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RESPUESTA ENZIMATICA Y DE CRECIMIENTO EN UNA
VARIEDAD COMERCIAL DE TABACO (Nicotiana tabacum,L.)
TRATADA POR ASPERSION FOLIAR DE UN POLIMERO
DE QUITOSANA

Enzymatic and growth responses in acommercial variety of tobacco
(Nicotiana tabacum, L.) treated with a chitosan polymer by foliar spray.

Alejandro Bernardo Falcon Rodriguez®, Trudy Ann Gordon,
Daimy Costales Menéndez y Miguel Angel Martinez Téllez

ABSTRACT. Tobacco plants (Criollo 98) were sprayed with RESUMEN. Plantas de tabaco, variedad Criollo 98 fueron
different concentrations (0, 0.1, 0.5, 1, 2.5 g.L™) of chitosan asperjadas a los 30 dias de sembradas (dds) con diferentes
polymer at 30 days after planting (dap). At 14 days after concentraciones (0, 0.1, 0.5, 1y 2.5 g.L ™) de un polimero de
treatments, variations caused by chitosan treatments on plant quitosana. Se determind a los 14 dias de la aspersion (44 dds)
growth were measured, using the following variables: number las variaciones causadas por los tratamientos en las siguientes
of leaves, stem and roots length and dry mass. Polymer variables de crecimiento: nimero de hojas, longitud del tallo y
treatments caused stimulation and inhibition of the variables radical y masa seca. Los tratamientos de quitosana causaron
measured depending on the chitosan concentration tested. estimulacion e inhibicién de las variables determinadas en
Changes in the protein and reducing carbohydrate contents dependencia de la concentracién de quitosana aplicada. Los
were, also, obtain in tobacco leaves sprayed with chitosan, tratamientos con el polimero provocaron, también, variaciones
mainly increments above control at 37 dap, depending on the en el contenido proteico y de carbohidratos reductores,
polymer concentration tested. Nitrato reductase activity was fundamentalmente incrementos sobre el control a los 37 dds
just induced above control at 37 dap with the highest en dependencia de las concentraciones empleadas. La actividad
concentration (2.5 g.L™) tested. In turn, defense markers nitrato reductasa sélo fue inducida por encima del control a
evaluated were just induced, above control, at 33 dap, again los 37 dds por la mayor concentracion (2.5 g.L™) del polimero.
depending on polymer concentration. & 1-3 glucanase activated A su vez los indicadores defensivos evaluados fueron inducidos
at 1.0 g.L?, while PAL activated with the three highest por encima del control s6lo a los 33 dds en dependencia de la
concentration (0.5-2.5 g.L ™) employed. According to results, concentracién empleada. La actividad & 1-3 glucanasa se activo
there is no relation between defenses activated and the changes sobre el control a la concentracion de 1.0 g.L*, mientras la
in protein and carbohydrate contents, however, due to the activacion de la PAL ocurri6 con las 3 mayores concentraciones
complexity in the induced resistance response, it is necessary (0.5,1.0y 2.5g.L"). De acuerdo a los resultados obtenidos, no
to deepen in this study by including other presume markers parece haber relacion entre el incremento de respuestas defensivas
and different modes of chitosan application. y los cambios en el contenido proteico y de carbohidratos
reductores; sin embargo, debido a la complejidad de la
respuesta de resistencia inducida, resulta necesario profundizar
en su estudio incluyendo otros probables indicadores y diferentes
formas de aplicacion de los tratamientos.

Key words: Chitosan, induced resistance, tobacco, Palabras clave: Quitosana, Resistencia inducida, tabaco,
enzymatic responses respuestas enzimaticas.
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fundamentalmente la quitosana, tienen grandes aplicaciones
en diversas ramas como laindustria, la medicina, la cosmética,
la proteccion del medio ambiente y la agricultura, por lo
gue la produccién 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 bioldgicas que se le han
demostrado a estos compuestos, como son, unaimportante
actividad antimicrobiana sobre el crecimiento y desarrollo
de hongos, bacterias y oomycetes (2-5), la induccion de
resistencia en plantas contra patdgenos potenciales y la
promocién del crecimiento y desarrollo de varios cultivos
(2,6-8).

En la actualidad varios grupos de investigacién estudian
la proteccion de diversos cultivos con aplicaciones de
guitosana. En la Gltima década varios autores han informado
de la proteccion del tabaco (Nicotiana tabacum L.) contra
algunos de sus principales patdgenos mediante la activacion
de resistencia inducida, por aplicaciones con polimeros
y oligémeros 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 o sobre variables de crecimiento
de plantas de tabaco en estadio de semillero.

Por lo anterior, este trabajo es un primer acercamiento
a este problema cientifico 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 la aplicacién
foliar de un polimero de quitosana y su relacién con la
induccioén de respuestas defensivas. Igualmente, se evalu6
la respuesta de variables de crecimiento a esta forma de
aplicacion.

MATERIALES Y METODOS

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-acetilacion del 12 %.
Preparacion de las disoluciones de quitosana

Se prepar6 una disolucion madre de quitosana al 1 %
con el siguiente procedimiento. Se disolvié el polimero
con agitacion en acido acético (HAc) al 1%y se ajusto el
pH de la disolucion con hidréxido de potasio (KOH) 2N
hasta pH 5.5, completandose con agua destilada (H,Od)
hasta el volumen correspondiente. Como control de los
experimentos biologicos se prepard una disolucion de HAc
neutralizado con KOH, a partir de &cido acético al 1% por
similar procedimiento de ajuste de pH. Tanto la disolucién
madre de quitosana como la disolucién control se diluyeron
con H,0Od hasta las concentraciones deseadas en cada
experimento.

Condiciones de crecimiento de las plantulas y experimentacion:
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Se realizd un experimento para evaluar a los 44 dias
de sembradas (dds) las plantulas de tabaco (Nicotiana
tabacum, L.), variedad Criollo 98, el efecto, en el crecimiento,
de diferentes concentraciones (0.1, 0.5,1.0y 2.5g.L")
de un polimero de quitosana asperjado 14 dias antes de
la evaluacion, a razén de entre 0,5y 1 mL por planta
(dosis aproximada de 0.1, 0.5, 1 y 2.5 mg por planta).
Las determinaciones enzimaticas se realizaron en las
hojas de la planta a los 3 y 7 dias de asperjadas las
plantulas (33 'y 37 dds).

Las semillas de tabaco fueron sembradas en
cepellones conteniendo suelo Ferralitico Rojo mezclado
con cachaza, turba &cida y turba rubia en proporcion
2:4:2:0.5 (v:v), respectivamente a pH 6,0. Las plantulas
crecieron en condiciones semicontroladas de luz/oscuridad
(16/8 horas) con iluminacion artificial y temperatura
diurna/nocturna (25/20UC) en el cuarto de crecimiento
del dpto. de Fisiologia y Bioquimica Vegetal del Inca. Se
realizaron riegos diarios a los cepellones para garantizar
unaadecuada humedad en el sustrato y un buen crecimiento
de las plantas. El experimento se repitié dos veces y
fueron seleccionadas al azar tres plantulas para conformar
una muestra. Se utilizaron 5 muestras como réplicas por
tratamiento para las evaluaciones de crecimiento siguientes:
Numero de hojas, longitud del tallo (cm), longitud radical
(cm) y masa seca de la planta (g.pta™), mientras que
para las evaluaciones enzimaticas: Nitrato reductasa, &
1-3 glucanasa y fenil-alanina amonio liasa (PAL), proteinas
solubles totales y carbohidratos reductores se conformaron
tres muestras por tratamiento.

Extraccion 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 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"* + Mercaptoetanol 0.005 mol.L*, a razén de 1,5
mL por gramo de hojas.

El extracto se centrifugd por 15 minutos a 12000 g
en frio, se descart6 el precipitado y se centrifugé nuevamente
por 5 min. Seguidamente se colecto el sobrenadante y
se congeld por debajo de 0°C hasta las determinaciones
enziméaticas.

Determinacion de proteinas

Se determind en el sobrenadante del extracto de
hojas siguiendo una metodologia micro Lowry descrita
por Sun (14). Se us6 albumina de suero bovino como
estandar. La concentracion de proteinas se expresé como
mg de proteinas por gramo de tejido vegetal fresco.

Determinacion de Carbohidratos solubles reductores

Se determind por el método colorimétrico de Somogyi (15)
y los resultados se expresaron como actividad especifica
(ig de glucosa.min™.mg proteina™), para lo cual se determiné
previamente la pendiente en una curva de azlcares
reductores sobre un patron de glucosa.

Determinacion de la actividad nitrato reductasa
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Se disolvié una muestra de 0,25 g en un 1ml de Buffer
Tris KNO_, H,O destilada y Tween 80. Se calent6 por 10
minutos en bafio de Maria a 70° C. Se enfria hasta
temperatura ambiente. Luego se tomaron 0,2 ml de muestra
y se le afadié 2,6 ml de H O destilada, 0.6 ml de
sulfanidamida y 0.6 ml de a naftil etilendiamino
dihidroclérico, se homogenizdy se dej6 reposar por 20 minutos.
A esa mezcla se le determina la absorbancia a 540 nm.
La actividad enzimatica se expreso como nmoles de NO,/ gr.
de tejido.

Determinacion de la actividad & 1-3 glucanasa

Para la determinacion de actividad & 1-3 glucanasa
se siguio la metodologia descrita por Boudart et al. (16)
con la diferencia de que todos los componentes del ensayo
se redujeron proporcionalmente para dar un volumen final
de 0,5 ml. En el ensayo se cuantificé la liberacién de
azucares reductores a partir de Laminarina de calidad
reactivo (Sigma) por accion de las enzimas del extracto.
La mezcla de reaccion fue incubada por una hora a 50°C.
El total de azlicares reductores liberado en el ensayo fue
determinado por el método colorimétrico de Somogyi (15)
y los resultados se expresaron como actividad especifica
(ig de glucosa.min™.mg proteina™), paralo cual se determind
previamente la pendiente en una curva de azlcares
reductores sobre un patron de glucosa.

Determinacion de la actividad Fenilalanina-amonio liasa
(PAL)

Se realiz6 segun la metodologia de Vander et al. (17)
con la diferencia de que el ensayo se incub6 por dos
horas para mejores resultados en tabaco, como previamente
se evalué (12,18). Se cuantificd la formacion de acido
trans-cindmico por accién de las enzimas PAL presentes
en el extracto usando L-fenilalalina como sustrato (Sigma).
La actividad enzimética fue expresada como actividad
especifica (ig acido trans-cinamico.min™.mg proteina™),
para lo cual se determiné previamente la pendiente de
una curva de &cido trans-cinamico a 290 nm.

Analisis estadistico de las determinaciones metabdlicas
y enziméticas

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 andlisis de varianza de Clasificacion
Simple a cuatro réplicas por tratamiento. Las medias
resultantes se compararon con la prueba de Duncan para
pd» 0.05 en el programa Statgraphics, version 5.0
(Statistical Graphics Corporation, 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del efecto de las diferentes concentraciones
de quitosana en las variables de crecimiento a los 14
dias de asperjadas las plantulas se muestran en la tabla
1. En todas las variables evaluadas existe un efecto del
compuesto en dependencia de las concentraciones empleadas.
El nimero de hojas no fue afectado con las diferentes
dosis del polimero de quitosana respecto al control, pero
las dos concentraciones mayores redujeron esta variable
enrelacion con la concentracion mas baja utilizada. Aunque
lalongitud del tallo hasta el primer par de hojas se beneficio
con la concentracion intermedia (0,5 g.L ™), nuevamente
las mayores concentraciones causaron reduccion de la
longitud radical y también de la masa seca total de las
plantulas respecto al control (Tabla 1).

El efecto beneficioso de compuestos de quitosana
en el crecimiento, desarrollo, lareproduccién y los rendimientos
de los cultivos ha sido demostrado en varias especies
vegetales (6,8,19,20); sin embargo, ho siempre los resultados
al aplicar quitosana causan efectos positivos en los diferentes
parametros de los estadios mencionados o sdlo afectan
algunos indicadores de los mismos (21). Los estudios de
un efecto positivo en el crecimiento de esta especie a
escala de campo con dosis mas bajas que las utilizadas
en este trabajo (22).

La aspersion foliar del polimero de quitosana causé
la reduccion significativa de la concentracion 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), mostrd incrementos de la concentracion
de proteinas a concentraciones entre 0,1y 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 (1y 2,5 g.L ™) causaron reducciones respecto
al control y un incremento de la concentracion de azlicares
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.

Tabla 1: Efecto de la aspersion foliar de un polimero de quitosana en el crecimiento de plantulas de tabaco
(variedad Criollo 98) a los 14 dias del tratamiento (44 dds).

Tratamientos NuUmero de hojas

Longitud del tallo (cm)

Longitud radical (cm) Masa Seca (g.pta?)

0g.L™ 6.4+0.24 ab 2.15+0.01b
0.1g.L™ 6.6+0.24 a 2.18+0.15 b
05g.L™ 6.2+0.20 ab 2.89+0.15 a
1.0g.L™ 5.8+0.20 b 2.32+0.09 b
259.L" 5.8+0.20 b 1.9740.13 b

2.67+x0.10 a 0.05+0.002 a
2.56+0.05 ab 0.04+0.003 a
2.29+0.15abc 0.03+0.002 b
2.01+0.22 ¢ 0.03+x0.003 b
2.15+0.13 ¢ 0.02+0.002 ¢
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Figura 1. Efecto de la aspersion foliar del polimero de
guitosana en la concentracién de proteinas
(A)y carbohidratos (B) en hojas alos 33y
37 dias de sembradas las plantulas de tabaco
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Letras iguales no difieren estadisticamente para p<0.05 en la
Prueba de Duncan.

Al realizar la determinacidon y analisis de la actividad
enzimatica nitrato reductasa, cuya accién consiste en
reducir los nitratos que llegan a las hojas procedentes de
las raices de la planta por lo que esta enzima esta vinculada al
aporte de nitrégeno para el metabolismo de los aminoécidos,
las proteinasy otros compuestos aminados, se obtuvo solamente
unincremento de la actividad a los 37 dds por accién de
laconcentracion de 2,5 g.L™* del polimero de quitosana (Figura 2)
gue mostré un valor de actividad por encima del doble del control,
por lo que la aplicacién de los tratamientos de quitosana no
afectaron la respuesta de esta enzima en las hojas excepto
para el caso descrito. Este incremento de actividad nitrato
reductasa no parece estar relacionado con elincremento de
proteinas encontrado con este tratamiento (2,5 g.L™), sise
toma en cuenta los resultados mostrados en la figura 1A.

La actividad del indicador defensivo & 1-3 glucanasa solo
mostré incrementos de actividad a los 33 dds con la. concentracion
de quitosana de 1 g.L™* (Figura 3A), 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 aplicacion (12,18).
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Figura 2. Efecto de la aspersién foliar del polimero
de quitosana en la actividad enziméatica nitrato
reductasaen hojas alos 33y 37 dias de sembradas
las plantulas de tabaco (dds).
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Letras iguales no difieren estadisticamente para p<0.05 en la
Prueba de Duncan.

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
2,59.L™") del polimero de quitosana evaluado. 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
(12,18). No se obtuvieron diferencias entre los tratamientos
alos 37 dds, lo que demuestra una reduccién de la actividad
defensiva para este momento evaluado y puede estar
relacionado con el comportamiento temporal y transitorio
gue tienen estos indicadores defensivos (12,23).

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 evaluacion.
La induccion 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 (23) y que demandan de precursores
carbonados y energia (24,25). 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
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establecer mejor la relacién entre ambos sistemas
bioquimicos y dilucida claridad su comportamiento en la
planta como respuesta a elicitores de quitosana.

Figura 3. Efecto de la aspersion foliar del polimero de
guitosanaen los indicadores defensivos &
1-3glucanasa (A)y fenilalanina-amonioliasa
(B) en hojas alos 33y 37 dias de sembradas
las plantulas de tabaco (dds)
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Letras iguales no difieren estadisticamente para p<0.05 en la
Prueba de Duncan

En este estudio se emplearon altas concentraciones
de un polimero de quitosana que se ha demostrado que
activan respuestas defensivas y de resistencia contra
patégenos en tabaco por aspersion foliar a las plantas
(11,12,18) y el trabajo presenta, por primera vez, resultados
donde se demuestra la induccion por este polimero de
respuestas bioquimicas del metabolismo primario en tabaco,
gue pueden estar relacionadas con el proceso defensivo
y podrian constituir indicadores del comportamiento de la
planta frente a la aplicacion de quitosana. Aunque los
resultados obtenidos no permiten demostrar una relacion
clara entre los indicadores defensivos y los del metabolismo
primario si demuestran que estos ultimos sufren cambios
cuando se le aplican diferentes concentraciones del compuesto,
por lo que seria de interés estudiar dinamicas de respuesta
de estos indicadores a aplicaciones de quitosana y su
relacion con indicadores de resistencia contra patégenos.

Como anélisis del efecto sobre el crecimiento, la
aspersion de las concentraciones mayores (1y 2.5g.L™)
del polimero de quitosana causo ligeros decrementos en
las variables de crecimiento longitud radical y masa seca
de la planta, lo que puede ser evidencia de una afectacion
del crecimiento y desarrollo de esta especie con la aplicacion
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de concentraciones elevadas de este polimero. Este tipo
de comportamiento ha sido demostrado con anterioridad
en estudios con otros elicitores (25,26), pero nunca ha
sido demostrado con quitosana u otra oligosacarina, al
menos, con concentraciones inductoras de respuestas
defensivas y resistencia. Un resultado reciente con
quitosana, no demostré afectacion del crecimiento y los
rendimientos del cultivo del frijol, pero con la aplicacion
por aspersion foliar de una dosis baja de quitosana (21).
Resultados recientes demuestran beneficios sobre el cre-
cimiento y los rendimientos del tabaco y otras solanaceas
cuando se aplican dosis bajas de quitosana (22). Por lo
anterior, es preciso estudiar en investigaciones futuras si
la aplicacion de dosis bajas (0,1 mg/planta o menor) del
polimero, que no afectan o que benefician su crecimiento,
causan proteccion del cultivo contra patégenos potenciales.
Es de importancia, ademas, evaluar distintas formas
de aplicacion de este compuesto en las plantas, ya que
la quitosana es un polimero y su entrada a la planta esta
afectada por su masa molecular. En tabaco, se demostr6
gue otras formas como la aplicacion al sustrato y la inmersion
de semillas, previo a la siembra, de soluciones de
quitosana, causa activacion diferencial de respuestas
defensivas y de proteccién contra patégenos (18,27).
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