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Introduccién

La quitosana es un polimero lineal formado por residuos de glucosamina unidos por enlaces
B 1-4, cuyos grupos aminos pueden estar parcialmente acetilados. Su principal fuente de
obtencidn es la quitina que se extrae del exoesqueleto de los crustaceos. Ambos polimeros,
pero fundamentalmente la quitosana, tienen grandes aplicaciones en diversas ramas como
la industria, la medicina, la cosmética, la proteccion del medio ambiente y la agricultura, por
lo que la produccion mundial de estos polimeros es de millones de toneladas (1).

En la agricultura, la quitosana y sus derivados de menor masa molar, pueden tener una
amplia aplicacion a partir de las potencialidades biolégicas que se le han demostrado a
estos compuestos, como son, una importante actividad antimicrobiana sobre el crecimiento y
desarrollo de hongos, bacterias y oomycetes (2-5), la induccion de resistencia en plantas
contra patégenos potenciales y la promocién del crecimiento y desarrollo de varios cultivos
(2,6-8).

En la actualidad varios grupos de investigacion estudian la proteccion de diversos cultivos
con aplicaciones de quitosana. En la ultima década varios autores han informado de la
proteccion del tabaco (Nicotiana tabacum L.) contra algunos de sus principales patégenos
mediante la activacion de resistencia inducida, por aplicaciones con polimeros y oligdmeros
de quitosana (9-12), sin embargo, no se ha informado del efecto que las aplicaciones con
este biopolimero pueden causar sobre enzimas y componentes del metabolismo primario.
Otra pregunta aun no totalmente dilucidada es la de conocer la respuesta sistémica temporal
de indicadores defensivos activados por estas y otras oligosacarinas en plantas de tabaco.
Por lo anterior, este trabajo es un primer acercamiento a ambos problemas cientificos y su
objetivo fue evaluar los cambios en componentes del metabolismo primario de carbohidratos
y proteinas en una variedad comercial de tabaco en estadio de semillero como respuesta a
dos formas de aplicacion de un polimero de quitosana y su relacién con la induccion de
respuestas defensivas. Igualmente, se evalué la dinamica de respuesta de indicadores
defensivos en hojas de tabaco a la aplicacién via raiz de inductores de resistencia basal.

Materiales y métodos.

Se empled un polimero de quitosana que se obtuvo mediante desacetilacion basica (NaOH)
de quitina de langosta cubana de calidad farmacéutica (13) por el Grupo de Productos
Bioactivos del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas. El polimero tenia una masa
molecular de 1,35 x 10° g.mol" y un grado de N-acetilacién del 12%. Se preparé una
disolucién madre de quitosana al 1% que se diluyé con H,Od hasta las concentraciones
deseadas en cada experimento (12).

Condiciones de crecimiento de las plantulas

Semillas de tabaco (Nicotiana tabacum, L.), variedad Criollo 98, fueron sembradas en
cepellones conteniendo suelo ferralitico rojo mezclado con cachaza, turba acida y turba
rubia en proporcion 2:4:2:0,5 (v:v), respectivamente, a pH 6,0. Las plantulas se crecieron en
condiciones semicontroladas de luz/oscuridad (16/8 horas) con iluminacién artificial y




temperatura diurna/nocturna (25/20°C). Se realizaron riegos diarios a los cepellones para
garantizar una adecuada humedad en el sustrato y un buen crecimiento de las plantas.
Experimentacion realizada:

Efecto de un polimero de quitosana sobre indicadores defensivos y del metabolismo
primario en hojas de plantulas de tabaco:

Se realizaron dos experimentos. En el primero las plantulas de tabaco de 30 dias de
sembradas (dds), fueron asperjadas con diferentes concentraciones (0.1, 0.5, 1.0y 2.5 g.L
'Y de un polimero de quitosana en dosis de entre 0,5 y 1 mL por planta. Las
determinaciones bioquimicas se realizaron en las hojas de la planta a los 3 y 7 dias de
asperjadas (33 y 37 dds). En el segundo experimento se aplicé el polimero de quitosana al
sustrato de crecimiento a razén de 1 mL por cm® (0.1, 1.0, 2.5y 10 g.L™") a los 25 dds. Las
determinaciones bioquimicas se realizaron en las hojas a los 5 dias del tratamiento (30
dds). Cada experimento se repiti6 dos veces y se conformaron tres muestras por
tratamiento para las evaluaciones bioquimicas: B 1-3 glucanasa y fenil-alanina amonio liasa
(PAL), proteinas solubles totales y carbohidratos reductores.

Dinamica de respuesta defensiva en hojas de plantulas de tabaco tratadas via raiz con
diferentes inductores de resistencia basal.

Plantulas de tabaco de 26 dds fueron aplicadas via raiz por 1 hora segun metodologia
descrita (12) con 0,5 g.L™" de los siguientes inductores de resistencia: Polimero de quitosana
de baja masa molecular (Sigma), una mezcla de Oligoquitosanas de grado de polimerizacion
entre 5 y 9, Spermina y una mezcla de Oligogalacturénidos con grado de polimerizacion
menor de 7.

Se determinaron las enzimas B 1-3 glucanasa, PAL y POD en hojas de las plantulas a los
12, 24, 48 y 72 horas. El experimento se repitié dos veces y las muestras se tomaron como
en el experimento anterior.

Extraccion y determinacién de proteinas y carbohidratos solubles de hojas de plantulas de
tabaco

Se colectaron las hojas verdaderas de las plantulas de tabaco en cada tratamiento y se
maceraron con nitrégeno liquido y se centrifugé el extracto segun se describe en Falcon y
colaboradores (12). La determinacién de proteinas se realizé en el sobrenadante del
extracto de hojas siguiendo una metodologia micro Lowry descrita por Sun (14), mientras los
carbohidratos reductores se determinaron por el método colorimétrico de Somogyi (15).
Determinacién de indicadores defensivos

Para la determinaciéon de actividad de los indicadores 8 1-3 glucanasa, fenilalanina-amonio
liasa (PAL) y peroxidasa (POD) se realizaron las metodologias respectivas anteriormente
descritas (12).

Andlisis estadistico de las determinaciones metabdlicas y enzimaticas

En todas las determinaciones se utilizé un disefio completamente aleatorizado. Los datos
resultantes se sometieron a la verificacion de las premisas del ANOVA antes de realizar un
analisis de varianza de Clasificacion Simple a tres o cuatro réplicas por tratamiento. Las
medias resultantes se compararon con la prueba de Duncan (Primer experimento) y Tukey
(experimento de dinamica) para p< 0.05 en el programa Statgraphics, versién 5.1 (Statistical
Graphics Corporation, 2000).

Resultados y discusion

La aspersion foliar del polimero de quitosana causd la reduccién significativa de la
concentracién de proteinas solubles en las hojas a la concentracion de 1 g.L™" a los 33 dds
(3 dias después de aplicado los tratamientos), sin embargo, la determinacion a los 37 dds (7
dias después de los tratamientos), mostré incrementos de la concentracién de proteinas a
concentraciones entre 0,1 y 1 g.L”' de quitosana respecto al control (Figura 1A). Al analizar
el comportamiento de los carbohidratos reductores se obtuvo un resultado similar al de
proteinas a los 33 dds, las mayores concentraciones (1 y 2,5 g.L™') causaron reducciones
respecto al control y un incremento de la concentracion de azucares reductores a los 37 dds
con las concentraciones mas altas (1y 2,5 g.L™") del polimero de quitosana (Figura 1B). Lo



anterior muestra un efecto inhibitorio sobre estos indicadores en momentos mas cercanos a
la aplicacion y sugiere un mayor proceso de sintesis de nuevas proteinas y otros
compuestos posterior a los 3 dias de aplicados los tratamientos de quitosana, lo que podria
estar vinculado a una mayor activacion del proceso de sintesis defensiva en la planta para
este periodo.
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Figura 1. Efecto de la aspersién foliar del polimero de quitosana en la concentracién de
proteinas (A) y carbohidratos (B) en hojas a los 33 y 37 dias de sembradas las plantulas de
tabaco (dds). Letras iguales no difieren estadisticamente para p<0.05 en la Prueba de
Duncan.

La actividad del indicador defensivo 3 1-3 glucanasa solo mostré incrementos de actividad a
los 33 dds con la concentracién de quitosana de 1 g.L” (Figura 2A), obteniéndose casi el
doble de la actividad del control, mientras la concentracion intermedia redujo la actividad
significativamente por debajo del control a los 37 dds. Incrementos y decrementos de
actividad en esta enzima respecto al control fueron demostrados en tabaco, variedad Corojo,
al aplicar este polimero con la misma concentracion que la empleada aqui, en diferentes
formas de aplicacién (16).

De forma similar, la actividad PAL fue incrementada por encima del control en esta variedad
de tabaco solo a los 33 dds con las concentraciones mas altas (0,5, 1y 2,5 g.L™") del
polimero de quitosana evaluado (Figura 2B). Con anterioridad se han demostrado resultados
similares a los 3 dias de aplicados los tratamientos con similares concentraciones de
polimeros de quitosana, pero en la variedad Corojo (11,12). No se obtuvieron diferencias



entre los tratamientos a los 37 dds, lo que demuestra una reduccion de la actividad
defensiva para este momento evaluado y puede estar relacionado con el comportamiento
temporal y transitorio que tienen estos indicadores defensivos (17).
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Figura 2. Efecto de la aspersién foliar del polimero de quitosana en los indicadores
defensivos B 1-3 glucanasa (A) y fenilalanina-amonioliasa (B) en hojas a los 33 y 37 dias de
sembradas las plantulas de tabaco (dds). Letras iguales no difieren estadisticamente para
p<0.05 en la Prueba de Duncan.

Los incrementos de actividad defensiva a los 33 dds, particularmente 1y 2,5 g.L”" coinciden
con reducciones de los niveles de proteina y carbohidratos en algunos casos por debajo del
control, mientras que a los 37 dds se observan incrementos por encima del control de
proteinas y carbohidratos reductores con las concentraciones mencionadas y ademas con
las otras en el caso de las proteinas sin que se detectara actividad de los indicadores
defensivos determinados para este momento de evaluacién. La induccién de resistencia
basal en las plantas es un proceso que involucra la activacion de multiples respuestas y vias
metabdlicas que se ordenan en tiempo y espacio por toda la planta (18) y que demandan de
precursores carbonados y energia (17,19). Por lo anterior, todas las respuestas no se
activan al mismo tiempo, sino que son secuenciales y las demandas de compuestos
carbonados y de energia varian con el curso de la respuesta, esto puede justificar las
variaciones en la respuesta obtenida y la necesidad de ampliar las determinaciones con
otros indicadores defensivos y del metabolismo que permitan establecer mejor la relacion
entre ambos sistemas bioquimicos y dilucidar con claridad su comportamiento en la planta
como respuesta a elicitores de quitosana.



Cuando el polimero de quitosana se aplico al sustrato de crecimiento de las plantas el
comportamiento de los niveles de proteinas a los 5 dias de aplicados los tratamientos no
fueron diferentes del control excepto para la concentracibn mas baja que redujo
significativamente los niveles (Figura 3A). Sin embargo, los niveles de azucares reductores
en las hojas fueron drasticamente reducidos con todos los tratamientos de quitosana
respecto al control, siendo las concentraciones entre 1 y 2,5 g.L" los tratamientos de
mayores reducciones (Figura 3B). Lo anterior demuestra un importante efecto de las
aplicaciones de quitosana sobre los niveles de carbohidratos reductores de en las hojas de
la planta, este efecto fue mucho mas marcado en esta forma de aplicaciéon, que el causado
por similares concentraciones (1y 2,5 g.L™") mediante aspersion foliar a los 33 dds, donde
también se detectaron reducciones significativas respecto al control. Ambos resultados
parecen indicar a los azucares reductores como un marcador metabdlico a aplicaciones de
quitosanas en las plantas, por lo que seria conveniente estudiar las variaciones en el tiempo
de este indicador con diferentes formas de aplicacion de quitosanas.
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Figura 3. Efecto de la aplicacion al sustrato del polimero de quitosana en la concentracién
de proteinas (A) y de carbohidratos reductores (B) a los 5 dias de aplicados los tratamientos
(30 dds). Letras iguales no difieren estadisticamente para p<0.05 en la prueba de Duncan.

La respuesta defensiva encontrada en este experimento, al aplicar quitosana al sustrato,
permiti6 detectar importantes diferencias respecto al control, dependiendo de las
concentraciones de quitosana aplicadas y del tipo de indicador defensivo determinado. Asi,
las concentraciones entre 1y 10 g.L™" causaron importantes incrementos de actividad p 1-3
glucanasa de entre 10 y 15 veces los niveles del control (Figura 4A), mientras que solo 1y
10 g.L™1 causaron incrementos significativos de actividad fenilalanina-amonioliasa (PAL) de
mas de tres veces los valores del control (Figura 4B). Ambos indicadores defensivos han
sido informados en tabaco en respuesta a diferentes formas de aplicaciones de quitosana,
estando muy relacionados con la resistencia de esta planta contra patégenos del género
Phytophthora (11, 16).

De los resultados de ambos experimentos se puede inferir que las respuestas bioquimicas
determinadas varian tanto con las diferencias en concentraciones de quitosana como con
las formas de aplicacion del polimero a la planta. Es posible que la aplicaciéon al sustrato de
crecimiento cause respuestas mas marcadas en el metabolismo y el sistema defensivo de la
planta debido a que las raices de esta se mantienen en contacto directo con el producto una
vez hecha la aplicacion hasta el momento de la determinacién, mientras que la aspersion
foliar, aunque es una aplicacion directa sobre el 6rgano donde se hicieron las
determinaciones, causa un contacto mas puntual y puede que haya una menor entrada a la
planta del compuesto activo, debido a las barreras histoldgicas que tiene la hoja al paso de
compuestos de mayor masa molecular. En todo caso se impone profundizar en el estudio de
dosis y de dinamica de respuesta que incluya indicadores defensivos, del metabolismo y el
comportamiento de nutrientes esenciales en la planta.
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Figura 4. Efecto de la aplicacién al sustrato del polimero de quitosana en los indicadores
defensivos B 1-3 glucanasa (A) y fenilalanina-amonioliasa (B) en hojas de tabaco a los 5
dias de aplicados los tratamientos (30 dds). Letras iguales no difieren estadisticamente para
p<0.05 en la prueba de Duncan.

Con la ejecucion de la dinamica de respuesta defensiva en hojas de plantas de tabaco
tratadas via raiz, se pudo comparar la influencia de diferentes oligosacarinas y compuestos
aminados en la induccion sistémica y temporal de la acumulacion de proteinas y la
activacioén de indicadores enzimaticos. El efecto sobre la respuesta varié con el compuesto
empleado y el momento de la determinacién.

Los cambios en el contenido de proteinas solubles en las hojas fueron detectados desde las
12 horas de aplicados los tratamientos via raiz. En este punto todos los tratamientos
(polimero de quitosana, mezcla de oligoquitosanas, spermina y mezcla de
oligogalacturénidos con grado de polimerizacidn menor de 7) causaron incrementos
superiores al control tratado con una solucién de acetato de potasio (resultados no
mostrados). Este comportamiento se mantuvo por encima y diferente del control a las 24
horas solo para la mezcla de oligoquitosanas, mientras que a las 48 horas los 3 compuestos
excepto el polimero de quitosana causaron incrementos superiores al control, siendo
maxima la actividad de las oligoquitosanas para este tiempo, ya que para las 72 horas se
redujeron los niveles de actividad de esta mezcla aunque con niveles significativamente
superiores al control, mientras la acumulacién maxima en este tiempo fue para el polimero
de quitosana y el compuesto aminado spermina. Aunque los mayores niveles de actividad
se obtuvieron con los compuestos aminados como se explicd, la mezcla de oligopectatos
causo incrementos por encime del control a las 48 y 72 horas.

La actividad guayacol peroxidasa varido con los compuestos y el tiempo (resultados no
mostrados). Los compuestos de menor masa molar (oligoquitosanas, oligopectatos vy
spermina) incrementaron la actividad POD a las 12 horas por encima del control y del
polimero de quitosana, que no fue superior y diferente del control hasta las 24 horas con un
incremento de actividad sostenida hasta las 72 horas cuando duplicé la actividad del control.
Para este momento, todos los tratamientos fueron superiores al control, pero los
compuestos de menor masa fueron inferiores en actividad enzimatica al polimero.

El comportamiento de la actividad PAL fue diferente al de la POD. Se detectaron dos picos
de incrementos de actividad para las oligoquitosanas a los 12 y 48 horas (resultados no
mostrados). A las 12 horas se obtuvo similares incrementos también con el polimero de
quitosana, sin embargo a las 48 horas hubo, ademas, incrementos superiores al control,
pero menores al de las oligo-quitosanas, con la spermina y los oligopectatos. En todo caso,
a las 72 horas todos los tratamientos fueron significativamente superiores al control aunque
diferentes entre ellos.



El comportamiento de la actividad $ 1-3 glucanasa fue bastante parecido al de la actividad
PAL (resultados no mostrados). Se detectaron dos picos de incremento de actividad de
diferentes niveles. A las 12 horas, los compuestos aminados fueron superiores al control y
los oligogalacturénidos. Un segundo pico muy superior fue detectado a las 48 horas, pero
esta vez para las oligoquitosanas y la spermina y el Unico maximo sobre el control para los
oligopectatos, mientras que el segundo pico de incremento para el polimero ocurrio a las 72
horas con maxima actividad también para la spermina.

Al analizar la dindamica anterior se puede concluir que la aplicacion via raiz de plantulas de
tabaco con inductores de resistencia del tipo oligosacarinas permite detectar respuestas
defensivas sistémicas en las hojas desde las 12 horas de la aplicacion siendo mayores y de
mas importancia para la resistencia basal contra patdégenos a las 48 y 72 horas dependiendo
del tipo de indicador defensivo determinado y de las caracteristicas del inductor utilizado. De
los resultados de las enzimas y los contenidos de proteinas solubles, el polimero de
quitosana necesita de 72 horas para causar los mayores incrementos de proteinas
defensivas, mientras que la mezcla de oligoquitosanas, de menor masa molecular que el
polimero, causa los mayores incrementos a las 48 horas. Esta diferencia temporal puede ser
critica en la proteccion del cultivo contra infecciones patogénicas. Con anterioridad fue
demostrada la diferencia entre polimeros y oligdmeros de quitosana a favor de estos ultimos
en cuanto a la concentracidon necesaria para inducir los niveles mayores de respuesta
defensiva (16).

La diferencia de induccion defensiva, tanto como resultado de la concentracion como del
tiempo necesario para la propia activacion defensiva, puede estar relacionada con la
diferencia de percepcion de ambos compuestos a nivel de la membrana, que puede
diferenciarse tanto porque causen diferentes interacciones con la membrana (interaccién de
cargas o con receptores proteicos) como por las diferencias del paso de ambos compuestos
al penetrar las raices, donde la diferencia de masa molecular juega un papel importante.
Estos estudios son de gran actualidad y se han demostrado fundamentalmente para
aplicaciones foliares (16, 20).

Conclusiones principales

- La induccion por quitosana tanto de indicadores defensivos como del metabolismo es
dependiente de la concentracién del elicitor, del momento de la determinacién y de la forma
de aplicacion de este polimero a las plantas.

- La activacion defensiva por quitosana en las hojas de tabaco parece estar vinculada con
la reduccién del contenido de carbohidratos reductores en este dérgano, principalmente
cuando la aplicacion del elicitor se hace al sustrato de las plantas en crecimiento.

- La activacién defensiva en hojas de tabaco por oligosacarinas es detectable desde las 12
horas de aplicado el tratamiento a las raices de la planta y es maxima entre las 48 y 72
horas, en dependencia de |a oligosacarina aplicada.

- La activacion maxima defensiva difiere entre polimeros y oligdmeros de quitosana.
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