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ABSTRACT

Currently, the use of agrochemicals is necessary for the production of
foodstuffs of agroindustrial interest such as tomatoes (Solanum lycopersicum
L.). These are applied mainly as growth stimulants for the crop; however,
they also bring with them problems that affect the environment and human
health, so better alternatives are being sought to reduce their use; given this,
chitosan is presented as an option for plant biostimulants. The objective of this
research was to study the effect of chitosan extracted from the shell of Romaleon
setosum (Molina, 1782) or “hairy crab” on the germination and development of
S. lycopersicum seedlings. The extracted chitosan was applied to tomato seeds at
concentrations of 1000, 2000, and 3000 mg/1, and germination percentage was
evaluated after 10 days and growth indicators every seven days over three weeks.
The results showed that the seeds treated with chitosan had a stimulating effect
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on the indicators of fresh biomass and dry biomass, especially on radicle length,
but not on seed germination or stem length. Of the concentrations applied, 1000
mg/L showed the best results in the indicators evaluated.
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RESUMEN

En la actualidad el uso de agroquimicos es necesario para la produccion
de alimentos de interés agroindustrial como el tomate (Solanum lycopersicum
L.). Estos se aplican principalmente como estimulantes de crecimiento para el
cultivo; sin embargo, también traen consigo problemas que afectan al medio
ambiente y la salud humana, por lo que se busca mejores alternativas que
permitan la reduccién de su uso; ante esto, el quitosano se presenta como una
opcion de bioestimulante en plantas. El objetivo de este trabajo de investigacion
fue estudiar el efecto del quitosano extraido del caparazéon de Romaleon setosum
(Molina, 1782) o “cangrejo peludo” en la germinaciéon y desarrollo de plantulas
de S. lycopersicum. El quitosano extraido fue aplicado a las semillas de tomate
a concentraciones de 1000, 2000 y 3000 mg/1, y se evalud el porcentaje de
germinacion luego de 10 dias y los indicadores de crecimiento cada siete dias
en un periodo de tres semanas. Los resultados mostraron que las semillas
tratadas con quitosano presentaron efecto estimulante en los indicadores de
biomasa fresca y biomasa seca, y sobre todo en la longitud de radicula, mas
no para la germinacion de semillas, ni en la longitud de tallo. Mientras que, de
las concentraciones aplicadas, fue la de 1000 mg/L la que presenté mejores
resultados en los indicadores evaluados.

Palabras claves: bioestimulante — crecimiento — grado de desacetilacién —
tomate
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INTRODUCCION

El quitosano es un biopolimero no
toxico, ni irritante (Boeriu & van den
Broek, 2019), que se obtiene por la re-
accion de desacetilacion de la quitina,
el cual se puede extraer del exoesque-
leto de artrépodos (Mati-Baouche et
al., 2014; Malerba & Cerana, 2016);
siendo los crustaceos, como Romaleon
setosum (Molina, 1782) conocido como
cangrejo peludo, los de mas facil ob-
tencion y menor costo (Shahrajabian
et al., 2021).

Las aplicaciones del quitosano se
presentan en diversos campos, como
la industria agricola (bioestimulante
y fungicidas), en la medicina
(cicatrizacion de heridas, produccion
de suturas y cremas bactericidas) y en
la industria cosmética (bactericida en
jabones y champus, hidratante para la
piel y pasta dental) (Romero & Pereira,
2020). Porsuactividad bioestimuladora
comprobada en varias plantas,
relacionadas con la produccién de
metabolitos secundarios, reguladores
del crecimiento y agentes antiestrés
(Hidangmayum et al., 2019; Stasinska
& Hawrylak, 2022), puede
utilizado para reemplazar el uso de los
agroquimicos (fertilizantes y fungicidas
quimicos), que actualmente se aplican
en grandes cantidades en los cultivos
y generan un impacto negativo sobre
el medio ambiente (Veobides et al,
2018; Shahrajabian et al., 2021).

Basandose en lo descrito anterior-
mente, se resalta la importancia de
estudiar el efecto bioestimulante del
quitosano en plantas interés mun-
dial como por ejemplo el tomate Sola-
num lycopersicum L., debido a que los

SEer

principios activos que contienen los
bioestimulantes actiian en ella e in-
crementan su desarrollo mejorando la
productividad y calidad del fruto, asi
como también fortaleciendo la resis-
tencia a enfermedades (Larez-Velas-
quez et al., 2019); asi mismo el tomate,
viene siendo la hortaliza mas consumi-
da en el mercado global después de la
papa (MINAM, 2020), con una produc-
cion mundial que para el afio 2019,
que bordea los 180.766 millones de t
(Reyes-Pérez et al., 2020; Mejia, 2022),
la cual demanda mecanismos que ga-
ranticen su produccion reduciendo los
efectos negativos propios de los quimi-
cos y que sean saludables para el con-
sumidor (CEDRSSA, 2020).

Esta investigacion como
objetivo evaluar y comparar el efecto
bioestimulante del quitosano a
diferentes concentraciones, extraido
de los caparazones de R. setosum, en la
germinacion y desarrollo de plantulas
de S. lycopersicum, con esto evalub
el indicador de germinaciéon y los
indicadores de crecimiento (longitud
de tallo y radicula, biomasa fresca y
seca).

tuvo

MATERIALES Y METODOS

El trabajo de investigacién se
realizO0 en las instalaciones del
Laboratorio de Biologia Aplicada de la
Empresa Nindecyt, Los Olivos, Lima
(11°58°53”S 77°04’04”W), entre los
meses de mayo y octubre del 2022;
tuvo como poblacion un paquete de
aproximadamente 1000 semillas de
S. lycopersicum de la marca “A&S”, y
se tom6 como muestra 180 semillas
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para la prueba experimental. Por otra
parte, los caparazones de R. setosum
(22 unidades) que fueron utilizados
para la obtencion del quitosano, se
adquirieron del Mercado Mayorista
Pesquero del Callao, Peru.

Obtencion del quitosano

Se realiz6 en base a las cinco etapas
descritas por Bonfante et al. (2018). Se
inici6 conlalimpieza delos caparazones
adquiridos, secado (90°C por S h),
molido y cernido. Luego se procedio
con el proceso de despigmentacion,
para la cual se mezclo alcohol al 85 %
con la muestra cernida, seguido de la
desmineralizacion, en la que se mezclo
HC1 a concentraciéon de 1,5M con la
muestra despigmentada (1:10), a una
velocidad de mezcla con el agitador a
500 rpm por 3 horas a temperatura
ambiente.

La siguiente etapa fue la despro-
teinizacion, en la que se mezclé NaOH
a 1M y la muestra desmineralizada
(1:10), a S00 rpm por 2 h (80°C). Final-
mente, la desacetilacion, para la cual
se mezclé NaOH al 50 % y la muestra
desproteinizada (1:10), a 500 rpm por
3 h (100°C), luego se filtro al vacio con
una bomba, se lavé hasta registrar un
pH de 7, se volvié a filtrar y se seco
utilizando la estufa a 65°C por 6 h.

Caracterizacion del quitosano

La muestra
caracterizo bajo el procedimiento de
titulacién potenciométrica de Pluas
& Véliz (2018), para lo cual se tituld
25 mL de una solucién de quitosano y
HC10,3N al 1 % p/v con NaOH a 0,1N,
y luego se midi6 el pH de la solucion

desacetilada se

por cada 2 mL de agente titulante
agregado hasta observar la formacion
de agregados gelatinosos.

Los datos obtenidos se tabularon
y graficaron, comparando la primera
derivada de pH/v vs. cantidad de
NaOH anadido, para obtener dos
puntos de inflexion y con ello aplicar
la siguiente relacion matematica para
el calculo del grado de desacetilacion:

D =16.1(y —)():

donde, “x” es el primer punto de
inflexion (ml), “y” es el segundo punto
de inflexién (mL), “N” es la normalidad
de NaOH y “m” es peso utilizado del
quitosano (g).

Aplicaci6on del quitosano

Las semillas se desinfectaron con
agua agregando 10% de hipoclorito
de sodio del volumen total, por 30
min. Luego se sumergieron en tres
soluciones diferentes de quitosano
(1000, 2000 y 3000 mg/l) y una
solucion control (agua) por 4 h (Garcia,
2019). Después, se colocaron las
semillas en placas Petri con papel filtro
humedecido con agua destilada por 10
dias, para con ello obtener el primer
indicador a evaluar, el porcentaje de
semillas germinadas.

Las semillas germinadas fueron
plantadas en vasos descartables de
10 onzas con sustrato preparado, de
estas se escogieron al azar 15 plantulas
por concentraciéon aplicada para ser
evaluadas en 3 repeticiones con 5
plantulas cada una, incluyendo el
control, en un periodo de 3 semanas,
donde semanalmente se monitorearon



Effect of chitosan extracted from Romaleon setosum on Solanum lycopersicum

los indicadores relacionados al
crecimiento. Estos indicadores incluian
la longitud del tallo (medida desde la
base del tallo hasta la parte apical), la
longitud de radicula (medida desde la
base del tallo hasta la parte final de
la raiz principal) y la biomasa fresca y
seca (el peso vegetal antes y después del
secado en estufa a 80°C con intervalos
cada 10 minutos). Ademas, se
registraron los parametros ambientales
de temperatura (°C) y humedad relativa
(%).

Los datos obtenidos se graficaron
y compararon utilizando el programa
de Microsoft Excel vs 2016, mientras
que para evaluar las diferencias
significativas entre los tratamientos
y el grupo control se utiliz6 la prueba
ANOVA y prueba TUKEY mediante el
programa IBM SPSS Statistics vs25.

Aspectos éticos

Los resultados del presente
trabajo siguieron aspectos éticos
que contribuyen de forma positiva al
conocimiento cientifico y al buen uso
del ecosistema a través de las BPL-
Buenas Practicas de Laboratorio,

RESULTADOS Y DISCUSION

En los resultados con Ila
quitosano en
grado de desacetilacion se obtuvo un
valor de 77,28 + 1,56 %. Esto difiere
del quitosano comercial disponible
que presenta normalmente un grado
de desacetilaciébn >85% (Zerpa et
al.,, 2017). Diversos estudios han
demostrado que

en el grado de desacetilacion juegan

caracterizacion del

estas variaciones

un papel importante en la
disminucién o aumento del efecto
bactericida, fungicida, asi como de
su efecto regulador de la germinacion
de semillas, del crecimiento, vigor de
las plantas y el rendimiento agricola
(Colina et al., 2014).

muy

Porcentaje de germinacion

Luego de los 10 dias, se observo
que la concentracion de 1000 mg/L
tuvo un mayor porcentaje de semillas
germinadas (88,9 %) en comparacion el
resto, ademas, el grupo control tuvo el
100% de germinacion. Este resultado es
semejante a lo observado por Enriquez-
Acosta & Reyes-Pérez (2018) donde al
aplicar esta misma concentracion a
las semillas de S. lycopersicum pero
del producto Quitomax ® (un producto
quimico a base de quitosano), a base de
quitosano, obtuvieron el mayor nimero
de semillas germinadas en cada dia
de evaluacion (7 dias en total); sin
embargo, en todos sus tratamientos
registraron valores mayores al control,
a diferencia de lo observado en presente
trabajo donde después de los 10 dias
del experimento los porcentajes del
grupo experimental fueron menores al
control.

Longitud de tallo

Se observo que la concentracion
de 1000 mg/L de quitosano presento
mejores resultados en la semana 1y 3
de evaluacion (49,71 mm y 67,04 mm
respectivamente) y la concentracion
de 2000 mg/l1 en la semana 2 (61.29
mm). Sin embargo, todas estas
longitudes fueron menores a las que
present6 el grupo control, como se
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observa en la figura 3A. Por su parte
los trabajos de Gustavo-Gonzalez et
al. (2021) y Enriquez-Acosta & Reyes-
Pérez (2018) presentaron resultados
semejantes utilizando Quitomax ® a
la concentraciéon de 1g /1 (1000mg/])
frente al control. En este caso, los
valores del grupo experimental no
superaron a los obtenidos en el grupo
control, por lo que no se presenta
un efecto estimulante para las
concentraciones aplicadas, siendo
esto comprobado con la significancia
obtenida de las pruebas estadisticas
realizadas.

Longitud de radicula

En la evaluacion de la longitud
de la radicula se observé que en la
semana 1 y 3 se obtuvo un mejor
resultado para la concentracion de
quitosano a 3000 mg/1 (50,91 mm y
46,88 mm respectivamente) y para la
semana 2 el mejor valor se obtuvo a
la concentracion de 1000 mg/1 (47,37
mm), siendo estas dos concentraciones
las mas favorables de los tratamientos
junto con el control (Ver figura 2B).
Esto es semejante a lo obtenido por
Enriquez-Acosta & Reyes-Pérez (2018)
que trabajo en S. lycopersicum a tres
concentraciones diferentes, siendo la
concentracion de 1000mg/11a que tuvo
mejores resultados; ademas, para el
presente trabajo los resultados de las
diferentes concentraciones aplicadas
para este indicador superaron, aunque
no significativamente, a los del grupo
control.

Biomasa fresca

Se observo que en la semana 1
las concentraciones de 1000 mg/L
y 2000 mg/L (24,3 mg y 23,6 mg,
respectivamente), y en la semana 2
y 3 la concentracion de 2000 mg/L
(27,5 mgy 32,2 mg, respectivamente),
dieron buenos resultados (figura
2C). Estos resultados se asemejan
a los obtenidos en el trabajo de
Garcia (2019), el cual a los 15 dias
de la siembra de las plantulas de S.
lycopersicum present6 mejores valores
para la concentracion de 2 g/L (2000
mg/L) con un promedio de 7,15 g,
aunque para el presente caso los
resultados no fueron estadisticamente
significativos.

Biomasa seca

Para la evaluacion del peso, en la
semana 2, la concentracion de 1000
mg/L (16,1 mg)dio el mejor resultado;y
al compararlo con el control la mayoria
de las evaluaciones tuvieron valores
mas altos, tal como se observa en la
figura 2D, siendo estadisticamente no
significativo, esto guarda relaciéon con
los resultados de los indicadores ya
evaluados de crecimiento, ello se basa
en que el peso seco es proporcional
al crecimiento de la planta, pues
nos permite determinar el carbono
fotoasimilado que pasara a formar
parte de su estructura (Di Benedetto
& Tognetti, 2016).
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Tabla 1. Tabla de indicadores de crecimiento y desarrollo de Solanum
lycopersicum para cada concentracion de quitosano aplicado y control.

CONTROL 1000 mg/L 2000 mg/L 3000 mg/L
Germinacion de semillas 100 88,9 86,7 82,2
Longitud del tallo 68,81 67,04 62,97 53,36
Longitud de la radicula 38,12 40,32 45,37 46,88
Biomasa fresca 0,0107 0,0119 0,0115 0,0102
Biomasa seca 0,031 0,030 0,032 0,022

Al realizar la prueba de ANOVA
y la prueba TUKEY solo se observo
diferencias significativas (P < 0,05) de
los grupos experimentales respecto al
control para el indicador de longitud
del tallo, en la semana 1 para las tres
concentraciones (0,018, 0,009 y 0,001
respectivamente) y en la semana 3 para
concentracion de 3000 mg/L (0,003);
y el indicador de biomasa fresca, en
la semana 3 para la concentraciéon de
3000 mg/L (0,01).

Finalmente, en la mediciéon de los
parametros, la temperatura promedio
fue de 20,9 °C y la humedad relativa
promedio fue de 60,4%.

Los resultados de la germinaciéon
y desarrollo en S. lycopersicum se
deberia a la accién del quitosano
como estimulador del metabolismo
vegetal, esto dado por receptores de
naturaleza proteica que se encuentran
en las células vegetales, que se
unirian al biopolimero y activarian
diversas reacciones de tipo celular,
flujo de iones, despolarizacién de
membranas y la sintesis de enzimas
como fenilalanina amonio liasa (PAL),
proteasas, quitinasas y celulasas
(Gonzalez et al., 2014). Otros autores

sugieren que el quitosano también
puede inducir una senal para la
sintesis de fitohormonas como las
giberelinas y las auxinas para mejorar
el crecimiento y desarrollo de la planta
(Mukhtar et al., 2020).

Se concluye que el quitosano
extraido a partir del caparazén de
R. setosum presenté un grado de
desacetilacion de 77,28 + 1,56 %. La
aplicacién del quitosano obtenido en
S. lycopersicum presentdé un efecto
bioestimulante, frente al control,
para los indicadores de longitud de
radicula, biomasa fresca y biomasa
seca, mas no para la germinacion
de semillas ni para el indicador de
longitud de tallo. La concentracion
de 1000 mg/L de quitosano presento
los mejores resultados sobre los
indicadores evaluados, sobre todo
para biomasa seca y longitud de
radicula. El indicador de longitud
de radicula present6 el mayor
efecto bioestimulante para sus tres
concentraciones aplicadas, siendo
las de mejores resultados la de 1000
mg/L y 3000 mg/L.
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