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@Resumen:

Metodologia mediante el uso del quitosano, un
biopolimero natural, para modificar la produccion de
compuestos organicos volatiles (COVs) procedentes
de plantas de platanera. Mediante este método se
activa el metabolismo de COVs que defienden a la
planta frente a diversos estreses, y que promueven su
crecimiento, por lo que presenta una potencial utilidad
en la agricultura, sustituyendo a los fertilizantes
guimicos y los fitosanitarios toxicos. Esta metodologia
es, por tanto, susceptible de ser explotada industrial y
comercialmente.
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DESCRIPCION

USO DEL QUITOSANO PARA INCREMENTAR LA PRODUCCION DE COMPUESTOS
ORGANICOS VOLATILES DE LA PLANTA PLATANERA DEL GENERO MUSA

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencién se encuadra en el campo general de la agrobiotecnologia y, en
particular se refiere al uso y aplicacion del quitosano para modificar la expresién vy
produccion de compuestos organicos volatiles de plantas de platanera del género Musa,

como, por ejemplo, la planta platanera Musa acuminata o Musa balbisiana.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El abuso de pesticidas y fertilizantes genera contaminacion ambiental, eutrofizacién y
pérdida de biodiversidad. Por ello, actualmente se estd fomentando el uso de aditivos
organicos agricolas que generen un menor impacto ambiental. El quitosano es un
biopolimero ecolégico, con baja toxicidad e impacto ambiental, y con aplicaciones
interesantes en el ambito de la agricultura [1]. En particular, estimula las defensas de las
plantas y mejora su crecimiento [2], [3]. El efecto promotor del quitosano puede atribuirse a
su capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias, de hongos fitopatégenos y

micoparasitos, afectando a la germinacién y a la morfologia de las hifas [2], [4], [5].

El quitosano, es un biopolimero natural, que se extrae mediante la desacetilacion parcial de
la quitina, siendo su fuente principal, son los exoesqueletos de crustaceos y moluscos,

productos provenientes de los desechos de la industria marisquera.

Las caracteristicas del quitosano le confieren un papel de gran importancia en una amplia
gama de sectores industriales con aplicaciones médicas, biotecnolégicas y agricolas, por

dar algunos ejemplos importantes [5], [6].

Por otro lado, Musa acuminata Colla es una especie silvestre de platanera nativa del
sudeste asiatico [7]. Musa acuminata, es una monocotileddnea perteneciente a la familia

Musaceae, con tres géneros, Musa, Ensete y Musella, de los cuales Musa esta
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representado por 65 especies [7]. La mayoria de los platanos comestibles del mundo estan
incluidos dentro del género Musa. Las variedades comerciales de plataneras se originan de

la hibridacion entre dos especies de plataneras silvestres, M. acuminata y M. balbisiana [8].

Las plataneras (Musa spp.) son un cultivo tropical y subtropical, con valores econémicos y
nutricionales clave, fundamentales para la seguridad alimentaria mundial. También se
cultivan las plataneras con fines ornamentales y para fibra [8]. Clasificada como la cuarta
en términos de produccion de fruta en los paises en desarrollo, la platanera (Musa spp.) se

cultiva en 130 paises, ocupando mas de 10,5 millones de hectareas en todo el mundo [9].

Por otro lado, los compuestos organicos volatiles (COV) son moléculas cuya presién de
vapor es de al menos 0,01 kPa a 20 °C [10], y actuan como mediadores fundamentales en
la comunicacion de las plantas [11]. Los COVs se producen en diversos tejidos vegetales
[34] y se difunden por el aire, influyendo directa e indirectamente en otras plantas, insectos,
herbivoros e incluso seres humanos [12]. Los COVs permiten una rapida comunicacién
entre plantas y pueden activar su sistema de defensa frente a diversos estreses [13]. Los
COVs producidos por plantas, actian como mediadores en las interacciones entre las
plantas y los organismos que las rodean. Por ello, sus potenciales aplicaciones en

agricultura han sido amplio objeto de estudio [11].

Se ha estudiado el efecto inhibidor de los COVs sobre la germinaciéon de esporas y el
crecimiento de hifas en hongos patégenos [14]. Los COVs advierten a la planta, activando
su sistema de defensa para preparar la resistencia a un estrés ambiental proximo [13].
Presentan también, efectos alelopaticos, perjudicando el crecimiento de otras especies
vegetales potencialmente competidoras [11], [13]. Los COVs tienen también un papel
importante en la modificaciéon de las interacciones con otros niveles tréficos y en la
deteccion de organismos vecinos [11]. Pueden mediar en la defensa contra parasitos,
patégenos y depredadores y también, facilitar los procesos reproductivos o la competencia

entre especies [15].

Con respecto a las aplicaciones agricolas del quitosano, se ha demostrado que el
quitosano induce la tolerancia de las plantas contra estreses abiéticos, como la salinidad y
la sequia [3]. El quitosano posee propiedades antivirales, mejora la respuesta del huésped

a los virus y viroides, e inhibe la propagacion de la infeccion virica en el sistema de la
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planta [16]. Tiene actividad antimicrobiana de amplio espectro contra una gran variedad de
bacterias y hongos [3]. Presenta también, propiedades fertilizantes, complementando las
necesidades vegetales de nutrientes esenciales, mejorando el crecimiento y el desarrollo
vegetal [3], [5]. Por ultimo, se ha documentado la actividad antifungica del quitosano,
observando que afecta a la germinacién y a la morfologia de las hifas de hongos
patégenos [4], [17], [18]. El quitosano inhibe, ademas, el crecimiento de una amplia gama
de bacterias [16], [19].

Por otro lado, el efecto del quitosano en la induccién de COVs en plantas no ha sido muy
estudiado. Badiali et al., (2018), determinaron la eficacia del quitosano en la induccién de la
biosintesis de xantonas y COVs en las raices de Hypericum perforatum [20]. Yin et al.,
(2012), estudiaron los efectos del quitosano en el crecimiento y contenido de metabolitos
secundarios del orégano griego [21]. En el caso de las plantas de tomate, el quitosano
aumenta la formaciéon de los COVs con actividad inhibidora contra Botrytis. cinerea,

disminuyendo la susceptibilidad de la planta al hongo patégeno [22].

Nagarajan y Chandiramouli, (2018) comprobaron la calidad de los frutos de M. acuminata,
estudiando las interacciones entre COVs [23]. Sin embargo, el estudio de Berhal et al.,
(2017) fue el primero en caracterizar los COVs producidos por los dos tipos de plataneras
mas relevantes: Cavendish (AAA) y Platano del Pacifico (AAB) [9].

Finalmente, debemos dejar constancia de que en la patente num. ES2574588T3 divulga el
uso del quitosano para incrementar la esporulacion de hongos. En cambio, la presente
solicitud de patente contempla la aplicacién del quitosano en plantas para incrementar la
produccion de compuestos organicos volatiles (COVs) que participan activamente en la
respuesta de defensa de la planta. Es decir, segun nuestro estudio afadir a la planta una
determinada concentracion de quitosano favorece la defensa de ésta sobre ciertos
patégenos y/o estreses. Por tanto, no existe conflicto entre ambas patentes ya que no
tienen nada que ver, y no seria posible para un experto en la materia conociendo las
divulgaciones contenidas en la patente num. ES2574588T3 proponer una soluciéon en

plantas de platanera para mejorar su defensa.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidon permite modificar el perfil de compuestos organicos volatiles (COVs)

de plantas de platanera mediante la aplicacién de quitosano.

Por tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere al uso del quitosano para
incrementar la produccion de COVs en la planta platanera del género Musa, siendo dicha
planta aquella que se selecciona del grupo que consiste en Musa acuminata o Musa

balbisiana, entre otras plantas plataneras del género Musa.

Otro aspecto de la invencion se refiere al método para incrementar la produccién de
compuestos organicos volatiles de la planta platanera del género Musa que comprende: la
seleccién de una planta platanera del grupo que consiste en Musa acuminata o Musa
balbisiana, su incubacién con una solucién hidropdnica que comprende al menos quitosano
y el crecimiento de dicha planta platanera incubada en el medio de cultivo de la invencién,
en condiciones apropiadas para el incremento de produccidon de compuestos organicos

volatiles.

Otro aspecto de la invencion se refiere al método para la obtencién de compuestos
organicos volatiles para su uso como agente de control biolégico que comprende: la
seleccién de una planta platanera del grupo que consiste en Musa acuminata o Musa
balbisiana, su incubacién con una solucidon hidroponica que comprende al menos
quitosano, el crecimiento de la planta platanera seleccionada en condiciones apropiadas
para el incremento de produccién de compuesto organicos volatiles y el aislamiento de los

compuestos organicos volatiles producidos en el paso anterior.

En este sentido, la produccion de COVs obtenidos a partir del método detallado posibilita

su aplicacion industrial y comercial.

En una realizacion preferente de la invencioén, la solucién hidropdénica presenta una
concentracion de quitosano de entre 0,5 mg/ml y 6 mg/ml, siendo la concentracion de

quitosano mas preferente entre 1 mg/mly 5 mg/ml.

La invencion detallada anteriormente se basa en que la administracion a una planta de
platanera una dosis concreta de quitosano (anteriormente citadas) produce cambios en la

expresion y produccién de COVs en comparacion con el perfil de compuestos organicos
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volatiles de la planta sin tratar con quitosano.

La presente invencién describe una metodologia que se puede emplear con cualquier
planta de platanera. La especie de platanera que se emplea en el ejemplo para la

modificacién de su perfil de COVs es M. acuminata perteneciente al género Musa.

El quitosano empleado se administra a las plantas plataneras mediante soluciones
hidropdnicas. El quitosano se emplea disuelto en HCI (0.25 M) y posteriormente se ajusta el
pH de la disolucion con NaOH. El quitosano en polvo empleado se recomienda que
presente un peso molecular de 70 kDa y un grado de desacetilacion entre del 90.1 %. La
disolucién de quitosano se debe dializar para eliminar las sales y posteriormente se

esteriliza en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

En la presente invencion, tal como se detallara en el apartado de exposicion detallada de
los modos de realizacién, se introducen plantas de platanera el grupo de Musa acuminata
en una caja de cultivo, conocida comunmente como Magenta Box. Asi, se inoculan las

plantas plataneras seleccionadas con una de estas tres opciones:

- Con disoluciones hidropénicas control, sélo con sales de Gamborg,
- Con disoluciones hidropénicas con quitosano a una concentraciéon de 1 mg/ml.

- Con disoluciones hidropénicas con quitosano a una concentracion de 5 mg/ml.

Para captar los volatiles tempranos, las fibras captadoras de volatiles se disponen junto a
las plantas de platanera y se dejan captando COVs las primeras 24 horas. Mientras que
para captar los COVs tardios, las plantas platanera inoculadas se mantienen en contacto
con las soluciones hidropdénica durante 3 dias, captando los COVs sdlo durante las ultimas
24 horas.

La deteccion de COVs se realiza mediante la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (GC-MS), por microextraccion en fase sélida (HS-SPME). Para

comparar el perfil de COVs de las plantas plataneras tratadas con quitosano y sin tratar.

En la presente invencion se hace referencia a los términos “compuestos organicos

volatiles”, “COVs” y “volatiles” indistintamente.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la explicacion de la invencion y con objeto de ayudar a una mejor
comprension de las caracteristicas de la invencién, se acompafa como parte integrante de
dicha descripcion, un conjunto de imagenes donde con caracter ilustrativo y no limitativo,

se ha representado lo siguiente:

Figura 1. Se muestra el resultado obtenido de los COVs de Musa Acuminata que se
activan con el quitosano en los volatiles tempranos.
Figura 2. Se muestra el resultado obtenido de los COVs de Musa Acuminata que se

activan con el quitosano en los volatiles tardios.

EXPOSICION DETALLADA DE MODOS DE REALIZACION

A continuacion, se describe la invencion haciendo referencia a un ejemplo el cual se
proporciona con la unica intencién de ilustrar la metodologia, por lo que la invencion no se

limita Unicamente a lo descrito en el ejemplo.

Preparacién del quitosano:

Se emplea un quitosano, el cual fue denominado T8, que se presenta en un estado seco
en polvo, proveniente de caparazones de crustaceos marinos, con grado de desacetilacion
del 90.1 % y peso molecular de 70 kDa, (obtenido de Louis Schoppenhauer GmbH y
Co.KG, Alemania).

Se obtienen disoluciones de quitosano en HCI [0.25M] a una concentracion de 10g/l, con

un pH de la disolucién de 5.6.

Se elimina el NaCl por medio de un proceso de dialisis. Para realizar la dialisis del
quitosano, se enjuagan las membranas de dialisis de celulosa (Dialysis tubing cellulose
membrane, Sigma-Aldrich, USA) con agua de grifo, se hidratan y calientan a 800W un
minuto en el microondas, se enjuagan por fuera y se vuelven a calentar 1 minuto en las

mismas condiciones. Por ultimo, se aclara la membrana con agua destilada por dentro y
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por fuera, se le hace un nudo en un extremo, se rellena la tripa con la disolucion de
quitosano, dejando una porciéon vacia antes de hacer el nudo en el otro extremo,
cerrandolo, para permitir la expansién del liquido en el proceso de didlisis y evitar asi dafios
en la membrana. El proceso de aclarado y limpieza de las membranas tiene como objetivo
eliminar los posibles residuos de productos quimicos utilizados en la obtencion de la

celulosa.

La membrana cerrada con la disolucién de quitosano se introduce en un recipiente con 5 L
de agua destilada y se deja en agitacion a 4 °C durante dos dias, sustituyendo el agua
cada 24 horas. Pasados los tres dias, se mide el volumen de la disolucion final, a partir de
la cual, y con la cantidad de quitosano empleado, se calcula la concentracién de la
disolucién dializada y se esteriliza en el autoclave (20 minutos a 121°C). La disolucién

resultante se conserva a 4 °C, se utiliza durante un periodo maximo de 1 mes.

Preparacién de las soluciones hidropdnicas:

Se preparan las disoluciones hidropénicas del tratamiento control con una disolucion de
sales Gamborg. Para ello, se disuelven 0.31g de Gamborg (Gamborg Basal Salt Mixture)
en un litro de agua destilada y la disolucion se autoclava a 120 °C durante 20 minutos. Por
otro lado, se preparan disoluciones de Gamborg con quitosano a concentraciones de
1mg/ml y 5mg/ml. Para el tratamiento con quitosano, segun la concentracion de la
disolucién con quitosano se calcula el volumen necesario para obtener una concentraciéon
de 1mg/ml o de 5mg/ml, mediante la formula:

c1-v1=c2 (1 mg/mld5mg/ml) - v2
Para ajustar la concentracion final, al volumen de la disolucion de quitosano se le afade
agua destilada con 0.31g de sales de Gamborg, previamente autoclavada hasta alcanzar

un volumen final de 1 litro. Las disoluciones finales se conservan a 4 °C.

Disefio experimental:

El experimento se realiza en una caja de cultivo Magenta Box (MB, Sigma). Se trata de
cajas rectangulares (77 mm x 77 mm x 97 mm) de policarbonato transparente unidas una

sobre otra con una junta. Para el tratamiento control se disponen 45 ml de solucién
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hidropdnica y, para el tratamiento con quitosano, se inoculan 45 ml de solucion hidroponica

con quitosano a su concentracion correspondiente (1 mg/ml o 5 mg/ml).

En cada MB se disponen 5 plantas de Musa acuminata cv. pequefa enana, plantas de
cultivo in vitro (Cultesa, Tenerife, Canarias). En las magenta box, en las cuales hay 5

plantas, se dispone la solucion respectiva a cada uno de los tratamientos.

Se realizan tres réplicas por cada tratamiento (control /quitosano), esto se repite para los
dos niveles de la variable tiempo (0 Dias/24h y 2 Dias/24h) y para los dos niveles de la
variable concentracion (1 mg/ml y 5 mg/ml). Es decir, para cada tiempo vamos a tener 3
magenta box control, tres magenta boxes tratamiento de 1mg/ml, otros tres magenta boxes

control y tres magenta boxes con el tratamiento de 5 mg/ml.

Para captar los COVs tempranos, las fibras SPME (de sus siglas en inglés
correspondientes a “Microextraccién en fase sélida” o MEFS de sus siglas en castellano) se
dejan captando COVs las primeras 24 horas. La SPME es una fibra cubierta con una fase
que sirve para la captacion de COVs, que puede estar constituida de un polimero liquido o
un adsorbente solido, es una técnica utilizada en quimica analitica para extraer

compuestos quimicos para su posterior identificacién.

Por ultimo, se prepara una caja de cultivo Magenta Box sin plantas, sélo con las
disoluciones, y se sigue el mismo procedimiento. Se captan los COVs presentes y se
analizan, siguiendo el proceso detallado al experimento realizado para las plantas

plataneras.

El experimento realizado con las disoluciones hidropdnicas sin plantas se realiza para
compararlo con los perfiles obtenidos en los experimentos con plantas Musa acuminata vy,
determinar que compuestos son Uunicamente generados por las plantas y, cuales de ellos

son representativos del ambiente o de las disoluciones hidroponicas.

Las Magenta Box de los experimentos se incuban en una camara de cultivo (Visitable en
los SSTTI, Universidad de Alicante), a una temperatura de 24°C, a una humedad relativa
del 60% y con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 18 horas de oscuridad durante cada

experimento.
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Microextraccion en fase solida/Cromatografia de gases-Espectrometria de masas (HS-
SPME/GC-MS):

El perfil de COVs de Musa Acuminata se determina mediante la Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masas (GC/MS), utilizando la microextraccion de fase sélida
o HS-SPME.

Para la microextracion se utiliza un soporte SPME y una fibra SPME. El soporte o holder es
un mecanismo similar a una jeringa, con una aguja que atraviesa el mecanismo y que
contiene una delicada fibra SPME retractil que puede sustituirse (Grafit et al., 2018). En
nuestro caso, se utiliza un holder manual (Supelco) y una fibra SPME Fiber Assembly
50/30um DVB/CAR/PDMS (Supelco). Para la extraccién, el holder se situa sobre el orificio
realizado previamente a las Magenta Box, de forma que la fibra queda en su interior. Se
sella el orificio restante uniendo el holder al recipiente mediante cinta de Parafilm. La fibra

se mantiene dentro del recipiente en contacto con el ambiente de la planta durante 24h.

A continuacién, la fibra se recoge y se lleva a cabo la desorcion en el inyector de la GC-
MS. Por ultimo, la identificacion de los compuestos se realiza comparando los espectros de

masas experimentales con los de la libreria del sistema (Wiley275).

El analisis de los COVs de M. acuminata se realiza utilizando un equipo de cromatografia
de gases GC-MS. Se utiliza un espectrémetro de masas de baja resolucién (Agilent modelo
5977B) con analizador de cuadruplo acoplado unido a un cromatégrafo de gases (Agilent
modelo 7890B), equipado con una columna capilar con inyector split/splitless. La ionizacién
de las muestras se realiza en impacto electronico. La fibra se introduce en el inyector del
GC durante 4 minutos, después se retira y, la separacién cromatografica se lleva a cabo

durante 41 minutos. El inyector esta a 250°C, alcanzando como maximo 260°C.

Tratamiento de Datos

Una vez obtenidos los resultados de la identificacion de COVs, se realizdé un tratamiento de

datos previo al analisis de resultados.

10
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Los espectros experimentales se cotejan con los que aparecen en distintas bases de
datos, como en la base del National Institute of Standards and Technology (NIST)
(https://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser/) y PubChem Compund
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/pccompound), asignando a cada espectro el compuesto con
el que mas similitud muestre. De los compuestos identificados se eliminan aquellos que

solo aparecen en una réplica, si la altura del pico es menor de 50000 ppm.

Al listado total de COVs identificados en las muestras con plantas platanera de Musa
acuminata, se eliminan aquellos que aparecen en los experimentos soélo con las
disoluciones. Eliminando asi, posibles contaminaciones ambientales y compuestos
presentes en las disoluciones hidropdnicas. Los compuestos seleccionados se clasifican
por el tipo de molécula, utilizando las bases de datos como PubChem Compund

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound) y ChemSpider (http://www.chemspider.com/).

Analisis Estadistico

Se realiza un analisis de varianza (ANOVA) de un factor no balanceado para detectar
diferencias estadisticas en la abundancia, es decir, en la altura de picos (ppm) de los
compuestos que aparecen en comun entre las muestras con y sin quitosano. Se ejecuta
con el tratamiento como unico factor fijo con tres niveles:

- planta sin quitosano (representado por la referencia “control”),

- planta con quitosano a 1 mg /ml (representado por la referencia T8[1]), ¥

- planta con quitosano a 5 mg /ml (representado por la referencia T8[5]).

Las referencias identificadas para los tres niveles identificados quedan representadas en
las figuras 1 y 2 que acompafian a la presente memoria para ilustrar los resultados

obtenidos en los experimentos llevados a cabo.

Se realiza el mismo procedimiento para los dos tiempos, determinando si las diferencias en
la abundancia aparecen en una fase temprana (a saber: COVs captados en las primeras
24 horas), mas tardia (a saber: COVs captados en las ultimas 24 horas al mantener las
plantas plataneras en contacto con las soluciones hidroponicas durante 3 dias), o en

ambas.

11
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Previamente, se comprueba la normalidad con la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la
homocedasticidad, haciendo uso del test de Barrett, cumpliendo con todos los requisitos.
Cuando los valores no se ajustan a una distribucion normal, se realiza el Test no

paramétrico de Kruskal-Wallis.

Efecto del quitosano en la produccion de COVs de Musa acuminata

Se comparan los COVs identificados en los experimentos llevados a cabo con plantas
plataneras respecto de los COVs identificados en los experimentos llevados cabo solo con
las disoluciones hidropdnicas (sin plantas). Se detectan un total de 114 COVs presentes

Uunicamente en los experimentos con plantas plataneras.

Entre los 114 compuestos identificados, los tipos de moléculas mas frecuentes fueron:
alcanos (25), terpenos (18= 9 monoterpenos, 8 sesquiterpenos y 1 terpeno carotenoide),
hidrocarburos halogenados (16= 4 compuestos de Cloro, 6 compuestos de Nitrégeno, 2
compuestos de Bromo, 2 compuestos de Silicio, un compuestos de Fluor y un compuesto
de Boro), hidrocarburos aromaticos (13), Esteres (12), alquenos (9), alcoholes (6),

aldehidos (2), benzaldehidos (3), éteres (3), aldehidos (2), una cetona y un benzoato.

Se detectan diferencias en la abundancia entre tratamientos en 24 COVs de los 114
totales. Estos compuestos se clasifican en cuatro grupos segun la influencia del quitosano

en su produccion tal como queda detallado en la Tablas 1y 2.

Tabla 1
Agrupacion de algunos de los COVs identificados en funcion del efecto generado por la

presencia del quitosano.

Efecto del N° Tipo de Compuesto P-Valor
quitosano
0 dias/24h 2 dias/24h

Activa el C9 Alcano aciclico ramificado 0.2291 0.0468
compuesto

Activa el | C23 | Alcano aciclico lineal 0.0404 0.3423
compuesto

Activa el C32 | Cicloalqueno 0.3634 0.0091
compuesto

Activa el | C35 | Terpeno, Monoterpeno aciclico 0.3932 0.0027
compuesto
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Efecto del N° Tipo de Compuesto P-Valor
quitosano
0 dias/24h 2 dias/24h
Activa el | C36 | Terpeno, Monoterpeno aciclico 0.1332 0.016
compuesto
Activa el | C38 | Terpeno, Monoterpeno aciclico 0.6182 0.0091
compuesto
Activa el | C57 | Hidrocarburo aromatico 0.4578 0.0037
compuesto
Activa el | C60 Fenol, Eter de fenilo, Anisole 0.5539 0.0006
compuesto
Activa el | C62 Hidrocarburo Aromatico, Fenol 0.0198 0.0014
compuesto
Activa el | C90 | Aldehido 0.0091 0.2782
compuesto
Activa el | C109 | Ester del acido benzoico 0.0909 0.0485
compuesto
Activa el | C114 | Benzoato, Hidroxibenzoato, Salicilato 0.2606 0.0424
compuesto
Inhibe el compuesto | C85 | Hidrocarburo halogenado ciclico de Boro 0.6727 0.0196
Variable C16 | Alcano aciclico ramificado 0.0197 0.7134
Variable C18 | Alcano aciclico ramificado 0.0419 0.7982
Variable C22 | Alcano aciclico lineal 0.0471 0.2436
Variable C74 | Hidrocarburo halogenado aromatico | 0.0014 0.7457
nitrogenado
Variable C83 | Hidrocarburo halogenado de Silicio 0.4617 0.0152
Variable C96 | Alcohol 0.0413 0.2376
Variable C105 | Ester del acido tricloroacetico, | 0.0471 0.3541
tricloroacetato
Variable C106 | Ester sulfurico 0.0255 0.7763
Variable C110 | Eter aromético 0.4792 0.0091
Presencia C37 | Terpeno, Monoterpeno aciclico - 0.0909
/Ausencia
Presencia C45 | Terpeno, Sesquiterpeno policiclico 0.0909 -
/Ausencia
Presencia C67 | Hidrocarburo heterociclico aroméatico - 0.0091
/Ausencia
Presencia C75 | Hidrocarburo halogenado aromatico | 0.0909 -
/Ausencia nitrogenado
Presencia C101 | Ester del acido benzoico - 0.0909
/Ausencia
Presencia C102 | Ester sulfurico 0.0909 -
/Ausencia

Tabla 2. Identificacion quimica de algunos de los COVs identificados en funcién del efecto

generado por la presencia del quitosano

Efecto del
quitosano

NO

Compuesto

P-Valor
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0 dias/24h 2 dias/24h
Activa el compuesto | C9 Undecane, 2,4-dimethyl-
.2291 .0468
Activa el compuesto | C23 | Pentadecane
.0404 .3423
Activa el compuesto | C32 1,3-Cyclopentadiene, 5,5-dimethyl-2-
propyl- .3634 .0091
Activa el compuesto | C35 | .beta.-Myrcene
.3932 .0027
Activa el compuesto | C36 | .beta.-Ocimene
.1332 .016
Activa el compuesto | C38 | 2,4,6-Octatriene, 2,6-dimethyl-
.6182 .0091
Activa el compuesto | C57 | Benzene, 1-ethenyl-4-ethyl-
.4578 .0037
Activa el compuesto | C60 | Anisole
.5539 .0006
Activa el compuesto | C62 | 3,5-Dimethylanisole
.0198 .0014
Activa el compuesto | C90 | 2-Hexenal, (E)-
.0091 .2782
Activa el compuesto | C109 | Benzoic acid, 2-methylbutyl ester
.0909 .0485
Activa el compuesto | C114 | Methyl salicylate
.2606 .0424
Inhibe el compuesto | C85 | Bicyclo[2.2.1]heptane,2-[9-
borabicyclo[3.3.1]non-9-yloxy]-,1,7,7 .6727 .0196
trimethyl-
Variable C16 | Heptadecane, 8-methyl-
.0197 .7134
Variable C18 | Nonane, 4,5-dimethyl-
.0419 .7982
Variable C22 | Hexacosane
.0471 .2436
Variable C74 | Acridine, 9-methyl-
.0014 .7457
Variable C83 | Silane, diethylbutoxy(2-methylpent-3-
yloxy)- 4617 .0152
Variable C96 | (7a-Isopropenyl-4,5-
dimethyloctahydroinden-4-yl)methanol .0413 .2376
Variable C105 | Trichloroacetic acid, dodecyl ester
.0471 .3541
Variable C106 | Sulfurous acid, 2-propyl tetradecyl! ester
.0255 7763
Variable C110 | Benzene, (ethoxymethyl)-
4792 .0091
Presencia /Ausencia | C37 | 3,7-Nonadien-2-ol, 4,8-dimethyl-
.0909
Presencia /Ausencia | C45 | Di-epi-.alpha.-cedrene
.0909
Presencia /Ausencia | C67 | Benzofuran, 5-methoxy-
.0091
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Presencia /Ausencia | C75 | L-Homoserine lactone, N,N-dimethy!
.0909
Presencia /Ausencia | C101 | Benzoic acid, ethyl ester
.0909
Presencia /Ausencia | C102 | Sulfurous acid, octadecyl 2-propylester
.0909

Entre los compuestos que muestran diferencias entre tratamientos hay 8 COVs que se ha
demostrado en estudios anteriores que presentan propiedades biologicas relevantes y
beneficiosas para las plantas. La presente invencién se centra en esos 8 compuestos
organicos volatiles que aumentan su abundancia en presencia del quitosano. A saber: 2-
Hexenal, (E)-, Pentadecane, anisole, 2,4,6-Octatriene, 2,6-dimethyl-, .beta.-Ocimene,

Salicilato de metilo, L-Homoserine lactone, N,N-dimethyl y Benzoic acid, ethyl ester.

Asi, tal como se observa seguidamente, las figuras incluidas en la presente memoria
muestran la presencia de 2-Hexenal, (E)-, Pentadecane, anisole, 2,4,6-Octatriene, 2,6-
dimethyl-, .beta.-Ocimene, Salicilato de metilo. Sin embargo, los compuestos L-Homoserine
lactone, N,N-dimethyl y Benzoic acid, ethyl ester— de los cuales son conocidas sus
propiedades beneficiosas - no se han identificado de forma certera en los tratamientos

llevados a cabo y por ello no se incluyen graficas sobre estos.

A concentraciones altas de quitosano en la solucion hidropdnica (5 mg/ml) se observa para
los COVs tempranos que en 24h el quitosano activa el metabolismo de ciertos volatiles, tal
como queda representado en la figura 1. Dichos COVs tempranos corresponden a: el 2-

Hexenal, (E)- y el pentadecane.

Concretamente, el 2-Hexenal, (E)-, un aldehido que esta implicado en las interacciones
planta-patégeno, inhibe ademas a Aspergillus flavus [24] y presenta capacidad para
suprimir mohos de frutas y verduras, lo que lo hace un atractivo biofumigante potencial
[25].

El 2-Hexenal, (E)- a una concentracion alta puede inhibir el desarrollo de la enfermedad

fungica causada por el hongo fitopatdégeno Botrytis cinerea [26].

En segundo lugar, el pentadecane, un alcano aciclico lineal, que promueve el crecimiento
vegetal [27], [28].
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Por otro lado, tal como se muestra en la Figura 2, a concentraciones altas de quitosano en
la solucion hidropdnica (5 mg/ml) se observa la presencia de COVs tardios, activando el

metabolismo de los siguientes compuestos:

El Anisole, un éter de fenilo, un compuesto antifungico contra Sclerotinia sclerotiorum y

Fusarium oxysporum [29], [30].

El 2,4,6-Octatriene, 2,6-dimethyl-, un monoterpeno aciclico que mejora la resistencia de
Arabidopsis thaliana contra el patogeno B. cinerea, induciendo la lignificacion en las

paredes celulares y suprimiendo la penetracién y crecimiento de las hifas [31].

El .beta.-Ocimene, otro monoterpeno aciclico, se libera por las hojas y flores de muchas
especies vegetales, participa en la atraccidon de los polinizadores y actua como defensa
contra la herbivora. Las plantas infestadas emiten .beta.-Ocimene, atrayendo a los

depredadores de los herbivoros [32], [33].

El Salicilato de metilo, un hidroxibenzoato, producido por las plantas de tabaco inoculadas
con el virus del mosaico del tabaco. Este compuesto actia como una sefnal aérea que
activa la expresion de genes relacionados con la defensa en los tejidos sanos de la planta
infectada y en las plantas vecinas, presentando un papel importante en la resistencia a la
enfermedad [34]. También se ha detectado este compuesto volatil en plantas infestadas
por herbivoros, indicando que desempena un papel importante en la activacién de las

respuestas de defensa de la planta [35].

Ademas, se observa que hay dos compuestos que solo aparecen en presencia del

quitosano.

Segun la presente invencion, el quitosano induce el metabolismo del L-Homoserine
lactone, N,N-dimethyl en los compuestos volatiles tempranos, a una concentracion baja
(1mg/ml). El volatil L-Homoserine lactone, N,N-dimethyl es producido por bacterias
patdégenas o beneficiosas, y ha demostrado inducir diversas reacciones en animales vy
plantas. Actua como moléculas sensoras de quérum que participan en la comunicacién

entre células bacterianas para controlar su comportamiento, y se ha demostrado que las
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lactonas tienen un papel importante en la activacion de las defensas de las plantas [36]—
[38].

A una concentracion baja (1mg/ml) en los volatiles tardios, el quitosano induce el
metabolismo del Benzoic acid, ethyl ester. Se conoce, que el acido benzoico y sus
derivados tienen propiedades antimicrobianas [39], y segun el estudio de Wang et al.,
(2021), se demostrdé que el éster etilico del acido benzoico era tdéxico para Rhizoctonia

solani, un patégeno de plantas [40].

En conclusion, mediante los resultados de la experimentacién realizada se confirma el
potencial del quitosano para inducir en el metabolismo de plantas plataneras del género

Musa la presencia de COVs con gran relevancia ambiental.

El quitosano, a una concentracién de 5 mg/ml, en 24h, activa la produccién de compuestos
volatiles que presentan actividad antifungica contra varios hongos patégenos. Estos COVs
se podian utilizar como biofumigantes, inhibiendo el crecimiento de mohos en plantas y

verduras.

A la misma concentraciéon de 5 mg/ml, a partir de dos dias en contacto con el quitosano,
este activa la produccién de COVs que actuan como agentes de control biolégico contra
una gran variedad de patégenos, y COVs que participan en la activacion de respuesta de

defensa de la planta.

Por dltimo, el quitosano induce la presencia de compuestos volatiles con actividad
antimicrobiana, que participan activamente en la defensa de la planta platanera del género
Musa. Todo esto demuestra el potencial que tiene el quitosano como aditivo organico en
aplicaciones agricolas, una soluciéon ecoldgica y sostenible para disminuir el uso de

pesticidas y fertilizantes quimicos.
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REIVINDICACIONES

1. Uso del quitosano para incrementar la produccién de compuestos organicos volatiles de

la planta platanera del género Musa spp.

2. Método para incrementar la produccion de compuestos organicos volatiles de la planta
platanera del género Musa que comprende:

- Seleccidn de una planta platanera del género Musa spp.

- Incubacién a la planta platanera seleccionada de una solucidon hidropénica que
comprende al menos quitosano.

- Crecimiento de la planta platanera seleccionada en condiciones apropiadas para el

incremento de produccién de compuesto organicos volatiles.

3. Método para la obtenciéon de compuestos organicos volatiles para su uso como agente
de control biolégico que comprende:

- Seleccidn de una planta platanera del grupo género Musa spp.

- Incubacién a la planta platanera seleccionada de una soluciéon hidropdénica que
comprende al menos quitosano.

- Crecimiento de la planta platanera seleccionada en condiciones apropiadas para el
incremento de produccién de compuestos organicos volatiles.

- Aislamiento de los compuestos organicos volatiles producidos en el paso anterior.

4. Solucion hidropdnica segun cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3, donde el quitosano

esta a una concentracion de entre 0,5 mg/ml y 6 mg/ml.

5. Solucion hidroponica segun la reivindicacion 4, donde el quitosano estd a una

concentracion de entre 1 mg/ml y 5 mg/ml.
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