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RESUMEN

Fusarium verticillioides (=Fusarium moniliforme Sheld.) Nirenberg es uno de los hongos mas
frecuentemente detectado en diversos granos y produce las micotoxinas conocidas como fumonisinas. Las
fumonisinas generan una diversidad de efectos biolégicos en animales. En humanos se han asociado con
altas tasas de cancer esofageal en lugares del mundo donde el maiz es la principal fuente de alimentos. El
objetivo de este estudio fue determinar el efecto inhibitorio del quitosano sobre el crecimiento radial de la
Fusarium verticillioides. El crecimiento radial fue evaluado utilizando agar papa dextrosa (PDA) con 1,0,
2,0, 3,0,y4,0 g/L de quitosano de baja, media y alta viscosidad. Los resultados mostraron que el quitosano
de baja viscosidad (4 g/L) (P < 0,05) present6 la mayor inhibicion de crecimiento radial. La concentracion
requerida para retardar en un 50% (CQso) el crecimiento radial fue de 3,05 g/L de quitosano de baja
viscosidad. Estos resultados indican que el quitosano puede ser una efectiva alternativa natural para el
control de la F. verticillioides.
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ABSTRACT

Background: Fusarium verticillioides (=Fusarium moniliforme Sheld.) Nirenberg is one of the
most prevalent fungi which has been detected in commodities worldwide, produces the novel mycotoxins
fumonisins. Fumonisins generate a wide range of biological effects in animals. In humans, they have been
associated with high rates of esophageal cancer in areas of the world where corn is the main food source.

The aim of this work was to determine the inhibitory effect of chitosan on the radial growth of
Fusarium verticillioides.The radial extension growth was evaluated using potato dextrose agar (PDA)
amended with 1.0, 2.0, 3.0, and 4.0 g/L of commercial chitosan of low, medium and high viscosity.
Results showed that low viscosity chitosan (4 g/L) had the highest inhibitory effect (P < 0.05) on radial
extension growth (75.1%). The concentration required to delay 50% (CQso) of radial growth was 3.05 g/L
of low viscosity chitosan.

These results indicate that chitosan might be a natural and effective alternative for the control of F.

verticillioides.
Key words: Fusarium verticillioides, chitosan, viscosity.

INTRODUCCION
En México, dado el alto consumo de maiz se han realizado estudios sobre la incidencia de la
Fusarium verticillioides (= F. moniliforme) y sus toxinas, donde se describen los riesgos del
consumo de maiz contaminado con el hongo y sus metabolitos [1]. Esta situacién obliga a la
busqueda de procedimientos que permitan inhibir el crecimiento de F. verticillioides. El quitosano
representa una potencial alternativa al empleo de agentes quimicos para preservar productos

agropecuarios contra la contaminacion fungica, como se ha reportado para maiz, tomate y uvas,
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entre otros [2-4]. Se ha observado que reduce el crecimiento radial en algunos hongos afectando su
morfologia y la ultraestructura. Mediante microscopia electronica se ha demostrado que estas
alteraciones ultracelulares estan relacionadas con el aumento de la vacuolacion, contraccion y
alteraciones de la membrana plasmatica, espesamiento o engrosamiento de la pared celular e incluso
agregacion citoplasmatica [5]. Por lo que en este estudio se evalué la concentracion in vitro

adecuada para controlar el crecimiento radial in vitro de F. verticillioides.

PARTE EXPERIMENTAL

Se utilizo un cepa de F. verticillioides de la coleccion del Departamento de Investigacion y
Posgrado en Alimentos de la Universidad de Sonora, México. Se prepar6 un indculo en matraces
con agar papa dextrosa (PDA) y se incubd durante 5 dias a 25°C. Posteriormente se adiciond al
indculo 20 mL de Tween-20 al 0,1% (v/v) estéril y se agitdé con barra magnética por 5 minutos. Se
determind la concentracion de las esporas suspendidas mediante conteo en una camara de
Neubauer.

Se preparo quitosano (Fluka BioChemika, Japdn) de baja (200 mPa.s), media (200-400 mPa.s)
y alta viscosidad (> 400 mPa.s) en &cido acetico 0,1 M, con agitacion a 25°C hasta disolver
completamente y se esterilizaron a 121°C durante 15 minutos. Posteriormente, se prepararon medios
de cultivo con agar papa dextrosa (PDA) acidificado con acido acético 0,1 M estéril mezclado con
quitosano y se obtuvieron soluciones de 1, 2, 3y 4 g/L de quitosano para cada tipo de quitosano y
control acidificado con &cido acético 0,1 M (medio PDA sin quitosano). Se vaciaron 20 mL de
medio de cultivo en caja Petri. Con una pipeta Pasteur se hizo un pozo de 0,6 cm de didmetro en el
centro de la caja y se deposit6 una concentracion 1 x 10° esporas/mL de indculo. Se incub6 a 25°C y
fotoperiodos de 12 horas luz-oscuridad y se midié manualmente dos didmetros de la colonia cada 24
horas por placa. Se calculo el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial con la ecuacion descrita
por Plascencia-Jatomea et al. [6]. El ensayo se hizo por triplicado.

Ademas, se determiné la concentracion minima de quitosano para retardar el crecimiento del
hongo un 50%, con respecto al control (CQso) obtenida de crecimiento radial. Se analizaron los
datos y obtuvieron curvas de crecimiento radial con el programa Microsoft EXCEL 2000. Asi
mismo, se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey con el programa estadistico
SPSS 8.0. El analisis Probit se realizé utilizando el programa estadistico NCSS 2000 (NCSS Inc.,
USA) para obtener el valor CQx.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la evaluacion del crecimiento radial mostraron que los quitosanos de alta,
media y baja viscosidad inhiben el crecimiento radial del hongo con respecto al control (PDA
acidificado). Se encontré diferencia significativa (P < 0,05) entre los tratamientos con quitosano y el
control en el crecimiento radial. En las Figuras 1-3 se presentan las cinéticas de crecimiento radial de
F. verticillioides para cada tipo de quitosano.

Ademas, se encontrd diferencia significativa (P < 0,05) en el porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial en los tratamientos con quitosano de alta, media y baja viscosidad en todos los

tratamientos con quitosano (Tabla 1).
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Figura 1. Efecto de la concentracién de quitosano de alta viscosidad sobre el radio de la
colonia de Fusarium verticillioides en PDA a 25°C.
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Figura 2. Efecto de la concentracion de quitosano de media viscosidad sobre el radio de la
colonia de Fusarium verticillioides en PDA a 25°C.
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Figura 3. Efecto de la concentracion de quitosano de baja viscosidad sobre el radio de la colonia de
Fusarium verticillioides en PDA a 25°C.

Tabla 1. Efecto de la concentracion de quitosano sobre la inhibicién de
crecimiento radial de Fusarium verticillioides en PDA con tratamientos de quitosano
de alta, media y baja viscosidad a las 264 horas, con respecto a un control al 100% de
crecimiento radial a 25°C.

Concentracion de % inhibitorio
quitosano en medio
PDA
QAV QMV QBV
0 g/L (PDA con é&cido 0? 0? 0?
acético 0,1M)
1g/L 21+ 11% 38+ 2° 29+ 1°
2g/L 37+ 2™ 29+ Q" 39+ 1°
3g/L 40+ 2 29+ 1° 48+ 6°
4 g/L 47+ 4° 47+13° 75+ 2°

Valores promedio de tres replicas. QAV = quitosano de alta viscosidad, QMV = quitosano
de media viscosidad, QBV = quitosano de baja viscosidad. Diferente superindice (dentro de
cada columna) indican diferente grupo estadistico (P < 0,05).

El tratamiento de mayor efectividad fue el quitosano de baja viscosidad a una concentracion
de 4 g/L, retardando el crecimiento radial del hongo un 75 £ 2% y su velocidad de extension radial
(obtenida de la pendiente de la recta de cinéticas de crecimiento radial) fue de 80 £ 20 micras/hora
(R =0,974 + 0,011), mientras que en el control se obtuvo una velocidad de 160 + 10 micras/hora (R
= 0,990 + 0,002). El quitosano de alta viscosidad en concentracion de 1 g/L, fue el menos inhibitorio
con una inhibicién del 21 + 11% y la velocidad de extension radial fue de 100 + 5 micras/hora (R =

0,964 £ 0,001). Asi mismo, las velocidades de extension radial no presentaron diferencia
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significativa (P > 0,05) entre los quitosanos (alta, media y baja viscosidad), pero si hay diferencia
significativa (P < 0,05) entre quitosanos y control.

Mediante andlisis Probit se calculd la CQsy para quitosanos de alta y baja viscosidad. Este
indico que el quitosano comercial mas efectivo para controlar el crecimiento radial del hongo es el
de baja viscosidad, en una concentracion de 3,05 g/L cantidad con la cual es posible reducir en un
50% el crecimiento de F. verticillioides a las 264 horas con respecto a un control, mientras que para
el quitosano de alta viscosidad la CQsg fue de 4,056.

Estos resultados concuerdan con la inhibicién encontrada en presencia de quitosano para otras
especies de hongos. Benhamou et al. [7] reportan que en concentraciones menores a 1 g/L hay
inhibicién de crecimiento de Fusarium oxysporum. Bautista-Bafios et al. [8] encontré inhibicién en
presencia de quitosano sobre el crecimiento de Fusarium oxysporum, Penicillium digitatum y
Rhizopus stolonifer. Mientras que Neven et al. [9] reporta inhibicion de crecimiento de Fusarium
oxysporum conforme se incrementaba la dosis y encontraron que en Trichoderma harzianum causa
mutaciones genéticas en la colonia, visibles en el cambio de la coloracién de la colonia en medio
PDA.

Por otra parte, EI Ghaouth et al. [10] reportan inhibicion en presencia de quitosano de jaiba
mayor al 50%, a una concentracion de 3 g/L a las 168 horas para Botrytis cinerea y para Rhizopus
stolonifer a las 72 horas, reportan que altas concentraciones de quitosano inducen cambios
morfoldgicos caracterizado por un excesivo engrosamiento de la hifa y atribuyen reduccion de la
inhibicion a la propiedad fungistatica del quitosano y no fungicida debido a la produccién de
enzimas de defensa.

Las variaciones sobre el crecimiento radial con respecto a las concentraciones de quitosano y
tipo de quitosano, se pueden atribuir a la adaptacion del hongo, por las diferencias de la viscosidad,
grado de desacetilacion y el tamafio molecular [4]. Laflamme et al. [5] reportaron mediante estudios
microscopicos que el quitosano altera la morfologia fungica al estar el hongo en contacto con el
quitosano.

Ademas, se ha propuesto que la interaccion de las cargas positivas del quitosano con las
cargas negativas de la membrana celular, causa aglutinaciones que alteran la permeabilidad de la
célula [11,12]. Asi mismo, el quitosano presenta propiedades quelantes que atrapan metales
necesarios para el crecimiento. También persiste el modelo de que el quitosano interacciona con el

DNA inhibiendo la sintesis de RNA mensajero y de proteinas [13].
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Una vez adaptado el hongo, la viscosidad del quitosano no afecta la velocidad de crecimiento
radial, lo que parece indicar que el quitosano afecta la fase inicial del crecimiento del hongo, es decir,

durante la germinacion de la espora [6].

CONCLUSIONES

El tratamiento mas efectivo para controlar el crecimiento radial de F. verticilliodes in vitro en
medio PDA acidificado en un 50% es el quitosano de baja viscosidad. Ademas, se calculo la CQsde
quitosano de baja viscosidad, que es de 3 g/L, la cual se recomienda utilizar para evaluar el efecto
sobre germinacion de esporas y produccién de micotoxinas producidas por F. verticillioides in

vitro y valorar el uso de quitosano para tratamiento preventivo de control.
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