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EFECTO DE DERIVADOS DE QUITOSANA EN LA SIMBIOSIS

Bradyrhizobium-SOYA

Daimy Costales®, Maria C. Napoles y A. Falcon

ABSTRACT. The influence of polymer chitosan and its
partialy hydrolyzed derivatives was studied through an in
vitro assay on different variables that characterize soybean
nodulating process. In al cases, chitosans applied by means
of seed imbibition caused asimilar or superior effect to those
applied directly to plant culture medium on the nodulating
variables evauated. Chitosan hydrolyzed for 24 hours showed
the best results when inducing nodulation (without statistical
differences with polymer chitosan) as well as nodular mass
increment, probably because of the appearance of smaller
chitosan fragments with biological activity as a result of
hydrolysis. Chitosan hydrolyzed for 48 hours showed a
positive effect only for the dry biomass of nodules. This
behavior was probably due to the degradation of smaller
fragments with biological activity derived from 24 hours of
hydrolysis.
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INTRODUCCION

De manera natural se establece una asociacion
simbidtica entre las plantas leguminosas y las bacterias
de la familia Rhizobiaceae que habitan el suelo. En este
proceso, ambos simbiontes se benefician y es el resulta-
do de complejas interacciones moleculares que se esta-
blecen entre la planta y el microorganismo, las cuales
dan lugar a la formacion de los nddulos (1, 2). Numero-
sos factores influyen en el éxito de la interaccién, pero
se plantea que la produccién de factores de nodulaciéon
por la bacteria constituye una clave esencial en el éxito
de esta simbiosis (3).

Se conoce, ademas, que la estructura de los facto-
res de nodulacién consiste en un esqueleto de N-acetil
glucosamina, ramificado con toda una gama de
sustituyentes que son especificos para cada interaccion
especie de leguminosa-cepa de bacteria (4). Se ha de-
mostrado que dichas estructuras tienen un papel en la
estimulacion de la division celular y la morfogénesis en el
sistema radical de leguminosas (5, 6), y se ha sugerido
gue la parte oligosacérida de la estructura del factor Nod
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RESUMEN En €l trabgjo se estudié, mediante un ensayo in
vitro, la influencia de quitosana polimero y sus derivados
parcial mente hidrolizados sobre diferentes variables que ca-
racterizan la nodulacién de la soya. En todos los casos, las
quitosanas aplicadas mediante imbibicién delas semillas g er-
cieron un efecto similar o superior a aquellos aplicados por
adicién directaa medio de cultivo, sobrelas diferentesvaria-
bles de nodul acién eval uadas. L aquitosana hidrolizada por 24
horas presenté los mejores resultados en la induccion de la
nodul acién (aunque sin diferencias con laquitosana polimero)
y en el incremento delamasanodular, posiblemente vinculado
alaaparicion por lahidrélisis de fragmentos de quitosana de
menor tamafio con actividad biol dgica. Laquitosanahidrolizada
por 48 horas tuvo un efecto positivo solo en la biomasa seca
delosndédul os. Este comportamiento pudo debersealadegra-
dacion delosfragmentos menores con actividad biol égicaori-
ginados hasta las 24 horas de hidrdlisis.

Palabras clave: Bradyrhizobium, soya, quitosana, simbiosis

es la responsable de inducir las divisiones celulares de
las células corticales de la raiz (7).

La quitosana es el derivado desacetilado de la quitina,
un polimero de N-acetil-glucosamina que se extrae del
exoesqueleto de los crustaceos; una fuente muy rica y
explotada de estos compuestos, aungue en condiciones
naturales, se encuentra ademas en las paredes celula-
res de muchas especies de hongos y en la cuticula de
insectos y aracnidos (8).

Entre los efectos bioldgicos de la quitosana y sus
derivados se encuentra la inhibicion del crecimiento de
hongos fitopatdégenos (9, 10) y la proteccion de las plan-
tas contra enfermedades causadas por virus, bacterias y
hongos (11). Adicionalmente, son considerados regula-
dores del crecimiento de las plantas, ya que ejercen una
influencia probada en el crecimiento vegetativo y radical
de estas (12, 13), acortan el periodo de la floracion y
mejoran la floracion y fructificacion (14, 15) e incrementan
los rendimientos, especialmente mediante tratamiento
previo de las semillas (12, 16).

Tomando en cuenta que las respuestas biolégicas
de la planta dependen de la masa molecular de la
quitosana (17), el objetivo de este trabajo fue estudiar la
influencia de la masa molecular de la quitosana en
interaccion con el simbionte Bradyrhizobium elkanii so-
bre la nodulacién in vitro del cultivo de la soya (Glycine
max (L.) Merrill).
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MATERIALES Y METODOS

Material microbiano. Para el desarrollo del trabajo se utilizé
la cepa Bradyrhizobium elkanii ICA 8001 (hasta hace
poco tiempo conocida como Bradyrhizobium
japonicum ICA 8001) (18), la cual fue cultivada en medio
Bradyfact (19), en condiciones de agitacion a 30°C,
durante 56 horas (20).

Material vegetal. Se emplearon semillas certificadas de
la variedad de soya INCASOY-27 procedente del banco
de germoplasma del INCA. Las plantas fueron cultivadas
en dependencia de las condiciones de cada ensayo.
Preparacion de las quitosanas parcialmente hidrolizadas.
La quitosana polimero se obtuvo mediante desacetilacion
béasica de quitina de langosta calidad farmacéutica, se-
gun la metodologia descrita (21). Las soluciones de
quitosana fueron hidrolizadas enzimaticamente durante
24y 48 horas con Pectinex Ultra SP-L. A cada producto
utilizado en el bioensayo se le determiné la viscosidad en
un viscosimetro Ostwald de constante viscosimétrica
k=0.1 y la concentracidon de azlcares con extremos
reductores mediante la técnica de Nelson (22).

Ensayo de nodulacion in vitro. Se realizo el experimento
en condiciones controladas, empleando un disefio com-
pletamente aleatorizado con descomposicién en los fac-
tores producto y forma de aplicacién, con ocho y dos
niveles respectivamente. Se emplearon 10 plantas por tra-
tamiento y se comparé el efecto de diferentes tiempos de
hidrélisis de la quitosana a la concentracién de 1000 mg.L™,
asi como su aplicacion mediante imbibicién de las semi-
llas y directamente en el medio de cultivo donde crecié la
planta.

Las semillas se desinfectaron previamente en etanol
al 70 % durante cinco minutos y posteriormente en
hipoclorito de sodio al 25 % (v/v) por el mismo tiempo. Se
enjuagaron seis veces con agua destilada y se dejaron
reposar por una hora en las soluciones estériles que con-
tenian los diferentes tratamientos. Posteriormente, se
colocaron en placas de Petri sobre medio Agar-agua a
30°C durante tres dias para su germinacion (bioensayo
de imbibicion). Para el bioensayo donde se aplicaron los
productos al medio de cultivo de las plantas, las semillas
fueron colocadas directamente en placas de Petri para
su germinacion.

Una vez pregerminadas, las semillas con aproxima-
damente 20 mm de raiz emergente fueron colocadas en
tubos de ensayo que contenian 30 mL de medio Norris y
Date semisolido (23), a razén de una semilla por tubo.
Las raices de las plantulas se inocularon siete dias des-
pués, descargando con micropipeta 1 mL del inéculo ob-
tenido con la cepa ICA 8001 en medio liquido Bradyfact a
una concentracion celular de 102 UFC.mL™" en camara
Neubauer. Un tratamiento sin inocular se utilizd6 como
control en cada ensayo.

Las plantas se cultivaron en condiciones de luz/os-
curidad de 16/8 horas, a una temperatura de 25°C y hu-
medad relativa del 70 % (24). Cuatro semanas después

de la inoculacién, se determinaron las variables nimero
de nédulos por planta, masa fresca y seca de los nédulos,
asi como la efectividad nodular, siguiendo el método vi-
sual de la eficiencia de los nddulos (25). El experimento
se repitio dos veces.

Los datos se sometieron a la prueba de normalidad
y homogeneidad de varianza y se aplicé analisis de
varianza, utilizando la prueba de rangos mdltiples de
Duncan (p<0.05) para discriminar diferencias entre me-
dias. Se procesaron mediante el paquete estadistico
SPSS versién 10.
Los niveles del factor producto fueron los siguientes:
T1- Testigo sin aplicacién (To)
T2- Inéculo de B. elkanii (Be)
T3-Be+Q-0Oh
T4-Be+QH-24h
T5- Be+QH-48h
T6- Q-0Oh
T7-QH-24h
T8- QH-48h
Q-0h: Quitosana sin hidrolizar

QH-24h: Quitosana parcialmente hidrolizada durante 24 horas
QH-48h: Quitosana parcialmente hidrolizada durante 48 horas

Los niveles del factor forma de aplicacién fueron:
1. Imbibicion de semillas
2. Adicion directa al medio de cultivo de las plantas.

RESULTADOS

Algunas de las caracteristicas distintivas de los de-
rivados de quitosana obtenidos en el proceso de hidrolisis
del polimero nativo (Q-0h) se muestran en la Tabla I.

Tablal. Caracteristicas distintivas de las quitosanas
parcialmente hidrolizadas en relacién con
el polimero nativo

Quitosana parcialmente Porcentaje Concentracion
hidrolizada de viscosidad de extremos reductores
(%) (ug de glucosamina.mL™ x 10°%)
QH-24 horas 26.1 86.44
QH-48 horas 24.6 200.36

Como se puede apreciar, tanto el QH-24h como el
QH-48h disminuyeron la viscosidad original del polimero
en 74y 75 %, respectivamente. Sin embargo, el incre-
mento de extremos reductores fue méas del doble en el
QH-48h en relacion con el QH-24h. Lo anterior indica que
entre 24y 48 horas de hidrélisis, aunque hubo una degra-
dacion importante de los productos, esta ocurrié funda-
mentalmente sobre los fragmentos de menor tamafio que
no contribuyen a la viscosidad de la solucion de quitosana.

Los resultados del andlisis estadistico del ensayo
de nodulacion para los diferentes caracteres estudiados
demostraron que hubo interaccion entre los productos
evaluados y sus formas de aplicacion. El ensayo se repi-
tié dos veces con similares resultados.
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Al analizar los diferentes productos y formas de apli-
cacién en cuanto al nimero de nddulos desarrollados, la
guitosana polimero (Q-0 h) y su derivado de 24 horas
(QH-24 h) mostraron los mejores resultados cuando am-
bos se aplicaron a la semilla por imbibicion (Figura 1),
mientras que la quitosana hidrolizada por 48 horas no se
diferencié del indculo solo, para igual forma de aplicacion
del producto, pero fue superior a los tratamientos sin
in6culo (T1, T6, T7y T8).
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Letras comunes no se diferencian estadisticamente para p<0.05
T1- (To), T2- (Be), T3- Be+Q-0h, T4- Be+QH-24h,
T5- Be+QH-48h, T6- Q-Oh, T7- QH-24h, T8- QH-48h

Figura 1. Nomero de nddulos desarrollados cuando
los productos se aplicaron mediante imbi-
bicion de las semillas (nivel 1) o por adi-
cion al medio de cultivo donde crecieron
las plantas (nivel 2)

Cuando los diferentes productos se adicionaron di-
rectamente al medio de cultivo de la planta, se encontrd
gue los tratamientos T3 (Q-0 h) y T4 (QH-24 h) no se
diferenciaron estadisticamente del indculo Bradyfact
solo (T2), aunque fueron superiores al T5 (QH-48 h)y a
los tratamientos sin indculo. La quitosana hidrolizada
48 h (T5) mostro los resultados inferiores, sin diferencias
con los tratamientos sin inoculacién y disminuy6 el efec-
to ejercido en relacion con el de 24 h, lo que significa que
una mayor exposicion a la hidrélisis enzimatica afectd
negativamente la influencia de este producto en la
nodulacion.

Resulta logico que aquellos tratamientos sin indculo
ofrecieran los resultados inferiores, teniendo en cuenta
gue solo la presencia de Bradyrhizobium o de los facto-
res de nodulacion como resultado de su fermentacion
pueden ser responsables de la induccion nodular (24).

En la variable efectividad nodular (Figura 2), todos
los nddulos desarrollados en el sistema radical de las
plantas fueron efectivos.

El andlisis de la masa fresca de los nédulos (Figura 3)
destaco marcadamente el efecto del T4 (QH-24 h) aplica-
do a la semilla, el cual mostro valores superiores en to-
dos los tratamientos. El hecho de que T4 (QH-24 h) no
mostrara diferencias significativas con el T3 (Q-0 h) en
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cuanto a niumero de nddulos, y que se diferencié para
esta variable, indica que los nédulos desarrollados en el
T4 tuvieron un mayor tamafio.
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Figura 2. Efectividad de los nédulos desarrollados
cuando los productos se aplicaron median-
te imbibicion de las semillas (nivel 1) o por
adicion al medio de cultivo donde crecie-
ron las plantas (nivel 2)
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Productos

Letras comunes no se diferencian estadisticamente para p<0.05
T1- (To), T2- (Be), T3- Be+Q-0h, T4- Be+QH-24h,
T5- Be+QH-48h, T6- Q-0h, T7- QH-24h, T8- QH-48h

Figura 3. Efecto de los diferentes productos aplica-
dos mediante imbibicidon de las semillas
(nivel 1) o por adicién al medio de cultivo
donde crecieron las plantas (nivel 2) en la
masa fresca de los nédulos desarrollados

El inéculo bacteriano solo (T2), la quitosana polimero
y el derivado de quitosana de 48 h (T3 y T5) no se diferen-
ciaron entre si, aunque todos fueron superiores al control
sin inoculacién. Cuando se aplicaron los productos al
medio de cultivo de la planta, igualmente los resultados
fueron inferiores.
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Un comportamiento similar al de la masa fresca se
observé en los resultados de la masa seca de los nddulos
por planta (Figura 4), donde para la aplicacion de los pro-
ductos mediante imbibicién de la semilla, resalté nueva-
mente el QH-24 h, aunque esta vez no difiri
estadisticamente del mayor tiempo de hidrdlisis (T5). Los
nédulos desarrollados en este tratamiento (T4) tienen
mayor masa y puede deberse fundamentalmente a un
mayor contenido en bacteroides.
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Letras comunes no se diferencian estadisticamente para p<0.05
T1- (To), T2- (Be), T3- Be+Q-0h, T4- Be+QH-24h,
T5- Be+QH-48h, T6- Q-Oh, T7- QH-24h, T8- QH-48h

Figura 4. Efecto de los diferentes productos aplica-
dos mediante imbibicion de las semillas
(nivel 1) o por adicién al medio de cultivo
donde crecieron las plantas (nivel 2) en la
masa secade los nddulos desarrollados

Para ambas formas de aplicacion de los productos
se obtuvieron resultados similares para el inéculo
bacteriano, la quitosana polimero y el derivado de
quitosana de 24 h, este Ultimo cuando se adiciond direc-
tamente al medio de cultivo de las plantas.

DISCUSION

Los resultados de este ensayo permitieron seleccio-
nar a la QH-24 h como la mejor de los derivados de
guitosana empleados. El efecto positivo encontrado con
este hidrolizado pudiera explicarse si se tiene en cuenta
gue la estructura de los factores de nodulacién produci-
dos por los diferentes rizobios, contiene basicamente un
oligosacarido de quitina y que se le confiere a esta parte
de la molécula un papel importante en la determinacion
de su actividad biolégica (7). La hidrdlisis del polimero de
guitosana permitié obtener fragmentos que pudieron in-
crementar la percepcion de la sefial por la planta dirigi-
da a la mayor formacion de nddulos. Sin embargo, un incre-
mento del tiempo de hidrdlisis por encima de las 24 horas,
al parecer, provoco la degradacion de aquellos fragmen-
tos mejor percibidos por la planta (Tabla I).
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En general, la quitosana hidrolizada hasta 24 h arro-
j6 los mejores resultados tanto en la formacion de los
nddulos (aunque sin diferencias estadisticas con la
guitosana polimero) como en el incremento de la biomasa
nodular. Estas diferencias pueden deberse a la aparicion
de fragmentos de menor tamafio con actividad bioldgica,
como resultado de la degradacién del polimero de
quitosana (Tabla ) y demostrado por la reduccién en un
74 % de la viscosidad relativa inicial de la solucién y por
el incremento de extremos reductores en ella.

Al continuarse la hidrdlisis hasta 48 h, se evidenci6
un incremento de la aparicion de extremos reductores,
sin reduccién apenas de la viscosidad, en relacién con
las 24 h de hidrdlisis, lo que implica que la degradacion
continué fundamentalmente sobre los fragmentos meno-
res aparecidos hasta las 24 horas, los cuales no contri-
buyen a la viscosidad de la solucién (25).

Se ha comprobado que la degradacién de quitosana con
Pectinex Ultra SP-L ocurre mediante una accién endohidrolitica
sobre la fraccién de la cadena polimérica carente de grupos
acetilos®, por lo que la poca disminuciéon de la viscosidad
entre 24 y 48 horas puede deberse a la presencia de espa-
cios acetilados en el polimero de quitosana, que impiden su
degradacién por el complejo enzimatico.

La presencia, por ende, de los oligbmeros de
quitosana producto de la hidrdlisis en el entorno de la
semilla y el inéculo, pudiera constituir una sefial que
incremente la respuesta de la interaccion simbiética. Al
resultar estructuralmente similares estos compuestos a
los factores Nod, pudieran inducir en la plantula la pro-
duccion de mayores concentraciones de flavonoides u
otros inductores de los genes nod en la bacteria, lo que
se traduciria en la sintesis de mayor cantidad de estos
morfégenos y finalmente en una nodulacion mejor (26).

La forma de aplicacién por imbibicién de las semi-
llas fue la via mas efectiva de accionar estos productos
con el Bradyfact, comparado con la adicién de estos en
el medio de cultivo de la planta. Es conocido el efecto
inhibidor de la quitosana y sus oligdmeros a concentra-
ciones por encima de 500 mg.L* en el crecimiento de
diferentes microorganismos, fundamentalmente hongos
fitopatdgenos (9), aunque también se han informado resul-
tados similares en algunos grupos de bacterias (27, 28).
El crecimiento de la cepa ICA 8001 en medio Bradyfact
conteniendo quitosana a la concentracion de 1000 mg.L™
redujo el crecimiento del microorganismo en relacion con
el control sin quitosana (datos no mostrados), lo que con-
firma la explicacion anterior.

Hasta el momento, este es el primer estudio acerca
del efecto de la quitosana y sus derivados sobre
parametros de la nodulacién en leguminosas. Resulta
vélida la utilizacién de quitosana o sus oligdmeros como
aditivos de bioinoculantes para incrementar el proceso
de nodulacion de la soya. Sin embargo, es importante
tener en cuenta la concentracién y forma de aplicacién
mas convenientes.

1Cabrera, J. C., comunicacién personal, INCA, 2004
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