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ESTIMULACION DE ALGUNAS ENZIMAS EN PLANTAS
DE ARROZ (Oryza sativa, L.) TRATADAS CON UN HIDROLIZADO

DE QUITOSANA

Aida T. Rodriguez®, M. A. Ramirez, A. Falcén, E. Utriay Silvia Bautista

ABSTRACT. Thestimulation of defense mechanismsin plants
through using of bioactive products is one of the most
ecological and dynamic ways to defend them from pathogen
attack. Among elicitors promoting thisinductionishydrolisate
of chitosan, which was obtained in the Department of Crop
Physiology and Biochemistry from the National Institute of
Agricultural Sciences(INCA). Thiswork determined the effect
of ahydrolisate of chitosan applied to seed on the stimulation
of some enzymes related with pathogenesis, such as PAL,
glucanase, chitinase and chitosanaseinrice 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 3-1,3
glucanases were observed at the concentration of 500 mg.L™
whereas in chitinase and chitosanase at the concentration of
100 mg.L ™. It was demonstrated that at lower concentrations
than 1 000 mg.L™ a higher estimulation of the activity of
evaluated enzymes is obtained.

Keywords: rice, enzymatic hydrolysis, Betaglucanase,
Phenylalanineammonialyase, chitinase

INTRODUCCION

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
activacion de enzimas, tales como la fenilalanina amonio
liasa (PAL), la cual es clave en la sintesis de metabolitos
defensivos importantes, donde se destacan las
fitoalexinas, que constituyen compuestos altamente toxi-
cos al patdgeno. También se inducen otras enzimas de-
fensivas, entre las que se encuentran: -1,3 glucanasas,
quitinasas, quitosanasas, entre otras (1).
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RESUMEN. Laestimulacion de mecanismosdedefensaen plan-
tas, mediantela utilizacién de productos bioactivos, esunade
las vias mas ecol6gicas y dindmicas que les permiten defen-
derse del ataque de patdgenos. Entre los elicitores capaces de
provocar esta induccién se encuentra el hidrolizado de
quitosana, €l cual se obtuvo en el Departamento de Fisiologia
y BioguimicaVegetal del Instituto Nacional de CienciasAgri-
colas (INCA). En este trabgjo se determiné el efecto de un
hidrolizado de quitosanaaplicado alasemilla, enlaestimulacion
dealgunas enzimasrel acionadas con lapatogénesis, talescomo
PAL, glucanasa, quitinasay quitosanasa en plantas de arroz
(var. J104). Se observé que con la aplicacion de este com-
puesto hubo una induccidn de la actividad de las diferentes
enzimas. Losval oresmayoresdeactividad delasenzimas PAL
y B—1,3 glucanasase registraron alaconcentracion de 500 mg.L
1y enlas enzimas quitinasay quitosanasa ala concentracion de
100 mg.L™. Se demostrd que con concentraciones menores de
1 000mg.L?, selogramayor estimulacion delaactividad delas
enzimas evaluadas.

Palabrasclave: arroz, hidrdlisis enzimética, Betaglucanasa,
amonio fenilalaninaliasa, quitinasa

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 fitopatogenos
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
econémico (2).

En el cultivo del tabaco (Nicotiana tabacum) se apli-
¢6 un hidrolizado de quitosana a la raiz y después se
inocul6 con Phytophthora parasitica. Posteriormente se
observé una estimulacién en las enzimas PAL, -1,3
glucanasay quitinasa y una disminucion de los sintomas
de la enfermedad (3).

En cuanto al cultivo del arroz (Oryza sativa, L.), en
Cuba constituye el 60 % de la dieta de la poblacion; 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 dafios causados por
enfermedades y, en especial, las de origen fungoso, sien-
do en el estado de plantulas, entre los 25 y 35 dias des-
pués de germinada la semilla, donde muestran la mayor
susceptibilidad a la piriculariosis, enfermedad producida
por el hongo Pyricularia grisea, Sacc. Este patdgeno pue-
de provocar pérdidas que oscilan entre un 10-80 %, de-
pendiendo de las condiciones para que se desarrolle la
infeccion (8, 9).

Una de las vias de transmision de este patégeno es
por semillas, siendo este tratamiento con fungicidas qui-
micos uno de los métodos méas usados para el control de
la piriculariosis; pero estos son muy costosos y téxicos
al ambiente.

Toda esta situacion conduce a la necesidad de utili-
zar nuevos métodos mucho mas econémicos y ecoldgicos,
gue 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, copolimero 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 observé que a
una concentracion de 1 000 mg.L?, se logra una mayor
estimulacion en la actividad de todas las enzimas evalua-
das (7). Sin embargo, no se conoce si con un hidrolizado
de quitosana se lograria 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), B-1,3 glucanasa, quitinasa y
quitosanasa, estimulada por un hidrolizado de quitosana
gue contiene oligbmeros entre 2-7 unidades de
glucosamina, en la variedad de arroz J-104.

MATERIALES Y METODOS

Elicitor utilizado. El hidrolizado de quitosana (HQ) con un
grado de polimerizacion entre 2-7 se obtuvo por una
hidrdlisis enzimatica de la quitosana con Celuclast, un
complejo enzimatico de Novozymes rico en actividad
celulolitica (3).

Estimulacion 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, 500y 1 000 mg.L™
mediante imbibicién por 15 minutos. Posteriormente, fue-
ron secadas a temperatura ambiente y mas tarde sem-
bradas en bandejas plasticas con suelo Gley Nodular
Ferralitico concrecionario (10), esterilizado previamente
durante una hora en autoclave a 121°C, por tres dias con-
secutivos. Se incubaron las bandejas en cuarto de cre-
cimiento con alternancia de luz (16 horas) y oscuridad
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(8 horas) a una temperatura de 22-24°C. Alos 18, 25, 32
y 39 dias de germinadas (ddg) las semillas, se determi-
naron las diferentes actividades enzimaticas: fenilalanina
amonio liasa (PAL), p-1,3 glucanasa, quitinasa y
guitosanasa, y se compararon con un control (tratado con
agua).

Extraccion de enzimas. El material vegetal utilizado para
la extraccién fue hojas de arroz, de las cuales se toma-
ron 2 g y maceraron en mortero con nitrégeno liquido. Se
procedié a la extraccion con una solucidon tampén de
acetato de sodio 0.1 mol.L™* a pH 5.2 para la determina-
cion de las actividades: p-1,3 glucanasa, quitinasa y
guitosanasa, y para determinar la actividad PAL se utiliz6
como solucién tampon tetraborato de sodio 0.1 mol.L ™y
acido boérico 0.1 mol.L* a pH 8.8. Para ambas extracciones
se us6 1 g de tejido por cada 2 mL de solucion tampdn.

Determinacién de las actividades enzimaticas

Determinacion de la actividad PAL. Se tom6 0.9 mL de
L-fenilalanina 1 mg.mL™ (Merck calidad bioquimica), se
le adicion6 0.1 mL de extracto enzimatico y se incubé a
40°C durante 30 minutos. La reaccién se detuvo con 0.25mL
de &cido clorhidrico 5 N, se colocaron las muestras en
bafio helado y se le adicioné 5 mL de agua destilada. Los
valores de absorbancia se determinaron a 290 nm. Se
definié como una unidad de actividad enzimatica equiva-
lente a la produccién de 1 mmol de acido transcinamico
producido por minuto por mg de proteinas (11).
Determinacion de la actividad - 1,3 glucanasa. A0.2 mL
de sustrato laminarina 1 mg.mL* (Sigma para andlisis) (11),
se le adiciond 0.1 mL de tampdn acetato de sodio 0.1 mol.L™*
a pH 5.2 y 0.1 mL de extracto enzimatico; las muestras
se incubaron a 40°C durante 30 minutos. Se determind la
actividad enzimatica por medicion del nivel de produccion
de azUcares reductores por el método de Schales modifica-
do (1) y se expres6 en términos de actividad especifica como
umol de glucosa producido.minuto™.mg* de proteinas.
Determinacion de la actividad quitinasa. Para este ensa-
yo se procedi6 adicionando 2 mL del tampdn &cido citrico
0.1 mol.L* e hidrégeno fosfato de sodio 0.1 mol.L™* pH 5.2
a 1 mL de extracto enzimatico y a 1 mL de quitina coloi-
dal 0.5 % (Sigma con fines analiticos). Se incubaron las
muestras a 37°C durante 20 minutos con agitacion conti-
nua. La reaccidn se detuvo al calentarla a ebullicién por
cinco minutos. Se determiné el incremento de azucares
reductores segun el método de Schales (1) y se leyé la
absorbancia a 420 nm. La actividad enzimatica se expre-
s6 como umoles de azUcares reductores por minuto por
mg de proteinas.

Determinacion 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 afiadi6é 0.5 mL de muestra. La mezcla se
incubo a 37°C durante 24 horas; posteriormente, para de-
tener la reaccion se colocaron las muestras en bafio Maria
a 100°C durante cuatro minutos. Se determind el incre-
mento de azUcares reductores (1) y se ley6 la absorbancia
a420 nm. La actividad enzimatica se expresé como umoles
de azlicares reductores por minuto por mg de proteinas.
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En todos los casos se registraron las actividades
especificas de las enzimas; para ello se determiné la
concentracion de proteinas presente en los extractos (12).
Andlisis estadistico. Se utilizé un disefio completamente
aleatorizado con tres repeticiones por tratamiento. Las
medias se compararon con el empleo de la prueba de
rangos multiples de Duncan para un 5 % de significacion,
asi como se determinaron los errores estandar para cada
momento evaluativo. El experimento se repitid tres veces
con resultados coincidentes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la actividad de la enzima PAL, en
plantulas 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 rapidamen-
te una serie de mecanismos, como la via de los
fenilpropanoides que da lugar a la sintesis de fitoalexinas,
ligninas, acido benzoico, &cido salicilico, este ultimo con-
siderado como una importante sefial en la amplificacion
de las respuestas defensivas sistémicas (13, 14).
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Figura 1. Dinamica de la actividad de la enzima PAL
en plantulas 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 evaluacién, realiza-
da a los 18 dias después de germinada la semilla de
arroz y hasta los 39 dias, tiempo en que se realiza la
Gltima evaluacion. Se debe destacar que 500 mg.L™ fue
la dosis que logré la mayor estimulacion 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™
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de hidrolizado exhibieron los mayores valores de activi-
dad PAL, significativamente superiores a las tratadas con
100 mg.L*y 1 000 mg.L™.

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

Los resultados pueden explicarse teniendo en cuenta
que los hidrolizados estan compuestos por moléculas de
menor tamafio, que son facilmente absorbidos por las se-
millas e interactlian mejor con los receptores en la mem-
brana plasmaética. 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 cambid esta situacién, pues la concentra-
cion de 500 mg.L* al parecer resultd mas adecuada en la
estimulacion enzimatica, con lo cual se pudiera especular
gue una concentracién mas baja como 100 mg.L™ no con-
tiene una cantidad suficiente de principio activo.

La enzima B 1,3 glucanasa fue también evaluada y
los resultados se muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Dindmica de actividad de la enzima p 1,3
glucanasa en plantulas 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 estimulacién de la activi-
dad de la enzima B-1,3 glucanasa en las evaluaciones
realizadas, siendo la dosis de 500 mg.L™la que logré la
mayor activacion de la enzima, mostrando diferencias
significativas con el resto de los tratamientos y en todas
las evaluaciones, alcanzando la mayor estimulacion a los
25 ddg. Debe destacarse que todas las plantas, a las
cuales se les aplicé 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, corroborandose asi 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, paniculas
y tallos de arroz (15). Los resultados de la actividad
quitinasa se muestran en la Figura 3.
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Figura 3. Dinamica de la actividad quitinasa en
plantulas 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 periodo eva-
luado. La dosis de 100 mg.L™* fue la que provocd una mayor
estimulacion en todas las evaluaciones realizadas. Se debe
plantear, ademas, que a los 39 ddg en todos los casos se
lograron los mayores valores de la actividad enzimatica.

El hidrolizado de quitosana empleado esta compues-
to por algunos oligosacaridos con grado de polimerizacién
entre 2 y 7 unidades, lo que le permite con una menor
concentracién una estimulacion significativa de la activi-
dad de la enzima. Este hecho permite mantener como
criterio que el tamafio molecular es una caracteristica
importante para la interaccién de estos compuestos con
la planta. En este sentido, se ha demostrado (16) que
existen receptores de membranas especificos para los
oligosacaridos quitinosos en plantas de arroz.

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

En la Figura 4 se muestran los resultados de la acti-
vidad quitosanasa en plantulas 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* la mayor estimulacion
enzimatica, aunque en las dos Ultimas evaluaciones no
hubo diferencias significativas entre las concentraciones
de 100y 500 mg.L™. Este resultado sugiere gue una con-
centracion de hidrolizado por encima de 500 mg.L™* no es
adecuada para la estimulacién de la quitosanasa. Se
debe sefialar que el mayor valor de actividad enziméatica
se logra alos 25 ddg. Con otro inductor como la quitosana
en el mismo cultivo y variedad, se observé que la concen-
tracién de 1 000 mg.L™* es la que logra la mayor
estimulacion de esta enzima a los 39 ddg (7).
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Figura 4. Dinamica de la actividad quitosanasa en
plantulas 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
esta relacionada con la resistencia a los patégenos (18).

De forma general, se puede plantear que las plantas
obtenidas de semillas tratadas con hidrolizado de
guitosana a la dosis de 500 mg.L™* tuvieron la mayor
estimulacién de las enzimas PALy -1.3 glucanasay a
la dosis de 100 mg.L™* las enzimas quitinasa y
guitosanasa. Sin embargo, en otro trabajo donde se utili-
z6 la quitosana, con las mismas conentraciones y varie-
dad de arroz, fue la concentracion de 1 000 mg.L* la que
logré la mayor estimulacién 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 tamafio (entre 2 y 7), hace que es-
tos sean mas facilmente absorbidos por las semillas, lo
cual le permitiria un mejor acceso de los fragmentos
elicitores a sus receptores en la membrana plasmatica y
lograr asi con una menor concentracion, una mayor
estimulacion de las enzimas evaluadas. Esta estimulacion
pudiera contribuir a la proteccion de la planta del ataque
de patégenos.
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