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INTRODUCCIÓN

Las plantas al ser atacadas por microorganismos
son capaces de activar los mecanismos defensivos; den-
tro de estos mecanismos se incluye el incremento en la
activación de enzimas, tales como la fenilalanina amonio
liasa (PAL), la cual es clave en la síntesis de metabolitos
defensivos importantes, donde se destacan las
fitoalexinas, que constituyen compuestos altamente tóxi-
cos al patógeno. También se inducen otras enzimas de-
fensivas, entre las que se encuentran: β-1,3 glucanasas,
quitinasas, quitosanasas, entre otras (1).
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ABSTRACT. The stimulation of defense mechanisms in plants
through using of bioactive products is one of the most
ecological and dynamic ways to defend them from pathogen
attack. Among elicitors promoting this induction is hydrolisate
of chitosan, which was obtained in the Department of Crop
Physiology and Biochemistry from the National Institute of
Agricultural Sciences (INCA). This work determined the effect
of a hydrolisate of chitosan applied to seed on the stimulation
of some enzymes related with pathogenesis, such as PAL,
glucanase, chitinase and chitosanase in rice plants (var. J-104).
It was observed that with the application of this compound,
there was an induction of the activity of different enzymes.
The highest values of the activity of enzymes PAL and ß-1,3
glucanases were observed at the concentration of 500 mg.L-1

whereas in chitinase and chitosanase at the concentration of
100 mg.L-1. It was demonstrated that at lower concentrations
than 1 000 mg.L-1 a higher estimulation of the activity of
evaluated enzymes is obtained.

RESUMEN. La estimulación de mecanismos de defensa en plan-
tas, mediante la utilización de productos bioactivos, es una de
las vías más ecológicas y dinámicas que les permiten defen-
derse del ataque de patógenos. Entre los elicitores capaces de
provocar esta inducción se encuentra el hidrolizado de
quitosana, el cual se obtuvo en el Departamento de Fisiología
y Bioquímica Vegetal del Instituto Nacional de Ciencias Agrí-
colas (INCA). En este trabajo se determinó el efecto de un
hidrolizado de quitosana aplicado a la semilla, en la estimulación
de algunas enzimas relacionadas con la patogénesis, tales como
PAL, glucanasa, quitinasa y quitosanasa en plantas de arroz
(var. J-104). Se observó que con la aplicación de este com-
puesto hubo una inducción de la actividad de las diferentes
enzimas. Los valores mayores de actividad de las enzimas PAL
y β−1,3 glucanasa se registraron a la concentración de 500 mg.L-

1 y en las enzimas quitinasa y quitosanasa a la concentración de
100 mg.L-1. Se demostró que con concentraciones menores de
1 000 mg.L-1, se logra mayor estimulación de la actividad de las
enzimas evaluadas.
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Sin embargo, existen compuestos capaces de esti-
mular estos mecanismos defensivos en las plantas, los
cuales  pueden ser aplicados de forma preventiva o cura-
tiva, llamados elicitores (2). Entre los elicitores se en-
cuentran la quitina, la quitosana, sus derivados y otros.
En cuanto a la quitosana y sus hidrolizados, se ha pres-
tado especial interés por su doble efecto (3, 4, 5, 6): inhi-
bir el crecimiento micelial de algunos hongos fitopatógenos
y activar mecanismos defensivos en las plantas (7), lo
cual brinda la posibilidad de utilizar estos principios acti-
vos en el control de enfermedades en cultivos de interés
económico (2).

En el cultivo del tabaco (Nicotiana tabacum) se apli-
có un hidrolizado de quitosana a la raíz y después se
inoculó con Phytophthora parasitica. Posteriormente se
observó una estimulación en las enzimas PAL, β-1,3
glucanasa y quitinasa y una disminución de los síntomas
de la enfermedad (3).

En cuanto al cultivo del arroz (Oryza sativa, L.), en
Cuba constituye el 60 % de la dieta de la población; sin
embargo, la demanda interna solo se satisface aproxi-
madamente en un 33 %. Una de las causas de los bajos
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rendimientos de este cultivo son los daños causados por
enfermedades y, en especial, las de origen fungoso, sien-
do en el estado de plántulas, entre los 25 y 35 días des-
pués de germinada la semilla, donde muestran la mayor
susceptibilidad a la piriculariosis, enfermedad producida
por el hongo Pyricularia grisea, Sacc. Este patógeno pue-
de provocar pérdidas que oscilan entre un 10-80 %, de-
pendiendo de las condiciones para que se desarrolle la
infección (8, 9).

Una de las vías de transmisión de este patógeno es
por semillas, siendo este tratamiento con fungicidas quí-
micos uno de los métodos más usados para el control de
la piriculariosis; pero estos son muy costosos y tóxicos
al ambiente.

Toda esta situación conduce a la necesidad de utili-
zar nuevos métodos mucho más económicos y ecológicos,
que permitan estimular los mecanismos defensivos en
las plantas y que junto a los tradicionales logren un ma-
nejo integrado de las enfermedades fungosas.

La quitosana, copolímero lineal formado por unida-
des de glucosamina, es uno de los elicitores que han
demostrado su efecto inductor sobre algunas enzimas
relacionadas con la defensa en plantas de arroz, median-
te el tratamiento de la semilla, donde se observó que a
una concentración de 1 000 mg.L-1, se logra una mayor
estimulación en la actividad de todas las enzimas evalua-
das (7). Sin embargo, no se conoce si con un hidrolizado
de quitosana se lograría un efecto similar con las mis-
mas concentraciones y variedad de arroz.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo
del trabajo fue determinar la actividad de algunos
indicadores de resistencia sistémica inducida: fenilalanina
amonio liasa (PAL), β-1,3 glucanasa, quitinasa y
quitosanasa, estimulada por un hidrolizado de quitosana
que contiene oligómeros entre 2-7 unidades de
glucosamina, en la variedad de arroz J-104.

MATERIALES Y MÉTODOS

Elicitor utilizado. El hidrolizado de quitosana (HQ) con un
grado de polimerización entre 2-7 se obtuvo por una
hidrólisis enzimática de la quitosana con Celuclast, un
complejo enzimático de Novozymes rico en actividad
celulolítica (3).
Estimulación de los mecanismos de defensa por el
hidrolizado de quitosana. Las semillas de arroz variedad
J-104, después de desinfectadas con hipoclorito de sodio
al 3 % durante tres minutos y lavadas con agua destilada
estéril, fueron tratadas con disoluciones del hidrolizado de
quitosana a las concentraciones de 100, 500 y 1 000 mg.L-1

mediante imbibición por 15 minutos. Posteriormente, fue-
ron secadas a temperatura ambiente y más tarde sem-
bradas en bandejas plásticas con suelo Gley Nodular
Ferralítico concrecionario (10), esterilizado previamente
durante una hora en autoclave a 121oC, por tres días con-
secutivos. Se incubaron las bandejas en cuarto de cre-
cimiento con alternancia de luz (16 horas) y oscuridad

(8 horas) a una temperatura de 22-24oC. A los 18, 25, 32
y 39 días de germinadas (ddg) las semillas, se determi-
naron las diferentes actividades enzimáticas: fenilalanina
amonio liasa (PAL), β−1,3 glucanasa, quitinasa y
quitosanasa, y se compararon con un control (tratado con
agua).
Extracción de enzimas. El material vegetal utilizado para
la extracción fue hojas de arroz, de las cuales se toma-
ron 2 g y maceraron en mortero con nitrógeno líquido. Se
procedió a la extracción con una solución tampón de
acetato de sodio 0.1 mol.L-1 a pH 5.2 para la determina-
ción de las actividades: β-1,3 glucanasa, quitinasa y
quitosanasa, y para determinar la actividad PAL se utilizó
como solución tampón tetraborato de sodio 0.1 mol.L-1 y
ácido bórico 0.1 mol.L-1 a pH 8.8. Para ambas extracciones
se usó 1 g de tejido por cada 2 mL de solución tampón.
Determinación de las actividades enzimáticas
Determinación de la actividad PAL. Se tomó 0.9 mL de
L-fenilalanina 1 mg.mL-1 (Merck calidad bioquímica), se
le adicionó  0.1 mL de extracto enzimático y se incubó a
40oC durante 30 minutos. La reacción se detuvo con 0.25 mL
de ácido clorhídrico 5 N, se colocaron las muestras en
baño helado y se le adicionó 5 mL de agua destilada. Los
valores de absorbancia se determinaron a 290 nm. Se
definió como una unidad de actividad enzimática equiva-
lente a la producción de 1 mmol de ácido transcinámico
producido por minuto por mg de proteínas (11).
Determinación de la actividad β- 1,3 glucanasa. A 0.2 mL
de sustrato laminarina 1 mg.mL-1 (Sigma para análisis) (11),
se le adicionó 0.1 mL de tampón acetato de sodio 0.1 mol.L-1

a pH 5.2 y 0.1 mL de extracto enzimático; las muestras
se incubaron a 40oC durante 30 minutos. Se determinó la
actividad enzimática por medición del nivel de producción
de azúcares reductores por el método de Schales modifica-
do (1) y se expresó en términos de actividad específica como
µmol de glucosa producido.minuto-1.mg-1 de proteínas.
Determinación de la actividad  quitinasa. Para este ensa-
yo se procedió adicionando 2 mL del tampón ácido cítrico
0.1 mol.L-1 e hidrógeno fosfato de sodio 0.1 mol.L-1 pH 5.2
a 1 mL de extracto enzimático y a 1 mL de quitina coloi-
dal 0.5 % (Sigma con fines analíticos). Se incubaron las
muestras a 37oC durante 20 minutos con agitación conti-
nua. La reacción se detuvo al calentarla a ebullición por
cinco minutos. Se determinó el incremento de azúcares
reductores según el método de Schales (1) y se leyó la
absorbancia a 420 nm. La actividad enzimática se expre-
só como µmoles de azúcares reductores por minuto por
mg de proteínas.
Determinación de la actividad quitosanasa. A 0.5 mL de
quitosana al 0.5 % en buffer de acetato de sodio 0.1 M a
pH 5.2, se le añadió 0.5 mL de muestra. La mezcla se
incubó a 37oC durante 24 horas; posteriormente, para de-
tener la reacción se colocaron las muestras en baño María
a 100oC durante cuatro minutos. Se determinó el incre-
mento de azúcares reductores (1) y se leyó la absorbancia
a 420 nm. La actividad enzimática se expresó como µmoles
de azúcares reductores por minuto por mg de proteínas.
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En todos los casos se registraron las actividades
específicas de las enzimas; para ello se determinó la
concentración de proteínas presente en los extractos (12).
Análisis estadístico. Se utilizó un diseño completamente
aleatorizado con tres repeticiones por tratamiento. Las
medias se compararon con el empleo de la prueba de
rangos múltiples de Duncan para un 5 % de significación,
así como se determinaron los errores estándar para cada
momento evaluativo. El experimento se repitió tres veces
con resultados coincidentes.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los resultados de la actividad de la enzima PAL, en
plántulas de arroz provenientes de semillas tratadas con
hidrolizado de quitosana, se muestran en la Figura 1. Esta
es una de las enzimas que se activa en el metabolismo
secundario y a partir de ella se desencadena rápidamen-
te una serie de mecanismos, como la vía de los
fenilpropanoides que da lugar a la síntesis de fitoalexinas,
ligninas, ácido benzoico, ácido salicílico, este último con-
siderado como una importante señal en la amplificación
de las respuestas defensivas sistémicas (13, 14).

Figura 1. Dinámica de la actividad de la enzima PAL
en plántulas de arroz provenientes  de semillas
tratadas con diferentes concentraciones de
hidrolizado de quitosana

Como se puede observar, los mayores niveles de
actividad PAL se encontraron en las plantas tratadas con
el hidrolizado de quitosana, mostrando diferencias signi-
ficativas respecto al tratamiento control. Este comporta-
miento se mantuvo desde la primera evaluación, realiza-
da a los 18 días después de germinada la semilla de
arroz y hasta los 39 días, tiempo en que se realiza la
última evaluación. Se debe destacar que 500 mg.L-1 fue
la dosis que logró la mayor estimulación en todas las
evaluaciones.

En cuanto a las evaluaciones efectuadas a los 18 y
39 ddg, no se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos con las diferentes dosis del elicitor. Sin
embargo, a los 25 ddg, las plantas tratadas con 500 mg.L-1

de hidrolizado exhibieron los mayores valores de activi-
dad PAL, significativamente superiores a las tratadas con
100 mg.L-1 y 1 000 mg.L-1.

Otros también plantean (3) que este compuesto tiene
la capacidad de estimular la actividad de la enzima PAL a la
concentración de 500 mg.L-1.

Los resultados pueden explicarse teniendo en cuenta
que los hidrolizados están compuestos por moléculas de
menor tamaño, que son fácilmente absorbidos por las se-
millas e interactúan mejor con los receptores en la mem-
brana plasmática. Este hecho pudiera justificar que inicial-
mente todas las concentraciones del hidrolizado estimula-
ron de igual forma la actividad PAL. Sin embargo, al trans-
currir el tiempo cambió esta situación, pues  la concentra-
ción de 500 mg.L-1 al parecer resultó más adecuada en la
estimulación enzimática, con lo cual se pudiera especular
que una concentración más baja como 100 mg.L-1 no con-
tiene una cantidad suficiente de principio activo.

La enzima β 1,3 glucanasa fue también evaluada y
los resultados se muestran en la Figura 2.

Figura 2. Dinámica de actividad de la enzima β β β β β 1,3
glucanasa en plántulas de arroz prove-
nientes  de semillas  tratadas con diferen-
tes concentraciones de quitosana

Se puede apreciar en la Figura 2, que las diferentes
dosis del elicitor provocaron una estimulación de la activi-
dad de la enzima β-1,3 glucanasa en las evaluaciones
realizadas, siendo la dosis de 500 mg.L-1 la que logró la
mayor activación de la enzima, mostrando diferencias
significativas con el resto de los tratamientos y en todas
las evaluaciones, alcanzando la mayor estimulación a los
25 ddg. Debe destacarse que todas las plantas, a las
cuales se les aplicó el elicitor, tuvieron sus mayores valo-
res de actividad a los 25 ddg.

Por otra parte, se ha observado que la glucanasa es
capaz de lograr una elevada actividad con el mismo elicitor,
pero en otro cultivo, corroborándose así su efecto inductor (3).

Con respecto a esta enzima, se ha publicado tam-
bién que se expresa en forma constitutiva a niveles relati-
vamente bajos en semillas germinadas, hojas, panículas
y tallos de arroz (15). Los resultados de la actividad
quitinasa se muestran en la Figura 3.

Estimulación de algunas enzimas en plantas de arroz tratadas con un hidrolizado de quitosana
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Figura 3. Dinámica de la actividad quitinasa en
plántulas de arroz obtenidas de semillas
tratadas con un hidrolizado de quitosana

Las plantas tratadas con las diferentes dosis del elicitor
mostraron una mayor actividad quitinasa que las correspon-
dientes a las plantas controles, durante todo el período eva-
luado. La dosis de 100 mg.L-1 fue la que provocó una mayor
estimulación en todas las evaluaciones realizadas. Se debe
plantear, además, que a los 39 ddg en todos los casos se
lograron los mayores valores de la actividad enzimática.

El hidrolizado de quitosana empleado está compues-
to por algunos oligosacáridos con grado de polimerización
entre 2 y 7 unidades, lo que le permite con una menor
concentración una estimulación significativa de la activi-
dad de la enzima. Este hecho permite mantener como
criterio que el tamaño molecular es una característica
importante para la interacción de estos compuestos con
la planta. En este sentido, se ha demostrado (16) que
existen receptores de membranas específicos para los
oligosacáridos quitinosos en plantas de arroz.

También se trataron semillas de arroz (17) con
quitosana e hidrolizados de quitosana durante pocos se-
gundos y se observó que había inducción de la actividad
quitinasa a los ocho días después germinada la semilla,
lo cual reafirma los resultados obtenidos.

En la Figura 4 se muestran los resultados de la acti-
vidad quitosanasa en plántulas de arroz, obtenidas de
semillas tratadas con hidrolizado de quitosana.

Como se puede apreciar, las plantas provenientes
de semillas tratadas con hidrolizado de quitosana, logra-
ron con la dosis de 100 mg.L-1  la mayor  estimulación
enzimática, aunque en las dos últimas evaluaciones no
hubo diferencias significativas entre las concentraciones
de 100 y 500 mg.L-1. Este resultado sugiere que una con-
centración de hidrolizado por encima de 500 mg.L-1 no es
adecuada para la estimulación  de la quitosanasa. Se
debe señalar que el mayor valor de actividad enzimática
se logra a los 25 ddg. Con otro inductor como la quitosana
en el mismo cultivo y variedad, se observó que la concen-
tración de 1 000 mg.L-1 es la que logra la mayor
estimulación de esta enzima a los 39 ddg (7).

Figura 4. Dinámica de la actividad quitosanasa en
plántulas de arroz obtenidas de semillas
tratadas con hidrolizado de quitosana

En resumen, se ratifica la actividad estimuladora de
estos compuestos sobre la enzima quitosanasa, lo cual
está relacionada con la resistencia a los patógenos (18).

De forma general, se puede plantear que las plantas
obtenidas de semillas tratadas con hidrolizado de
quitosana a la dosis de 500 mg.L-1 tuvieron la mayor
estimulación de las enzimas PAL y β-1.3 glucanasa y a
la dosis de 100 mg.L-1 las enzimas quitinasa y
quitosanasa. Sin embargo, en otro trabajo donde se utili-
zó la quitosana, con las mismas conentraciones y varie-
dad de arroz, fue la concentración de 1 000 mg.L-1 la que
logró la mayor estimulación en las mismas enzimas (PAL,
glucanasa, quitinasa y quitosanasa) y evaluaciones reali-
zadas (7).

El hidrolizado de quitosana, al estar formado por
moléculas de menor tamaño (entre 2 y 7), hace que es-
tos sean más fácilmente absorbidos por las semillas, lo
cual le permitiría un mejor acceso de los fragmentos
elicitores a sus receptores en la membrana plasmática y
lograr así con una menor concentración, una mayor
estimulación de las enzimas evaluadas. Esta estimulación
pudiera contribuir a la protección de la planta del ataque
de patógenos.
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