de severidad con un 32.14 % y el mayor porcentaje de EC con
un 65.39 %, siendo estadisticamente diferente a los demas tratamientos como
se puede observar en la tabla 3, de igual manera en la figura 11 fue notorio como
al aumentar las concentraciones de quitosano los sintomas de cenilla
disminuyen particularmente en la concentracién de 0.2% (Fig. 11- E) donde se
aprecia menos presencia de la enfermedad en comparacion con el tratamiento
testigo (Fig. 11- F) donde fue evidente la presencia de la cenicilla en toda la

superficie de la hoja.

Algunos autores reportan la eficacia del quitosano en contra de algunos géneros
de cenicillas, por ejemplo, Moret et al., (2009) evaluaron el efecto de un
quitosano con una desacetilacion del 85 %, para el control de 3 razas de
Sphaerotheca fuliginea (raza 1,3 y 5) y Erysiphe cichoracearum en cotiledones
de pepino, esto en cajas Petri en laboratorio (condiciones similares a las usadas
en este estudio), como resultado obtuvieron que las concentraciones de 1y 2.5
lograron reducir la severidad de dichos fitopatégenos con respecto al testigo que
fue el que presento mayor diametro de las lesiones. Por su parte, Dominguez-
Serrano et al., (2016) al aplicar quitosano al 0.013 % lograron reducir la severidad
de la cenicilla del rosal hasta un 60.3% vy 63.1 %, mientras que en nuestro
estudio con la aplicacion de 0.0125 % de quitosano logro reducir la severidad un
32.14 % con respecto al testigo, esta es menor a la reportada por dichos autores,
quizas esto debido a que la cenicilla evaluada por ellos pertenece a otro género

(Podosphaera pannosa) diferente a O. taurica.

Tabla 3: Porcentaje de severidad y eficiencia de control de Oidiopsis taurica
mediante la aplicacién de lo quitosano en solucion.

Tratamientos % Severidad % Eficacia de Control
Medias + E.E Medias + E.E
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T1-0.0125 % 60.72+BC 6.84 34.62 +£7.36 BC

T2-0.025 % 64.28+B 7.14 30.77£7.69 C
T3-0.05% 57.14 +BC 0.0 38.46 £ 0.00 BC
T4-0.1% 39.29 +CD 3.57 57.70 + 3.85 AB
T5-0.2% 32.14 +C  3.57 65.39+3.85 A
TO- Testigo 92.86 tA 4.13 0.0+x4.44D

*Medias estadisticas con letras distintas son significativamente diferentes

(Tukey; p=<0,05).

Figura 11: Hojas de los tratamientos después 24 h después de la ultima
aplicacion de quitosano, A) T1- 0.0125 %, B) T2- 0.025 %, C) T3- 0.05 %, D) T4-
0.1 %, E) T5- 0.2 % y F) testigo (agua).

4.3. Comprobacién de laactividad antagonica del quitosano en contra
de Oidiopsis taurica en condiciones de invernadero

En el estudio realizado directamente en plantas de chile serrano, se pudieron
apreciar resultados similares que, en el ensayo en condiciones de laboratorio,
donde al aumentar la concentracion del quitosano disminuyo los porcentajes de
incidencia y severidad, y a su vez aumento la EC de la enfermedad, siendo el
mejor tratamiento la concentracion de 0.2 % de quitosano (T5) la que logro los
mejores resultados, presentado apenas el 4.55 % de incidencia con una
severidad del 8.75 % y logrando una EC de la enfermedad del 90.79 %
estadisticamente superior a los de mas tratamientos, especialmente al testigo el
gue presento los mayores porcentajes de incidencia (98.57 %) y severidad (95
%) como se puede apreciar en la tabla 4, y se pudo observar en la figura 12,
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donde se aprecia que como en las hojas de las plantas se disminuye la presencia
de la cenicilla con forme aumenta la concentraciéon del quitosano. En el
tratamiento de 0.2 % de quitosano (Fig. 12- E) no se observo la presencia de
este hongo, mientras que en el testigo (Fig. 12- F) las hojas estan cubiertas por
micelio y esporas de este ascomiceto, dandole una apariencia blanquecina y

polvosa.

Dafermos et al., (2012) reportan una reduccion del 15 % del dafio causado por
Leveillula taurica (O. taurica anamorfo) en plantas de tomate mediante la
aplicacion de quitosano a una concentracion de 500 gr/l. Con respecto al control
quimico de L. taurica Mauricio y Leal (2011), mediante la aplicacion de
tratamientos de azufre a concentraciones de 0.75, 1 y 1.25 kg/cilindro lograron
reducir los dafios causados por este hongo en alcachofa, logrando incidencias
(38.02, 29.96 y 27.90 %) y severidades menores (24.91, 20.42 y 19.13 %) que
en el testigo (36.26 y 53.15 %) respectivamente, logrando una eficacia de control
(50, 67 y 71 %). Por su parte Longone et al., (2020) al realizar aplicaciones de
una mezcla de Boscalid 25,2% + Pyraclostrobin 12,8% en el cultivo de pimiento
en invernadero, obtuvieron una incidencia de este hongo de un 50 % y con una
severidad del 14 %, resultados inferiores a los obtenidos en nuestra
investigacion, ya que con la aplicacion del 0.2% se logré obtener una menor
incidencia y severidad de la enfermedad (4.55y 8.75 %), lo cual se reflejo en una
mayor EC (90.79 %) comparativamente mayor a la obtenida por dichos autores
y muy similares a los obtenidos por Arici y Ozkaya (2022) quienes lograron un
87 y 89% de control de esta enfermedad mediante la aplicacion de un fungicida

a base de una mezcla de 200 g/L de Fluopyram méas 200 g L/1 de Tebuconazole.

Tabla 4: Porcentaje de incidencia, severidad y eficacia de control de Oidiopsis
taurica después de la aplicaciéon de los tratamientos.

Tratamientos % incidencia % Severidad % Eficacia de
Medias + E.E Medias + E.E Control

Medias + E.E

T1- 0.0125 40.28 +6.93 B 51.25+5.38B 46.05 +5.66 C
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T2-0.025 41.28 +6.28 B 41.25+9.19B 56.58 +9.67 C

T3-0.05 29.51+4.79B 26.25+6.06 C 72.37 +6.38 B
T4-0.1 11.84+3.33C 15.00 +1.53 CD 84.21 +1.61 AB
T5-0.2 455+288C 8.75+1.53D 90.79+1.61 A
TO- Testigo 98.57 £+ 1.43 A 95.00+1.25 A 1.06 +0.26 D

*Medias estadisticas con letras distintas son significativamente diferentes
(Tukey; p<0,05).

Figura 12: Plantas de chile 24 h después de la dltima aplicacién de los
tratamientos de quitosano, A) T1- 0.0125 %, B) T2- 0.025 %, C) T3- 0.05 %, D)
T4- 0.1 %, E) T5- 0.2 % y F) testigo (agua).

El quitosano posee diferentes modos de accibn como lo son, afectar la
permeabilidad de la membrana celular del hongo lo que ocasiona su ruptura y la
salida de nutrientes (CA*, K* y proteinas), forman canales artificiales de
transporte de moléculas lipidicas lo que ocasiona desorganizacion de las
membranas (Jiménez et al., 2020; Rodriguez-Pedroso et al., 2021), causa la
pérdida del contenido de las esporas y la ruptura de la vacuola (Jiménez et al.,

2020), dichos efectos podrian tener relacion a lo observado en este estudio, ya
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que al realizar observaciones de las esporas y micelio de O. taurica al
microscopio compuesto, estas se observaron deshidratadas y secas, esto a las
24 h después de la aplicacion de los tratamientos con quitosano (Fig. 13- A),
mientras que en el tratamiento testigo sin quitosano no presentaron estas
caracteristicas (Fig. 13- B), por lo cual se podria considerar a este biopolimero
como una alternativa al uso de compuestos quimicos en el control de O. taurica,
ademas, teniendo como ventaja de que no afecta a la salud de las personas y
del medio ambiente (Pasotti et al., 2020).

Figura 13: Esporas de Oidiopsis taurica vistas al microscopio compuesto 24 h
después de la aplicacién de los tratamientos. A) Tratamiento con quitosano al
2% y B) tratamiento testigo.
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5. CONCLUSIONES

A través de la observacion microscopica, se confirmo que el agente causal de la
cenicilla polvorienta en el cultivo de chile serrano corresponde a la especie O.

taurica basados en sus estructuras de reproduccion y crecimiento.

Se demostré que la severidad de la enfermedad en la planta de chile disminuye
progresivamente conforme se incrementa la concentracion del biopolimero,
donde se alcanza una eficiencia de control del 65.39% con la aplicacion de 0.2%
de quitosano en solucién en experimentos en condiciones de laboratorio, aunque
para invernadero al aplicar esa misma concentracion reflejé una efectividad del
90.79%.

Se concluye que el quitosano, obtenido de la cascara de camaron, mediante la
fermentaciéon bacteriana, es una bioalternativa eficaz al uso de fungicidas de
sintesis quimica para el manejo y control de la cenicilla del cultivo del chile

serrano provocada por Oidiopsis taurica.
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