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ABSTRACT. Twenty five days old tobacco plants (Criollo 98)
were treated with different concentrations (0, 0,1, 0,5, 1,
2,5 g.L'") of a chitosan polymer by soil drench to the
rhizosphere. At 30 days soluble protein and reducing sugar
contents were determined in plant leaves, as well as, defense
enzymatic markers (Phenylalanine ammonia liase (PAL),
EC 4.3.1.5 and B 1-3 glucanase, EC 3.2.1.6). In addition,
enzymatic activity of nitrate reductase (EC 1.6.6.1) was
detected at 30, 37 and 44 days after planting. Treatments with
chitosan polymer did not cause significant changes in soluble
protein contents in tobacco leaves, excepted for the lowest
concentration tested, while all chitosan treatments affected
the reducing sugar contents, by decreasing it, mainly with
the two intermediated concentrations. These two treatments
also caused significant reductions of nitrate reductase
enzymatic activity, regarding to control activity, at 30 and
37 days after planting. In turn, defensive markers evaluated
were induced above control, depending on concentration
tested. PAL activity was increased above control with the
lowest and the highest chitosan concentration employed (0.1
y 10 g.L'"), while B 1-3 glucanase was significant activated
with all chitosan treatments tested, causing 2,5 g.L! the
maximum activity found. All results showed that defense
induced in tobacco plants by chitosan, affected compound
contents and enzymatic activity related to the primary
metabolism and this influence depends on the concentration
of the polymer tested, as well as the marker evaluated.
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RESUMEN. Plantulas de tabaco de 25 dias de sembradas
(dds), variedad Criollo 98, fueron tratadas mediante adicion
a la rizosfera con un polimero de quitosana, a diferentes
concentraciones: 0, 0,1, 1, 2,5y 10 g.L'!. A los 30 dds se
determinaron los contenidos de proteinas y carbohidratos
reductores solubles y la actividad de indicadores defensivos
(fenilalanina amonio liasa (PAL), EC4.3.1.5 y B 1-3 glucanasa,
EC 3.2.1.6) en hojas, mientras que la actividad de la enzima
nitrato reductasa (EC 1.6.6.1) se determind a los 30,37 y 44 dds.
El polimero de quitosana causé estimulacion e inhibicion de las
variables determinadas, en dependencia de las concentraciones
ensayadas. El polimero no provocd variaciones significativas en
el contenido de proteinas solubles, excepto para la concentracion
de 0,1 g.L''; mientras que si afecto el contenido de carbohidratos
reductores, causando importantes reducciones de los niveles
de este, principalmente con las concentraciones 1 y 2,5 g.L!
del compuesto. Igual fue reducida la actividad de la enzima
nitrato reductasa con las mismas concentraciones intermedias
del polimero a los 30 y 37 dds. Las concentraciones de 0,1 y
10 g.L"' del polimero incrementaron la actividad PAL, mientras
que con la concentracion de 2,5 g.L'! se obtuvo la maxima
actividad B 1-3 glucanasa, aunque todas las concentraciones
evaluadas aumentaron la actividad del control. Los resultados
demuestran que la actividad defensiva inducida en plantas de
tabaco por quitosana, afecta los contenidos de compuestos
y la actividad enzimatica relacionada con el metabolismo
primario y esta afectacion depende de las concentraciones
empleadas del polimero, asi como del indicador evaluado.
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INTRODUCCION

La quitina es el segundo polimero natural
de mayor abundancia después de la celulosa y
forma parte de la pared celular de los hongos y del
exoesqueleto de los artrépodos, este ultimo grupo es
su principal fuente de obtencion a escala mundial. Su
abundancia permanente en la biosfera se estima en
alrededor de 10 giga toneladas anuales (1 x 10" kg).
Una gran parte de la produccién mundial de quitina,
polimero lineal de N-acetil glucosamina, se realiza a
partir del exoesqueleto de cangrejo y camardn, siendo
muy escasa su produccién a partir del exoesqueleto
de langosta (1, 2).

La quitosana, principal derivado de la quitina,
es un polimero lineal de glucosaminas parcialmente
acetiladas y unidas por enlaces B 1-4. Se obtiene
por desacetilacién alcalina de la quitina, proceso que
produce un polimero soluble en acidos diluidos, lo cual,
es una de las principales ventajas de este compuesto
para su uso en la agricultura, respecto a la quitina. En
estarama, la quitosana y sus derivados de menor masa
molar (también llamados de conjunto quitosacaridos)
(2), pueden tener una amplia aplicacién a partir de las
potencialidades bioldgicas que se le han demostrado a
estos compuestos, como son, una importante actividad
antimicrobiana sobre el crecimiento y desarrollo de
hongos, bacterias y oomycetes (3, 4, 5), la proteccion
de plantas contra patégenos potenciales (4, 5, 6)
y la promocién del crecimiento y desarrollo de varios
cultivos”(7, 8, 9).

En la ultima década varios autores han informado
de la proteccion del tabaco (Nicotiana tabacum, L.)
contra algunos de sus patdégenos potenciales mediante
la aplicacién de quitosanas y por activacion de
respuestas defensivas que le confieren resistencia a
las plantas contra dichos patoégenos (10, 11, 12). En
especifico la induccion de actividades 8 1-3 glucanasa
y PAL se encuentra directamente ligada a la proteccién
contra el oomycete Phytophthora nicotianae (12, 13).

Recientemente se informo la induccion de
resistencia en tabaco contra Phytophthora nicotianae
como resultado de aplicaciones de quitosana. En
el trabajo se demostré que el incremento local y
sistémico de la actividad PAL y 3 1-3 glucanasa tenia
una estrecha relacion con la reduccion de la infeccion
de plantulas de tabaco por P. nicotianae, por lo que
estas enzimas pueden constituir indicadores de
resistencia sistémica inducida en dicha planta. Estos
indicadores pueden ser inducidos por quitosacaridos
en esta planta, previo y en ausencia de la infeccion
patogénica (12,14).

ACostales, D. Quitosacaridos en la nodulacion y el crecimiento de
soya (Glicine max, L. Merrill) inoculada con Bradyrhizobium elkanii.
[Tesis de Maestria]. INCA, Septiembre, 2010.
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Tomando en cuenta que se ha informado que la
accion elicitora de diversos compuestos puede causar
reduccion de precursores y energia del metabolismo
primario y afectar los procesos de crecimiento y
desarrollo de las plantas (15), resulta de interés conocer,
silos quitosacaridos inductores de resistencia en tabaco
tienen algun efecto sobre componentes del metabolismo
primario durante el proceso de induccién defensiva.

Por lo anterior, este trabajo es un primer
acercamiento al problema cientifico planteado y el
objetivo es conocer el efecto que ejerce la aplicacion
de un polimero de quitosana al sustrato de crecimiento
de plantulas de tabaco, en la activacion de indicadores
defensivos y de algunos componentes del metabolismo
primario de las plantulas.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DEL POLIMERO Y PREPARACION DE LAS
DISOLUCIONES DE QUITOSANA

A partir del polimero con masa molar de 1,35 x
10° g.mol' y un grado de N-acetilacién del 12 % que
se obtuvo mediante desacetilacion basica (NaOH) de
quitina de langosta cubana, de calidad farmacéutica,
por el Grupo de Productos Bioactivos del Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (16), se preparé una
disolucion madre al 1 % con el siguiente procedimiento.
Se disolvid el polimero en acido acético al 1 % con
agitacion y se ajusto el pH de la disolucién con hidréxido
de potasio (2 mol.L") hasta pH 5,5, completandose
con agua destilada hasta el volumen correspondiente.
Como control de los experimentos bioldgicos se
preparé una disolucion de acido acético neutralizado
con hidroxido de potasio, a partir de acido acético
(1 %) con similar procedimiento de ajuste de pH. Tanto
la disolucion madre de quitosana como la disolucién
control se diluyeron con agua destilada hasta las
concentraciones deseadas en cada experimento.

CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LAS PLANTULAS
Y EXPERIMENTACION

Semillas de tabaco (Nicotiana tabacum, L.), variedad
Criollo 98, se sembraron 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, sustrato utilizado con éxito
para el crecimiento del tabaco en trabajos anteriores
(11). Las plantulas se crecieron en condiciones
semicontroladas con iluminacién artificial (16 horas de
luz/ocho horas de oscuridad) y temperatura diurna de
25/20°C nocturna. Se realizaron riegos diarios a los
cepellones para garantizar una adecuada humedad en
el sustrato y un buen crecimiento de las plantas.

A la rizosfera de las plantulas de tabaco, con
25 dias de sembradas (dds) se le adicionaron
disoluciones contentivas del polimero de quitosana
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a distintas concentraciones: 0,1, 1, 2,5y 10 g.L"
arazén de 1 mL por cm? de suelo. A partir de extractos
de hojas verdaderas de tabaco, se conformaron
tres muestras de tres plantulas por tratamiento que se
les determind, a los 30 dds, el contenido de proteinas
y de carbohidratos solubles reductores, asi como los
indicadores defensivos 8 1-3 glucanasa, fenilalanina-
amonio liasa (PAL) y la actividad nitrato reductasa a
los 30, 37 y 44 dds.

Los extractos de los diferentes tratamientos
se hicieron a partir de hojas de tabaco que fueron
maceradas con nitroégeno liquido en morteros de
porcelana. El material pulverizado se homogenizé
en solucién de acetato de sodio 0,05 mol.L' pH
5,2 + cloruro de sodio 1 mol.L"* + EDTA 0,005 mol.L"
+ B-Mercaptoetanol 0,005 mol.L", a razén de 1,5 mL
por gramo de hojas. Cada extracto se centrifugdé por
15 minutos a 12000 g en frio, se descarté el precipitado
y se centrifugd nuevamente por cinco minutos.
Seguidamente se colectd el sobrenadante y se guardo
por debajo de 0°C hasta las determinaciones realizadas.

La concentracion de proteinas se realizé siguiendo
una metodologia micro Lowry descrita por Sun (17) y
fue expresada en mg de proteinas por gramo de tejido
vegetal fresco. Se uso albumina de suero bovino como
estandar; mientras que el contenido de carbohidratos
solubles reductores fue determinado por el método
colorimétrico de Somogyi (18) y los resultados se
expresaron como ug de glucosa gramo de tejido
fresco™, a partir de una curva de azlcares reductores
sobre un patron de glucosa.

Para la determinacién de actividad B 1-3 glucanasa
se siguié una metodologia previamente descrita (19).
En el ensayo se cuantificd la liberacion de azucares
reductores a partir de laminarina (Sigma) por accién de
las enzimas del extracto. El total de azucares reductores
liberado en el ensayo fue determinado por el método
colorimétrico de Somogyi (18) y los resultados se
expresaron como actividad especifica (ug de glucosa.
min~'.mg proteina'), a partir de una curva de azlcares
reductores realizada con un patrén de glucosa.

La actividad fenilalanina-amonio liasa (PAL)
fue determinada segun una metodologia descrita (19).
Se cuantificé la formacion de acido trans-cinamico
por accién de las enzimas PAL presentes en
el extracto usando L-fenilalalina como sustrato
(Sigma). La actividad enzimatica fue expresada como
actividad especifica (g acido trans-cinamico.min-'.mg
proteina™), a partir de una curva de acido trans-cinamico
leida a 290 nm.

La determinacion de la actividad nitrato reductasa
se ejecutd segun un método descrito con anterioridad
usando el a naftil etilendiamino dihidroclérico como
sustrato (19). A la mezcla resultante se le determiné
la absorbancia a 540 nm. La actividad enzimatica se
expres6 como nmoles de NO, formados por minuto
por gramos de tejido.

ANALISIS ESTADISTICO DE LAS DETERMINACIONES
METABOLICAS Y ENZIMATICAS

El experimento se repitié dos veces y se utilizd
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 clasificaciéon simple a cuatro réplicas por
tratamiento. Las medias resultantes se compararon
con la prueba de Duncan para p<0,05 en el programa
Statgraphics, version 5.0 (Statistical Graphics
Corporation, 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

La adicion de las soluciones de quitosana a la
rizosfera de las plantas de tabaco no causé cambios
significativos en el contenido de proteinas solubles a
los cinco dias de aplicados los tratamientos (30 dds),
excepto para la concentracion mas baja (0,1 g.L")
utilizada del quitosacarido, que redujo en un 16 %
los niveles de proteina detectados en las hojas de las
plantas control (Figura 1). A diferencia de lo anterior,
el comportamiento en los niveles de carbohidratos
reductores en las mismas plantas fue afectado
sensiblemente en relacion con el control y demostrando
diferencias entre los tratamientos de quitosana en
dependencia de las concentraciones utilizadas (Figura 2).
Todos los tratamientos del quitosacarido causaron
reducciones significativas que estuvieron entre el
50 y el 90 % de los valores del tratamiento control, lo
que indica un importante efecto del polimero en este
indicador. Las mayores reducciones ocurrieron con las
concentraciones intermedias (1 y 2,5 g.L"") mientras
que la concentracion mas alta fue la que menos
reduccion causo (50 %) con respecto a los contenidos
de carbohidratos reductores en el tratamiento control.
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Figura 1. Efecto de la aplicacién a la rizosfera de
un polimero de quitosana, a los 25 dds
las plantas de tabaco, en el contenido de
proteinas solubles en hojas alos 30 dds (n=4)

100



Cultivos Tropicales, 2014, vol. 35, no. 2, p. 98-104 abril-junio
250 1
é - 0,08 1 mmm Control
3] a = 0,1g.L"
200 - 9
i= a . 1g.L
3 % 0,06 - m— 25 gL
2 150 2 a 10g.L"
o b (0]
3 3 ] b
8 100 A o 0:04
= c g
o @) a
2 50 z ) c a )
’ . a
d d 0.0 b b aaaaa
0- [ T | | T | T III!
0 0,1 1,0 2,5 10,0 0,00 - T
30 37 44

Concentracion (g.L™")

Letras iguales no difieren estadisticamente para la prueba de
Duncan, p<0,05

Figura 2. Efecto de la aplicacion a la rizosfera de
un polimero de quitosana, a los 25 dias
dds las plantas de tabaco (n= 4), en el
contenido de carbohidratos reductores
en hojas a los 30 dds

La determinacién del efecto del quitosacarido
sobre la actividad de la enzima nitrato reductasa
se realizd en tres momentos dentro de un periodo
de dos semanas posteriores a la aplicacion de las
soluciones de quitosana, ya que este indicador nunca
ha sido investigado como resultado de la aplicacion
de estos polimeros. Los resultados demostraron
una reduccion de la actividad enzimatica en los dos
primeros momentos determinados (30 y 37 dds)
para las concentraciones de 1y 2,5 g.L-" (Figura 3),
mientras que las concentraciones 0,1y 10 g.L ™" no se
diferenciaron del control. Por su parte, a los 44 dds
las plantas no presentaron diferencias significativas
entre los tratamientos y el control. Se pudo encontrar,
ademas, diferencias para los niveles enzimaticos del
control en dependencia del momento evaluado, lo que
pudiera atribuirse a diferentes comportamientos de la
actividad de la enzima, en general, como resultado de
los distintos momentos del crecimiento de las plantulas
en que se hicieron las determinaciones.

Ladeterminacion de indicadores defensivos se realizd
alos 30 dds. Es conocido que la induccién de indicadores
enzimaticos defensivos en plantulas completas de tabaco,
tratadas con quitosacaridos, se incrementa a partir de
las 48 horas, pudiendo tener valores maximos entre 72y
120 horas transcurridas las aplicaciones (11, 12, 14), por
lo que se escogid este momento para comparar con las
otras determinaciones no defensivas.

Los resultados del comportamiento de la actividad
PAL en las hojas de plantas de tabaco en presencia
del quitosacarido mostraron incrementos de tres
y de cuatro veces los niveles del control para los
tratamientos de 0,1 y 10 g.L"' respectivamente,
mientras no se obtuvieron diferencias significativas con
las concentraciones intermedias y el control (Figura 4).

Dias de sembradas (dds)

Letras iguales no difieren estadisticamente para la prueba de
Duncan, p<0,05

Figura 3. Variaciones en la actividad enzimatica
nitrato reductasa a los 30, 37 y 44 dds
en hojas de plantas de tabaco (n= 4),
aplicadas por adiciéon a la rizosfera a
los 25 dds, de un polimero de quitosana
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Figura 4. Variaciones en la actividad enzimatica
PAL alos 30 dds, en hojas de plantas de
tabaco (n= 4) aplicadas por adicién a la
rizosfera a los 25 dds, con un polimero
de quitosana

Sin embargo, el comportamiento de la actividad
B 1-3 glucanasa mostré incrementos marcados y
significativos en todos los tratamientos con quitosana
determinados con respecto al control, obteniéndose
valores de actividad enziméatica de entre 10 y 15
veces por encima del nivel del control, siendo el mayor
obtenido con la concentracion de 2,5 g.L* (Figura 5).
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Figura 5. Variaciones en la actividad enzimatica
B 1-3 glucanasa a los 30 dds, en hojas de
plantas de tabaco (n= 4) aplicadas por
adicion a la rizosfera, a los 25 dds, con
un polimero de quitosana

Se ha informado que las enzimas PALy 3 1-3
glucanasa constituyen indicadores inducibles de
resistencia basal que le confieren proteccion a las
plantas contra sus patégenos, ya que se incrementan
sus valores enzimaticos varias veces respecto a sus
niveles basales, como respuesta a infecciones y
como resultado de la aplicacion de elicitores, siendo
particularmente inducidas por quitosacéridos (20, 21).
En particular, estas dos enzimas son criticas en la
contencion del ataque de oomycetes en el tabaco (12, 13)
y se ha demostrado su activaciéon, en ausencia de
patdégenos, por encima del control, cuando las plantas
de tabaco son tratadas con derivados de quitosana
(11, 12, 14). Por lo anterior, es posible emplearlas
como indicadores de resistencia basal en este cultivo
aun en ausencia de patdgenos.

Los resultados de este trabajo demuestran que
la aplicacion de concentraciones de quitosana que
causan incrementos de los indicadores enzimaticos
defensivos mencionados, afectan ademas, variables
relacionadas con el metabolismo primario de la planta
en dependencia de las concentraciones evaluadas del
polimero. De esta forma, todas las concentraciones
empleadas redujeron principalmente los contenidos
de azucares reductores con valores varias veces por
debajo del control, lo cual podria ser una indicacion
del desvio de precursores del metabolismo primario
hacia la induccién de resistencia en la planta.

En el proceso de acumulacion del nitrégeno en
las plantas, la nitrato reductasa es la primera enzima
que acciona la reduccion del NO,  en la via para
formar el amonio que posteriormente sera asimilado
también enziméaticamente. Esta enzima es inducible

por su sustrato y puede ser reprimida por los productos
finales del propio proceso de asimilacion, como son la
glutamina u otros aminodcidos; sin embargo, existen
otros agentes que pueden regular la actividad de
la enzima como son la luz y el oxigeno como los
principales externos, y la accion kinasa, fosfatasa,
enzimas proteoliticas a nivel del citosol, las proteinas
de unién 14-3-3 y los niveles de azucares externos
o asimilados que influyen sobre estas Ultimas (22).
En este trabajo las concentraciones de 1y 2,5 g.L™
del polimero que causaron las mayores reducciones
de carbohidratos reductores (90 % por debajo del
control) a los cinco dias de la aspersion, causaron
también disminuciones significativas de la actividad
nitrato reductasa respecto al control a los 5y 12 dias
de aplicados los tratamientos, siendo restituida la
actividad a los 19 dias de la aplicacion. Es posible que
la disminucion de ambas variables esté relacionada,
ya que se ha informado del impacto del contenido
de azucares en la regulacion de la actividad nitrato
reductasa, incluso mayor que la regulacién que puede
ejercer la presencia de su sustrato (22).

De esta forma una posible reduccion del contenido
de carbohidratos (incluyendo azucares reductores)
hacia la formacién de compuestos carbonados,
relacionados con las vias defensivas, podria repercutir
en la reduccion de la actividad nitrato reductasa.
Precisamente, las concentraciones de 1y 2,5 g.L-" del
polimero coinciden con los mayores incrementos de la
actividad B 1-3 glucanasa (10 y 15 veces por encima
de la actividad del control); sin embargo, esta hipotesis
podria no soportar los resultados logrados con la
concentracién de 10 g.L' que mostré incrementos
elevados en ambos indicadores defensivos y no se vio
afectada la actividad nitrato reductasa. No obstante,
a favor de la hipodtesis, esta ultima concentracion
causO menor reduccion de los azucares reductores
(aproximadamente un 50 %) que las concentraciones
de 1y 2,5 g.L" del polimero.

Por otra parte, en las concentraciones intermedias
mencionadas (1 y 2,5 g.L™") no hubo cambios en la
actividad PAL y el comportamiento fue dependiente de
la concentracion. Un estudio previo de este laboratorio
demostré reducciones por debajo del control o no
incrementos de actividad enzimatica 3 1-3 glucanasa 'y
PAL, respectivamente, cuando se hicieron aplicaciones
con las concentraciones mencionadas al sustrato
de crecimiento de las plantulas (12). Si tomamos
en cuenta que estas concentraciones que afectaron
los incrementos de actividad PAL en este trabajo,
coinciden con los menores valores del contenido
de carbohidratos reductores, podria pensarse en
un ajuste de la induccién defensiva por la planta en
funcion de la baja disponibilidad de precursores, es
decir, el aumento de algunas defensas y la reduccion
0 no incremento de otras.
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Al aplicar la concentracion mas alta de quitosana
(10 g.L") siempre se obtuvo incremento de la actividad
defensiva por encima del control, mientras que la
reduccién de los carbohidratos reductores respecto a
este, fue menos marcada que en las concentraciones
intermedias. Este resultado podria deberse a la
mayor disponibilidad del polimero de quitosana en
la rizosfera que facilite la absorcién del nitrégeno por
la planta, evento que permitiria mayor produccion de
compuestos carbonados en beneficio de la respuesta
defensiva inducida.

Se ha informado que la aplicacion de elicitores
de resistencia en plantas de cultivo puede causar
reduccion del crecimiento y los rendimientos,
dependiendo de las concentraciones, como resultado
del desvio de energia y precursores del metabolismo
primario hacia la induccién de resistencia en la planta
(15). Hasta el momento son muy pocos los estudios
de este tipo utilizando como elicitores oligosacarinas
inductoras de resistencia (23, 24), en particular,
recientemente se ha informado los primeros trabajos
de este tipo con la aplicacion de quitosana.

Existen referencias acerca de la utilizacion de una
sola concentracién (0,5 g.L "), por debajo de algunas
de las utilizadas en este trabajo (23), sin encontrar
afectaciones en los rendimientos del cultivo del frijol.

El presente trabajo constituyé un primer
acercamiento para conocer las posibles afectaciones
sobre precursores y enzimas del metabolismo primario
que pueden ejercer concentraciones elevadas de
quitosana que activan resistencia inducida contra
patdgenos, con el objetivo adicional de poder utilizar
estas variables como indicadores de afectacion.
Es preciso profundizar este estudio evaluando
otros precursores y enzimas relacionadas con el
metabolismo primario e incluso extender el estudio a
experimentos que evallen la productividad bioldgica
y agricola en todo el ciclo de desarrollo del cultivo.
Es necesario tomar en cuenta, ademas, el aporte del
proceso de respiracion cuando se aplican quitosanas,
maxime cuando se ha informado de aumentos de
respiracion en soya en respuesta a tratamientos con
estos compuestos (25).

CONCLUSIONES

Del trabajo se puede concluir que la aplicacion
de determinadas dosis de quitosana en plantulas
de tabaco, que causan incrementos de indicadores
defensivos de la resistencia basal, también provoca
afectaciones en variables del metabolismo primario
relacionados con la formacion de nuevos precursores,
lo que podria interpretarse como una demanda
energética adicional de la respuesta defensiva al
metabolismo primario de la planta.
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