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RESUMEN

El quitosano es un polimero natural que induce numerosas respuestas bioldgicas en
muchas especies de plantas; por ejemplo, la induccion de respuestas enzimaticas y
metabdlicas de defensa al estrés bidtico. En este trabajo se determinaron las enzimas de
resistencia basal inducidas (B 1-3 glucanasa, quitinasa y fenilalanina-amoniaco-liasa) y el
contenido de proteinas en érganos de soya, inoculada con Bradyrhizobium y crecida en
un medio de cultivo in vitro en presencia de diferentes concentraciones de quitosano.
La respuesta defensiva inducida por el polimero dependio de su concentracion, del érgano
de la plantula y del momento evaluado. El comportamiento de los niveles enzimaticos fue
diferente en hojas y raices de soya e inversamente proporcional al contenido de proteinas.
Los valores enzimaticos en hojas fueron mas elevados a los siete dias postratamiento que
a los 21 dias, excepto la actividad B 1-3 glucanasa. Sin embargo, en las raices, los
incrementos ocurrieron a los 21 dias, excepto la actividad quitinasa. Las concentraciones
mayores (100, 500 y 1000 mg L) de quitosano incrementaron los niveles enzimaticos en

raices, fundamentalmente a los 21 dias de efectuarse la inoculacion con B. elkanii.
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Los resultados muestran la posibilidad de utilizar quitosacaridos para la induccién de
respuestas defensivas en soya contra patdgenos, sin afectar el proceso simbioético que
Ileva a cabo con Bradyrhizobium elkanii.
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INTRODUCCION

Las plantas muestran varias reacciones defensivas cuando perciben patrones moleculares
asociados a microorganismos (MAMP) que pueden ser reconocidas por receptores de la
membrana plasmatica ). Las leguminosas son capaces de detectar los MAMP vy asi
reconocer y discriminar entre rizobios y patdégenos para desencadenar el proceso de
simbiosis o la respuesta de defensa, respectivamente. Los factores de nodulacion (Nod)
producidos por los diferentes rizobios son los encargados de iniciar el proceso de
formacion del ndédulo en las raices y, en su estructura basica, poseen oligosacaridos de
quitina que son reconocidos inductores de respuestas defensivas en plantas @, mientras
que otros compuestos especificos derivados de los rizobios modulan la induccién
defensiva en las plantas hospederas y benefician la infeccion simbidtica -9,

La quitina, un polisacarido presente en la pared celular de los hongos y sus derivados
(quitosanos y quitooligosacaridos parcialmente N-acetilados) son liberados mediante la
degradacion de la pared celular fingica por enzimas 3 1-3 glucanasas y quitinasas.
Estas enzimas se secretan por la planta como respuesta al ataque del patdégeno en el
proceso de patogénesis ®).Los quitosanos han sido implicados en la induccion de una
gran variedad de respuestas vinculadas a la defensa en varios sistemas de plantas, como
son la expresion de genes defensivos, la induccion de fitoalexinas y proteinas de
resistencia, la lignificacion de las paredes celulares, entre otros @19, Esta respuesta
inducida en plantas depende de numerosos factores, tales como la especie vegetal, el
microorganismo patogeno, las caracteristicas fisico-quimicas del quitosano y la forma en
que se aplican @Y.

Estudios previos en soya cv INCAsoy-27 demostraron el efecto negativo de altas
concentraciones de polimeros y oligosacaridos de quitosano adicionados al medio de

cultivo vegetal en la respuesta de variables de nodulacion y de crecimiento in vitro de las
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plantulas inoculadas con Bradyrhizobium elkanii ‘2. El efecto negativo encontrado en la
nodulacion de soya con el polimero de quitosano, pudiera relacionarse con la accion
inhibitoria a las concentraciones de 500 y 1000 mg L™ en la viabilidad del simbionte.
Esta afectacion podria, ademas, estar relacionada con la estimulacion de respuestas
defensivas en la plantula por el quitosano, lo cual afectaria directamente la entrada del
microsimbionte a las raices y comprometeria el balance energético requerido para otras
funciones de crecimiento en la planta.

Por lo anterior, la hipotesis de este trabajo fue conocer si la presencia de un polimero de
quitosano en el medio de cultivo de crecimiento de soya inoculada con Bradyrhizobium
causa la induccion de indicadores defensivos (actividad p 1-3 glucanasa, quitinasa y
fenilalanina amoniaco-liasa, PAL) en las hojas y raices de las plantulas.

MATERIALES Y METODOS

Compuesto de quitosano
Un polimero de quitosano con masa molecular de 130,000 g molt y 12 % de
desacetilacion se obtuvo de quitina del exoesqueleto de langosta (Panulinus argus) por
desacetilacion béasica (NaOH), que se caracterizd segun lo descrito por Costales et al. 42,
Se tomaron alicuotas de una solucion patron de quitosano disuelta en acido acético (1 %),
que se adicionaron al medio de cultivo vegetal Norris & Date ‘%, hasta una concentracion
final de 0, 10, 50, 100, 500 y 1000 mg L.

Bioensayo de crecimiento de las plantulas de soya
Las semillas de soya del cultivar INCAsoy-27 se desinfectaron previamente con etanol
(70 %) e hipoclorito de sodio (0,25 %, v/v) durante cinco minutos y se enjuagaron seis
veces con agua destilada estéril antes de colocarlas en placas Petri que contenian medio
de agar- agua (0,75 %) para su germinacion a 30 °C durante tres dias en la oscuridad.
Luego, las semillas pregerminadas (15-20 mm de raiz emergente) se colocaron en tubos
de ensayo que contenian 40 mL de medio semisolido ¥ y las diferentes concentraciones
del polimero, a razon de una semilla por tubo. Las raices de las plantulas se inocularon
siete dias despueés, descargando con micropipeta 1 mL de in6culo obtenido con la cepa
ICA 8001 de B. elkanii (10° UFC mL™), en medio liquido de extracto de levadura-manitol
(YEM). Las plantulas se cultivaron en una camara de crecimiento en condiciones

controladas de luz/oscuridad de 16/8 horas, a 25 °C y 70 % de humedad relativa, con luz
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artificial de 1 x 10* moles m s durante 35 dias. Durante este tiempo, a todos los tubos
de ensayo se les afiadié semanalmente, el medio liquido Norris & Date estéril, para
garantizar el buen desarrollo de las plantulas. Se seleccionaron seis plantulas por
tratamiento para la conformacion de tres muestras homogeéneas de hojas y raices frescas,
para la cuantificacion de las proteinas solubles totales y las determinaciones de las
actividades enzimaticas, a los 7 y 21 dias después de la inoculacién con la bacteria (ddi).
En las raices, se eliminaron los nodulos, se lavaron con agua destilada y se escurrieron
sobre papel de filtro antes de su conservacion en nitrogeno liquido, hasta el momento de

las extracciones vegetales.

Extraccion de proteinas en hojas y raices de soya
Para las extracciones de proteinas totales se pes6 un gramo de las muestras de ambos
Organos, que se maceraron con nitrégeno liquido en mortero de porcelana y se
homogenizaron en solucion de acetato de sodio (0,05 mol L, pH 5,2) + cloruro de sodio
(1 mol LY + EDTA (0,005 mol L) + Mercapto-etanol (0,005 mol L?), a razon de
1,5 mL g por muestra. El extracto se centrifugd a 12 000 g durante 15 minutos a 5 °C
en una centrifuga refrigerada, se descartd su precipitado y se centrifugé nuevamente
durante cinco minutos. El sobrenadante se colectd y se congel6 por debajo de 0 °C hasta
realizar las determinaciones enzimaticas. La cuantificacion de proteinas se realizé en el
sobrenadante, siguiendo la metodologia de Micro Lowry descrita por Falcon et al. ¢4,
La absorbancia se ley6 a 750 nm y se utilizé 0,5 mg mL™ de albdmina de suero bovino
(BSA) como estandar de la curva de calibracion con un rango de concentraciones desde
5 hasta 100 pg. El contenido de proteina se expres6 como mg de proteina g™ de hojas y

raices frescas.

Determinacion de actividades enzimaticas
La actividad enzimatica B 1-3 glucanasa (EC 3.2.1.6) se determind mediante la
metodologia descrita por Falcon et al. 4. Los componentes del ensayo se ajustaron
proporcionalmente para obtener un volumen final de 0,5 mL. Se cuantificaron los
azUcares reductores liberados de la laminarina (Sigma, 5 mg L) por accién de las
enzimas del extracto (0,025 mL). La mezcla de reaccion se incubd durante una hora a
50 °C. Los azucares reductores totales liberados en el ensayo se determinaron mediante

el método colorimétrico Somogyi ®® y sus resultados se expresaron como actividad
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especifica (mg de glucosamina™® min™ por mg de proteina*), con base en la ecuacion de
la recta de la curva de azUcares reductores para un patron de glucosa, a 520 nm.

La actividad quitinasa (EC 3.2.1.15) se estim0 a traves de los azucares reductores
liberados por la quitina coloidal. ElI ensayo estandar (0,5 mL) contenia extracto
enzimatico (0,03 mL), 0,25 mL de quitina coloidal en tampdn de acetato de sodio 50 mM
(pH 5,2) y 0,21 mL del mismo tampon. Después de incubar durante cuatro horas a 37 °C
bajo agitacion lineal continua (250 rpm), se afiadié hidroxido de potasio (0,01 mL, 5N) a
la mezcla para detener la reaccion. La solucion de prueba se centrifugd durante cinco
minutos (12 000 g) para precipitar el sustrato sin reaccionar y determinar el contenido de
aztcares reductores en el sobrenadante 4. El calculo de la quitinasa (mg N-acetil
glucosamina min! por mg proteina™) se realizd a partir de la ecuacion de la recta de la
curva de azUcares reductores para un patron de N-acetil glucosamina a 520 nm.

La actividad fenilalanina amonio-liasa (PAL, EC 4.3.1.5) se determind de acuerdo con la
metodologia descrita por Falcon et al. %), El ensayo se incub6 durante dos horas. El acido
trans-cindmico formado por la accion de las enzimas PAL presentes en el extracto
(0,1 mL) se cuantificé usando L-fenilalanina (Sigma, 0,1 mol L™, pH=8,8) como sustrato.
Esta enzima se expres6 como actividad especifica (mg de acido trans-cindmico min! por
mg de proteina), después de determinar previamente la ecuacion de la recta de la curva

del acido trans-cindmico a 290 nm.

Analisis estadistico
En el experimento se utilizé un Disefio Completamente Aleatorizado con 9 repeticiones
por tratamiento para los indicadores: proteinas solubles y enzimas defensivas de los
organos de la planta (hojas y raices). Los datos obtenidos de cada indicador se les realizd
un analisis de ANOVA de Clasificacion Simple. Las medias resultantes se compararon
mediante la Prueba Tukey HSD para p<0,05 en el programa Statgraphics, version 5.1
(Statistical Graphics Corporation, 2001). Las correlaciones de Pearson se realizaron en
los dos momentos evaluados (7 y 21 ddi) y entre drganos (hojas y raices) de soya,

utilizando las medias resultantes por tratamiento en todas las variables.

RESULTADOS

En la Figura 1, aparece el contenido de proteinas en hojas y raices durante el crecimiento

in vitro de plantas de soya tratadas con quitosano e inoculadas con Bradyrhizobium.
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Figura 1. Efecto de un polimero de quitosano adicionado al medio de cultivo vegetal en el

contenido de proteinas solubles totales

El contenido de proteinas solubles totales en las hojas fue menor a los 7 ddi en
comparacion con los 21 ddi, excepto la concentracion mas alta de polimero
(1000 mg L1), que excedid notablemente al resto de las concentraciones en esta variable,
alos 7 ddi (Figura 1A). Ademas, las concentraciones de 50 y 500 mg L, con diferencias
entre ellas, acumularon mayor contenido de proteinas totales con valores superiores a las
plantas inoculadas (0 mg L).

Se observo un comportamiento similar a los 21 ddi, ya que los valores mas altos se
registraron con concentraciones de 50 y 1000 mg L™%. En ambos momentos evaluados, la
concentracion 10 mg L del polimero disminuy6 el contenido de proteinas totales

(Figura 1A). Sin embargo, el contenido de proteinas solubles en las raices mostré una
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respuesta diferente (Figura 1B). Los niveles disminuyeron significativamente en cada
tratamiento a los 21 ddi, excepto la concentracion mas baja de polimero (10 mg L),
respecto al tratamiento control. En contraste con la respuesta de proteinas en hojas a los
7 ddi, la concentracion de 10 mg L mejord la sintesis de proteinas en las raices, sin
diferencias con la concentracion mas alta de quitosano evaluada y seguida por 500 mg L.
Las concentraciones restantes no difirieron del tratamiento control (Figura 1B).
Concerniente a las hojas, las concentraciones de 50 a 1000 mg L™ del polimero redujeron los
niveles de actividad de 3 1-3 glucanasa hasta alcanzar cinco veces menos el valor de control,
a los siete dias. La respuesta de esta enzima fue variable a los 21 ddi. Las concentraciones
10y 100 mg L™ de quitosano incrementaron la actividad enzimatica por encima del control,
mientras que esta fue reducida por las concentraciones 500 y 1000 mg L (Figura 2A).
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Multiple Tukey HSD

Figura 2. Efecto de un polimero de quitosano adicionado al medio de cultivo vegetal en la

actividad enzimatica  1-3 glucanasa
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Sin embargo, en las raices, la actividad B 1-3 glucanasa aumenté a los 7 ddi con las
concentraciones altas (500 y 1000 mg L) a diferencia de 100 mg L del polimero
(Figura 2B). Por otro parte, a los 21 ddi, concentraciones mayores de 50 mg L7,
principalmente 100 mg L™, aumentaron esta actividad (Figura 2B).

La concentracion inferior (10 mg L) de quitosano redujo la f 1-3 glucanasa en raices,
pero sin diferencias con el control (Figura 2B). Curiosamente, los valores absolutos de la
actividad enzimatica fueron casi cinco veces mayores a los 21 ddi que a los siete dias
después de efectuada la inoculacion de las plantas.

A los 7 ddi, la actividad quitinasa en hojas disminuyd al aumentar la concentracion de
quitosano por encima de 100 mg L%, mientras que a los 21 ddi las plantas, los niveles de
la actividad de la enzima se redujeron con 1000 mg L. El resto de las otras

concentraciones no difirieron del control en ambos momentos evaluados (Figura 3A).
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Figura 3. Efecto de un polimero de quitosano adicionado al medio de cultivo vegetal en la

actividad enzimatica quitinasa
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En contraste, la mayor actividad de quitinasa en raices de soya, a los 7 ddi, se observé
con la concentracion 500 mg L™ del polimero, seguido de 100 y 10 mg L (Figura 3B).
Las concentraciones 50 y 1000 mg L de quitosano redujeron la enzima con relacién al
control. Sin embargo, a los 21 ddi, las plantas tratadas con la concentracion de 100 mg L™ de
quitosano aumento significativamente la actividad de quitinasa, seguida de las
concentraciones mas altas (500 y 1000 mg L), que aumentaron la actividad enzimatica de
cuatro a seis veces mas, que las restantes concentraciones y las plantas controles (Figura 3B).
Los niveles de fenilalanina amonio-liasa (PAL) en hojas de soya fueron mas altos en el
primer tiempo de muestreo evaluado, que en el segundo (Figura 4A). Las concentraciones
10 y 50 mg L7 del polimero incrementaron la enzima PAL a los 7 y 21 ddi,
respectivamente.

En hojas, el quitosano aumentd la actividad PAL hasta un 75 % con la concentracién de
10 mg L a los 7 ddi, respecto al control inoculado. Por otro lado, las concentraciones
mas altas del polimero redujeron estos niveles enzimaticos en las hojas a los 7 ddi,
mientras que a los 21 ddi este efecto solo se observo en plantas tratadas con 1000 mg L™
de quitosano (Figura 4A).

La actividad PAL en raices fue similar a la respuesta encontrada a los 21 ddi con la
actividad P 1-3 glucanasa (Figura 4B).

La concentracion 50 mg L™ causo los mayores niveles de actividad PAL, seguida de las
concentraciones mas altas a los 7 ddi, mientras que 10 mg L y el control mostraron los
niveles mas bajos de actividad. Sin embargo, a los 21 ddi, las concentraciones

100 y 1000 mg L't de quitosano incrementaron la actividad de esta enzima (Figura 4B).
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con la prueba de rango multiple Tukey HSD
Figura 4. Efecto de un polimero de quitosano adicionado al medio de cultivo vegetal en la

actividad de fenilalanina amonio-liasa (PAL)

Las determinaciones de los coeficientes de correlacion de las proteinas solubles totales y
las tres actividades enziméticas, entre ambos oOrganos de la planta, mostraron
correlaciones positivas y negativas, tanto a los siete dias como los veintiun dias de

efectuada la inoculacion en soya, en presencia de quitosano (Tabla 1).
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Tabla 1. Determinacion de los coeficientes de correlacion de Pearson del contenido de proteinas

y las actividades enziméticas en 6rganos de soya

Variables comparadas variables Coeficientes de correlacion de Pearson
Dias Raices Hojas
Proteinas B 1-3 Glucanasa PAL Quitinasa

7 Proteinas -0,603* ——
B 1-3 Glucanasa 0,412
Quitinasa —— -0,021
PAL 0,769*

21 Proteinas 0,958* —
B 1-3 Glucanasa -0,87*
Quitinasa ---- — -0,581
PAL 0,673*

(B 1-3 Glucanasa, PAL y quitinasa) en hojas y raices de plantas de soya, a los 7 y 21 dias después de la inoculacién con B. elkanii

* Nivel de significacion del coeficiente de determinacion de la correlacion de Pearson para p< 0,05

La aplicacion de quitosano en el medio de cultivo vegetal aument6 los niveles de las
proteinas totales tanto en raices como en hojas (Tabla 1). Se encontré una correlacion
positiva y de mayor significacion (R?= 92) en los niveles de concentracion del indicador
en ambos 6rganos a los 21 ddi, que a los 7 ddi. Similar comportamiento se encontro en la
actividad enzimética PAL, donde ambos érganos correlacionaron de forma positiva y
significativa a los 7 ddi (R?= 76) y 21 ddi (R?= 59) (Tabla 1). Sin embargo, la actividad
B 1-3 glucanasa correlaciond inversamente y significativamente (R?= 76) entre ambos
organos, por lo que los aumentos de actividad de esta enzima en las hojas se corresponden
con reducciones significativas de actividad en las raices a los 21 ddi, mientras que no fue
significativa la correlacién a los 7 ddi. A su vez, la actividad quitinasa aumenté en raices,
pero se redujo en hojas, por lo que la correlacion entre érganos fue negativa y de baja

significacion en los dos momentos de crecimiento de las plantas evaluados (Tabla 1).

DISCUSION

Las actividades P1-3 glucanasa, quitinasa y fenilalanina amonio-liasa (PAL) son
consideradas indicadores de resistencia basal contra fitopatdgenos 8. Asimismo, estas
enzimas han sido evaluadas previamente en plantas tratadas con quitosano 7:18),
Es conocido que el quitosano y sus derivados son potentes inductores de respuestas
defensivas y de resistencia contra patdgenos y, aumentan la sintesis de metabolitos
secundarios en las plantas @7, Este trabajo demostrd que el quitosano modul6 los niveles

enzimaticos de las respuestas defensivas en hojas y raices de soya inoculada con
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B. elkanii, en dependencia del 6rgano de la planta y del momento evaluado. Ademas,
estos aumentos estan en el rango de los niveles informados en plantas tratadas con
quitosano 9,

En general, en ambos momentos en que se evaluaron los indicadores defensivos, las tres
concentraciones mayores causaron disminuciones y aumentos significativos de los
niveles enzimaticos en las hojas y raices, respectivamente, comparadas con el control
(Figuras 2, 3y 4). En consecuencia, los aumentos enziméticos encontrados constatan una
induccion defensiva estimulada por el polimero de quitosano en las raices de soya, lo que
podria permitir elevar el estado de resistencia en la planta contra posibles infecciones por
patdgenos.

Entre las proteinas PR, las enzimas quitinasas y B 1-3 glucanasas han sido las mas
estudiadas e informadas en respuesta a patégenos Yy elicitores bidticos (617,
Los resultados de este trabajo demostraron aumentos de actividad de ambas enzimas con
10 mg Lt de quitosano en las hojas, de manera diferente en las raices, donde se destacaron
las concentraciones entre 100 y 1000 mg L™, en ambos momentos. A los 21 dias, en el
caso de la B 1-3 glucanasa, se lograron aumentos de hasta dos veces, mientras que, en el
caso de la quitinasa, entre tres y cuatro veces en las raices, con respecto a las plantas
controles (Figuras 2 y 3).

De manera similar, las mismas concentraciones que indujeron los mayores incrementos
de las enzimas en este trabajo, se han informado como inductoras de actividad quitinasa
en hojas de soya mediante imbibicion de semillas previo a la siembra @9). Otros resultados
en este cultivo demostraron aumentos de la actividad quitinasa, en dependencia de la
concentracion de quitosano utilizada @9,

Otros autores demostraron mayor acumulacion de actividad quitinasa en raices cultivadas
en soluciones que contenian oligdbmero de quitosano o factores Nod; sin afectar la
nodulacion de plantas de soya @Y. Lo anterior sugiere que la estimulacion de esta
actividad enzimatica puede deberse tanto a una respuesta defensiva como a la asociacién
simbiotica de rizobios con la planta hospedero. Sin embargo, en varias especies de
leguminosas se ha informado, que las enzimas quitinasas hidrolizan los factores Nod
excretados por las bacterias y, por tanto, reducen el reconocimiento de estas sefiales por
la planta ??2%. Esto puede ser respaldado por la disminucion en el nimero y la masa seca
de los nddulos observada en plantas de soya cultivadas in vitro tratadas con
concentraciones elevadas de quitosano incluido en el medio de cultivo @2,

Lo anterior concuerda con el incremento en la actividad B 1-3 glucanasa y quitinasa
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observado en el presente estudio en plantas tratadas con las concentraciones mas altas del
polimero.

La actividad de PAL en las hojas aument6 en concentraciones de 10 y 50 mg L™ del
polimero a los 21 ddi, mientras que, con las concentraciones intermedias a altas,
disminuyeron los niveles enziméaticos en ambos momentos del crecimiento de la soya
(Figura 4A). Sin embargo, en las raices a los 7 ddi, se indujo actividad PAL con las
concentraciones mas altas, principalmente 50 mg L™, que duplicé el valor de control
(Figura 3B). Se informaron respuestas similares en la induccion de esta actividad por
quitosano en raices de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L) y de pino
(Pinus koraiensis) con esta concentracion %% ademas de encontrarse incrementos de
esta actividad enzimética en soya y otras leguminosas cuando se aplican otras formas del
inductor (1825-27),

Algunos compuestos formados en la via de los Fenilpropanoides, como por ejemplo
flavonoides e isoflavonoides, estdn involucrados en el proceso de reconocimiento
simbi6tico entre rizobios y plantas hospederas 329, Es bien conocido que el quitosano
activa la formacién de compuestos secundarios por la via de los fenilpropanoides,
reforzando la resistencia en las plantas ante estreses bioticos 839, pero también pudiendo
contribuir positivamente en el proceso simbi6tico mencionado ©V. El aumento de la
actividad PAL encontrado en las raices de soya en este estudio podria contribuir en ambos
procesos. Por ejemplo, se ha informado del aumento de flavonoides en soya como
resultado de la aplicacion previa de quitosano 22 o de factores Nod a las plantas ?8:32),
Sin embargo, se ha informado que la induccidn de respuestas defensivas en plantas contra
patégenos inhibe el proceso simbidtico en las leguminosas ©¥. Las actividades
enzimaticas en este trabajo fueron determinadas en dos momentos importantes del
proceso simbiotico de la soya: a los 7 ddi, cuando la planta esta en plena formacion de
nodulos, luego de la colonizacién de los pelos radicales por la bacteria y su conversién a
bacteroide y a los 21 ddi, cuando los nddulos estan formados y los bacteroides dentro de
ellos en forma activa, ejerciendo una intensa actividad de fijacion del nitrogeno. Ademas,
se ha demostrado que las leguminosas autorregulan la magnitud de la simbiosis mediante
la induccion de respuestas defensivas ® que limitan la entrada del microsimbionte y
causan, entonces, la formacion de nodulos menos desarrollados o disfuncionales ©%).
En este sentido, el quitosano podria inducir mecanismos defensivos en la planta que

afectarian directamente la entrada del microsimbionte a las raices de la planta.
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Los resultados del trabajo también demostraron una relacién de activacion de las variables
evaluadas en los dos O6rganos, dependiente del momento evaluado. A los 7 ddi
correlacionaron negativamente las proteinas y positivamente la actividad PAL, mientras
que a los 21 ddi las cuatro variables correlacionaron entre raices y hojas (Tabla 1).

La concentracion de proteinas aumentd en ambos 6rganos con la aplicacion de quitosano a
1000 mg L y en las raices a los 21 ddi cuando solamente se inocularon las plantulas. Ambos
comportamientos coinciden con resultados previos informados en plantas de caupi 4%,

A los 21 ddi, las concentraciones mayores de quitosano elevaron las actividades f 1-3
glucanasas y quitinasas en raices, en la medida que se redujeron en las hojas. Aungue este
comportamiento puede estar vinculado a un balance energético en la propia planta, son
necesarias investigaciones adicionales para dilucidar el significado biolégico de los
comportamientos observados. Por tanto, es necesario evaluar el efecto inductor del
quitosano en la regulacion de otras respuestas defensivas que pudieran estar implicadas
en mejorar o impedir el proceso simbi6tico de la soya con Bradyrhizobium, en bioensayos
ex vitro, mas all& del aumento de resistencia basal de la planta contra patogenos.

CONCLUSIONES

e Los resultados del trabajo demostraron que el quitosano induce la acumulacion de
proteinas y modula los indicadores enzimaticos defensivos relacionados con la
proteccion de las plantas contra el ataque de patdgenos, en dependencia de la
concentracion, el rgano vegetal y la etapa de crecimiento in vitro de soya inoculada
con Bradyrhizobium.

e En el futuro se debe profundizar en la induccion elicitora del quitosano mediante
otras formas de aplicacion y momentos del desarrollo de soya inoculada y en

condiciones ex vitro.

BIBLIOGRAFIA

1. Indrasumunar A, Wilde J, Hayashi S, Li D, Gresshoff PM. Functional analysis of
duplicated Symbiosis Receptor Kinase (SymRK) genes during nodulation and
mycorrhizal infection in soybean (Glycine max). Journal of Plant Physiology. 2015,
176:157-168.

2. Fesel P, Zuccaro A. B-glucan: Crucial component of the fungal cell wall and elusive
MAMP in plants. Fungal Genetics and Biology. 2016, 90:53-60.



Cultivos Tropicales, 2021, vol. 42, no. 2, e07
ISSN impreso: 0258-5936 6
ISSN digital: 1819-4087

abril-junio

Ministerio de Educacion Superior. Cuba

Instituto Nacional de Ciencias Agricolas

10.

11.

12.

13.

Wang Q, Liu J, Zhu H. Genetic and Molecular Mechanisms Underlying Symbiotic
Specificity in Legume-Rhizobium Interactions. Front. Plant Sci. 2018, 9(313):1-8.
Okazaki S, Tittabutr P, Teulet A, Thouin J, Fardoux J, Chaintreuil C, Gully D,
Arrighi JF, Furuta N, Miwa H, Yasuda M, Nouwen N, Teaumroong N, Giraud E.
Rhizobium—legume symbiosis in the absence of Nod factors: two possible scenarios
with or without the T3SS. The ISME Journal. 2016, 10:64-74.

Marczak M, Mazur A, Koper P, Zebracki K, Skorupska A. Synthesis of Rhizobial
Exopolysaccharides and Their Importance for Symbiosis with Legume Plants.
Genes. 2017, 8(360):1-24.

Xiang Q-W, Bai J, Cai J,Huang Q-Y, Wang Y, Liang Y,Zhong Z, Wagner C, Xie
Z-P, Staehelin C. NopD of Bradyrhizobium sp. XS1150 Possesses SUMO Protease
Activity. Front. Microbiol. 2020,11(386):1-12.

Hassan O, Chang T. Chitosan for eco-friendly control of plant disease. Asian J.
Plant Pathol. 2017, 11:53-70.

Muktar Ahmed KB, Khan MMA, Siddiqui H, Jahan A. Chitosan and its
oligosaccharides, a promosing option for sustainable crop production- a review.
Carbohydrate Polymers. 2019.

Sharif R, Mujtaba M, Ur Rahman M, Shalmani A, Ahmad H, Anwar T, Tianchan
D, Wang X. The Multifunctional Role of Chitosan in Horticultural Crops. A
Review. Molecules. 2018, 23:872.

Locateli BT, Preus da Cruz M, Dalacosta NL, Oligine KF, Bertoldo E, Mazaro SM,
Haas J, Potrich M, Favetti CI. Elicitor-induced defense response in soybean plants
challenged by Bemisia tabaci. Journal of Agricultural Science. 2019, 11(2):251-262.
Orzali L, Corsi B, Forni C, Riccioni L. Chitosan in Agriculture: A New Challenge
for Managing Plant Disease. Chapter 2, IN INTECH: Biological Activities and
Application of Marine Polysaccharides, 2017; 17-33 p.

Costales D, Falcon-Rodriguez AB, Napoles MC, De Winter J, Gerbaux P,
Onderwater RCA, Wattiez R, Cabrera JC. Effect of chitosaccharides in nodulation
and growth in vitro of inoculated soybean. American Journal of Plant Science.
2016, 7:1380-1391.

Norris DO, Date RA. Legume bacteriology Tropical Pasteur Research. Principles
and Methods. C.A.B. Bill. 1976, 51:134-174.


http://ediciones.inca.edu.cu/

Daimy Costales-Menéndez, Alejandro B. Falcon-Rodriguez, Maria C. Napoles-Garcia, Juan C. Cabrera-Pino,

Mario Varela-Nualles y Lisbel Travieso-Hernandez

14. Falcon-Rodriguez AB, Costales-Menéndez D, Cabrera JC, Martinez-Téllez MA.
Chitosan physic-chemical properties modulate defense responses and resistance in
tobacco plants against the Oomycetes Phytophthora nicotianae. Pesticide
Biochemical Physiology. 2011, 100(3):221-228.

15.  Somogyi M. Notes on sugar determination. J. Biol. Chem. 1952, 195:19-23.

16. Van Loon LC, Pieterse CMJ. Significance of inducible defense-related proteins in
infected plants. Annu. Rev. Phytopathology. 2006, 44:135-162.

17. Falcon AB, Costales D, Gonzalez-Pefia D, Néapoles MC. Nuevos productos
naturales para la agricultura: las oligosacarinas. Cultivos Tropicales. 2015,
36(1):111-129

18. Chandra S, Chakraborty N, Dasgupta A, Sarkar J, Panda k, Acharya K. Chitosan
nanoparticles: A positive modulator of innate immune responses in plants.
Scientific Reports. 2015, 5(15195):1-14.

19. Falcon AB, Dias D, Ramirez MA. Hidro6lisis enzimética de quitosano. Actividad
bioldgica del polimero y sus hidrolizados. Cultivos Tropicales. 2009, 25(2):81-86.

20. Falcon AB, Cabrera JC, Ortega E, Martinez MA. Concentration and
physicochemical properties of chitosan derivatives determine the induction of
defense responses in roots and leaves of tobacco (Nicotiana tabacum L.) plants.
Am. J. Agric. Biol. Sciences. 2009, 4(3):192-200.

21. Xie Z-P, Staehelin C, Wiemken A, Broughton WJ, Muller J, Boller T. Symbiosis-
stimulated chitinase isoenzymes of soybean (Glycine max (L.) Merr.). Journal of
Experimental Botany. 1999, 50:327-333.

22. Al-Tawaha AM, Seguin P, Smith DL, Beaulieu C. Biotic elicitors as a means of
increasing isoflavone concentration of soybean seeds. Ann. Appl. Biol. 2005;
146:303-310.

23.  Jung WJ, Mabood F, Souleimanov A, Park RO, Smith DL. Chitinases produced by
Paenibacillus illinoisensis and Bacillus thuringiensis subsp. pakistani degrade Nod
factor from Bradyrhizobium japonicum. Microbiological Research. 2008,
163(3):345-349.

24. Liu R, Wang Z-Y, Li T-T, Wang F, An J. The role of chitosan in polyphenols
accumulation and induction of defense enzymes in Pinus koraiensis seedlings.
CJPE. 2014, 38(7):749-756.


https://www.infona.pl/contributor/0@bwmeta1.element.elsevier-8ea42e33-9c81-3a1b-830e-6f352ca740c6/tab/publications
https://www.infona.pl/contributor/1@bwmeta1.element.elsevier-8ea42e33-9c81-3a1b-830e-6f352ca740c6/tab/publications
https://www.infona.pl/contributor/2@bwmeta1.element.elsevier-8ea42e33-9c81-3a1b-830e-6f352ca740c6/tab/publications
https://www.infona.pl/contributor/3@bwmeta1.element.elsevier-8ea42e33-9c81-3a1b-830e-6f352ca740c6/tab/publications
https://www.infona.pl/contributor/4@bwmeta1.element.elsevier-8ea42e33-9c81-3a1b-830e-6f352ca740c6/tab/publications
https://www.infona.pl/resource/bwmeta1.element.elsevier-2a540910-c8ca-30ec-87af-fd4d32b3daa2/tab/jContent
https://www.infona.pl/resource/bwmeta1.element.elsevier-2a540910-c8ca-30ec-87af-fd4d32b3daa2/tab/jContent/facet?field=%5EjournalYear%5EjournalVolume&value=%5E_02008%5E_00163
http://www.plant-ecology.com/

Cultivos Tropicales, 2021, vol. 42, no. 2, e07 G abril-junio

ISSN impreso: 0258-5936
ISSN digital: 1819-4087

Ministerio de Educacion Superior. Cuba
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Prapagdee B, Kotchadat K, Kumsopa A, Visarathanont N. The role of chitosan in
protection of soybean from sudden death syndrome caused by Fusarium solani f.
sp. Glycines. Bioresource Technology. 2007, 98(7):1353-1358.

Xing K, Zhu X, Peng X, Qin S. Chitosan antimicrobial and eliciting properties for
pest control in agriculture: a review. Agronomy for Sustainable Development,
Springer Verlag/EDP Sciences/INRA, 2015, 35(2):569-588.

Smith DS, Gravel V, Yergeau E. Signaling in the Phytomicrobiome. Published in:
Frontiers in Plant Science and Frontiers in Microbiology. 2017, 8(611):1-104.

Liu CW, Murray JD. The Role of Flavonoids in Nodulation Host-Range Specificity:
An Update. Plants. 2016, 5(3):33.

Biala W, Jasinski M. The Phenylpropanoid Case — It Is Transport That Matters.
Front. Plant Sci. 2018, 9:1610.

Kumar GP, Desai S, Moerschbacher BM, Gueddari NE-E. Seed treatment with
chitosan synergizes plant growth promoting ability of Pseudomonas aeruginosa-
P17 in sorghum (Sorghum bicolor L.). bioRxiv. 2019;601328.

Mathesius U. Flavonoid Functions in Plants and Their Interactions with Other
Organisms. Plants. 2018, 7(2):30.

Arora NK, Mehnaz S, Balestrini R. Developing improved bioformulations: Future
desing and considerations. In: Bioformulations: for sustainable Agriculture. 2016;
236-251 p.

Mithofer A. Suppresion of plant defense in rhizobia-legume symbiosis. Trends
Plant Sci. 2002, 7:440-444.

El-Tanahy AMM, Mahmoud AR, Abde-Mouty MM, Ali AH. Effect of Chitosan
Doses and Nitrogen Sources on the Growth, Yield and Seed Quality of Cowpea.
Australian Journal of Basic and Applied Sciences. 2012, 6(4):115-121.

Viera da Silva L, Braz S, Araujo L, Cerqueira A, Bonifacio A. Coinoculation con
Bradyrhizobium and trichoderma alleviates the effects of salt stress in cowpea.
Revista Coatinga, Mossord. 2019, 32:336-344.


http://ediciones.inca.edu.cu/
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09608524
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20CW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27529286
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murray%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27529286
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5039741/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6027123/

