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RESUMEN

El propodsito de este articulo es proporcionar una revision de la investigacion publicada acerca de la quitosana que es la forma
desacetilada de la quitina, un compuesto natural biodegradable que se deriva de cubiertas de crustaceos siendo su principal atributo
su naturaleza policatiénica. Se revisan las caracteristicas quimicas y estructurales, métodos de obtencién, actividad antimicrobiana
y modo de accién. Asimismo, se analiza el potencial de la quitosana para inducir una serie de reacciones de defensa correlacionadas
con la actividad enzimatica tales como la PAL, 3-1,3 glucanasa, quitinasa y quitosanasa.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: obtencion; PAL; glucanasa, quitinasa, quitosanasa.

CHEMICAL-STRUCTURALPROPIERTIESAND BIOLOGICALACTIVITY
OF CHITOSAN ON PHYTOPATHOGENIC MICROORGANISMS

SUMMARY

The purpose of this paper is to provide an overview of the published research about chitosan, which is the deacetylated form of
chitin, a natural biodegradable compound derived from crustaceous shells whose major attributes corresponds to its polycationic
nature. This review points out its chemical and structural characteristics, obtainment methods, antimicrobial activity and its action
mode. The potential of chitosan to induce a series of defence reactions correlated with certain enzymatic activities carried out by PAL,

-1,3-glucanase, chitinase and chitosanase is also reviewed.

ADDITIONAL KEY WORDS: obtention; PAL, glucanase, chitinase, chitosanase

INTRODUCCION

El uso de productos bioactivos es uno de los
principales retos de la agricultura moderna. En este sentido
la quitosana representa una alternativa muy promisoria
debido a su caracter natural, significativa actividad bioldgica
y facilidad de obtencion.

Numerosos trabajos se han realizado con el objetivo
de demostrar los mecanismos de accion y la eficiencia de
este principio activo, para las practicas agricolas,
especialmente a nivel de laboratorio y en condiciones

controladas. La quitosana ha demostrado tener actividad
contra un amplio espectro de patégeno, la cual puede ser
manifestado de dos formas: por inhibicién del crecimiento
de patégenos y por la induccion de resistencia sistémica a
infeccion de patdgenos. La segunda forma es la mas
importante para las practicas agricolas y representa un
novedoso método de control de las enfermedades, la cual
esta basado en la activacion de los mecanismos de control
de laenfermedad en la planta. El objetivo del presente articulo
es brindar informacion sobre los métodos de obtencion,
caracteristicas quimicas, actividad bioldégica y mecanismo
de accion de este principio activo.
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Aspectos generales sobre la quitosana

La quitosana, es un polisacarido que se obtiene de la
quitina parcialmente desacetilada y es el segundo
polisacarido mas abundante en la naturaleza, es un
copolimero lineal formado por unidades de glucosamina 'y
en menor medida de N-acetil D-glucosamina unidos por
enlaces B 1-4, cuya denominacion quimica, segun la Unién
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), es 2
amino 2 desoxi - D-glucopiranosa (D-glucosamina GIcN) y
2 acetamida- 2 desoxi- D glucopiranosa N-acetil
glucosamina (Sato et al., 1998).

Ha sido comprobado por muchos investigadores
(Hadwiger et al., 1986; El Ghaouth et al., 1992a; Rodriguez
et al., 2006; Kauss et al., 1997; Santhiyabama y
Balasubramanian, 1998) que la quitosana y sus derivados,
a diferencia de otros inductores, tienen la doble propiedad
de inhibir el crecimiento de hongos, bacterias y virus
fitopatdogenos, asi como la de activar in vivo diversos
mecanismos vinculados con la resistencia sistémica
adquirida (Benhamou, 1992; Benhamou y Theriault, 1995),
lo que ha generado diversas investigaciones cientificas y
tecnolégicas en muchos paises, para promover su
aplicacion con fines diversos en la industria agricola (De
Abraham e Higuera, 2004; Rinaudo, 2006; Chen, 2006).
Actualmente, el uso de agentes quimicos para el control
de microorganismos fitopatégenos se encuentra muy
cuestionado, los graves dafios al medio ambiente debido al
uso irracional de estos productos sintéticos siguen latentes
lo que ha llevado a considerar otras opciones de control.
El uso de otros compuestos naturales como la quitosana
podria ser una solucién adecuada a esta problematica.

CARACTERISTICAS DE LAQUITOSANA

Fuente

La quitina es el polimero mas abundante después de
la celulosa. Esta presente en la pared celular de hongos,
levaduras y en el exoesqueleto de los invertebrados como
cangrejos e insectos. La principal fuente de obtencion de
la quitina son los desechos de los crustaceos. Se ha
reportado la presencia de este polisacarido natural en bajas
concentraciones en la pared celular de algunos hongos
fitopatégenos como es el caso de Fusarium solani (Paz-
Lago etal., 1999), Rhizopus oryzae (Yuy Hang, 1989; Wei
etal., 2008) y hongos del orden de los Mucorales, ademas
es un importante componente en hongos filamentosos de
la clase de los Zygomicetos (Bartnicki-Garcia et al., 1970;
Zamani et al., 2007).

Quimicay estructura

La quitosana tiene un contenido de nitrégeno (N) mayor
al 7 % (Muzzarelli, 1977) y posee una distribucion regular
de los grupos aminos libres, que pueden ser protonados
por ciertos acidos cargandose positivamente lo que le
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confiere un comportamiento de polication (Glasser, 1997).
Este hecho permite explicar algunas propiedades de la
quitosana como son: la habilidad de enlazarse con
sustancias cargadas negativamente tales como lipidos,
proteinas, colorantes, entre otras; asi como su
comportamiento como floculante, adherente y adsorbente,
adicionales a las reacciones tipicas de las aminas
(Sugimoto, 1999; Crini, 2005). Una propiedad importante
de la quitosana es su estructura rigida, caracterizada por
numerosos enlaces por puentes de hidrogeno, la cual le
confiere una buena estabilidad térmica. De acuerdo a
Sugimoto (1999), se descompone aproximadamente a 170
°C y se degrada antes de fundir, lo cual es caracteristico de
polisacaridos que poseen muchos enlaces por puentes de
hidrégeno.

En cuanto al grado de acetilacion se ha establecido,
que la quitina con mas de un 50 % de desacetilacion debe
ser considerada quitosana e incluso algunos investigadores
la definen como tal con un grado de desacetilacién superior
al 60 %. Usualmente en el caso de las quitosanas el grado
de desacetilacion se encuentra comprendido entre 60-98
% (Harish et al., 2007); sin embargo, también se ha
reportado que para lograr una mayor actividad biolégica, el
contenido de los acetilos debe encontrarse alrededor de un
40 % (Muzzarelli, 1977).

Las diversas funciones reportadas sobre la quitosana
estan relacionadas principalmente con la presencia de los
grupos aminos libres en cada residuo monomérico de su
molécula. Estas funciones se atribuyen a las tres formas
estructurales fundamentales en que se puede encontrar la
molécula: la forma cristalina hidratada, la cristalina no
hidratada y la no cristalina o amorfa. Ogawa y Yui (1993),
encontraron que muestras de quitosana ricas en cristales
anhidros no se disuelven con facilidad en disolventes tales
como acido acético en solucién acuosa; asimismo reportan
que los estudios de difraccion de rayos x muestran que en
una quitosana totalmente desacetilada prevalece la
presencia de formas polimérficas hidratadas. A medida que
disminuye la desacetilacion aparecen en el patrén de rayos
x las sefiales débiles que sugieren la presencia de pequenas
cantidades remanentes de alfa quitina y la aparicion de
cristales de quitosana no hidratados. En estudios de
cristalinidad de la quitosana realizados también por Agliero
et al. (1989), se obtuvieron resultados concordantes
aplicando diferentes métodos analiticos tanto para muestras
sélidas como para peliculas de quitosana.

METODOS DE OBTENCION DE LA QUITOSANA

Se han desarrollado varios procedimientos para la
obtencion de quitosana en los ultimos afios. El método mas
utilizado es la reaccion de conversion de quitina en este
polisacarido natural principalmente por N-desacetilacién
alcalina (Aiba y Muraiki, 1998). Dicho proceso se realiza
mediante el tratamiento directo de la quitina con una solucion



concentrada de hidroxido de sodio o potasio (40-50 %) a
una temperatura de 100 °C o mas, con hidrdlisis de la mayoria
o todos los grupos acetilos del polimero.

Otro de los procedimientos de obtencion de este
polimero, es también la desacetilacion de la quitina pero
mediante el uso de reactivos acidos; sin embargo, este
método puede provocar la hidrdlisis del polisacarido y traer
como consecuencia, bajos rendimientos del producto final
(quitosana). Por esta razon, los métodos alcalinos son los
procesos comunmente empleados para la desacetilacion
de la quitina (Muzzarelli, 1977).

Por su parte, Baxter et al. (1992), emplearon una
metodologia en la cual parten de quitosana totalmente
desacetilada, para realizar el proceso de acetilacion parcial
homogénea en disolucion metandlica de acido acético. En
este método se pudo controlar mejor el contenido de grupos
acetilo, pero presenté el inconveniente de la obtencion inicial
de la quitosana completamente desacetilada. Una
desacetilacion casi completa de la quitosana es muy dificil
de lograr por las condiciones heterogéneas en que
transcurre la reaccioén. El drastico tratamiento a que es
sometido el polimero original hace inevitable una ruptura
parcial de los enlaces glicosidicos, con la siguiente
disminucion de la masa molecular y la alteracion de su
distribucion con respecto a la quitina de partida.

Es conocida la dificultad que presenta la preparacién
de quitosana con un grado de desacetilacion superior al 90
%, sin que produzca degradacion de la cadena del polimero.
Sin embargo, Mima et al. (1983), establecieron un método
de preparacion de quitosana con un grado de desacetilacion
cercano al 100 % sin tener degradaciones significativas en
la cadena polimérica. EI método consiste en lavar
sucesivamente el producto intermedio con agua, dos 0 mas
veces durante el tratamiento alcalino a un tiempo menor a
5 h para una concentracién de NaOH del 47 % a una
temperatura de 110 °C. Domard y Rinaud (1983),
establecieron un método para obtener quitosana
completamente desacetilada sin disminucién excesiva del
peso molecular. El mismo incluye el uso del tiofenol durante
los tratamientos sucesivos de alcali, durante 1 h a una
temperatura de 100 °C.

La quitosana también ha sido preparada a partir de
caparazones de camardn tigre (Penaeus monodon)
desacetilando la quitina dos veces, con disoluciones de
NaOH al 50 % bajo vacio durante 30 min a 100 °C,
obteniendo productos con grado de desacetilacion entre 43
y 54 % en cada lavado (Benjakul y Sophanodora, 1993). El
proceso termoquimico consiste en someter la quitina a 230
°C en una solucién alcalina al 10 % durante 1 min a presién
reducida. Una descompresién repentina en el proceso y
posterior tratamiento durante 24 h, a una temperatura de 4
°C permite alcanzar una desacetilacion completa de la
quitina.
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ACTIVIDAD BIOLOGICADE LAQUITOSANA

Actividad antifungica

La quitosana exhibe actividad antimicrobiana contra
algunos hongos filamentosos, levaduras y virus (Rhoades y
Roller, 2000; Napoles et al., 1997), sin embargo, se ha
reportado que las bacterias son poco sensibles (Pospieszny,
1999; Guo-Jane y Wen-Huey, 1999). Por otra parte, existen
algunos hongos que contienen quitosana como principal
componente, tal es el caso de los Zygomicetos, que son
vulnerables a la quitosana (Leuba y Stossel, 1986). La
quitosana logra su efecto antifingico por vias diferentes en
las que parece desempefar un papel importante el grado
de su polimerizacion. Una disminucion en el grado de
polimerizacion de la molécula de quitosana provoca una
disminucioén en el nUmero de especies de hongos inhibidos.
Lainhibicién del crecimiento es debido a los grupos aminos
protonados a pH 5.6 de la quitosana y esto puede formar
complejos poli electrolitos con los grupos acidicos y basicos
de la superficie celular creando desérdenes (Hirano y Nagao,
1995); pero también ha sido encontrado que existe cierto
requerimiento minimo de tamafio molecular para poder
mostrar actividad antifungica in vitro. Hadwiger et al. (1986),
demostraron que para Fusarium solani este valor es de al
menos siete residuos de glucosamina a través de estudios
histoquimicos demostré que la quitosana se acumula en el
interior celular del hongo y evita su crecimiento.

Otros autores reportan que el grado de acetilacion es
de gran importancia en la actividad antifungica in vitro de la
quitosana. En este sentido El Ghaouth et al. (1992b),
demostraron que quitosanas de similar grado de
polimerizacioén y diferentes grados de acetilacion presentan
actividad inhibitoria sobre el crecimiento de algunos hongos,
correspondiendo las mayores inhibiciones con el menor
grado de acetilacién. También Diaz (2001), comprobo que
la quitosana al 1 % de grado de acetilacion y de elevado
caracter policatiénico mostré mayor efecto inhibitorio que
una quitosana de un 36 % de grado de acetilacién sobre el
hongo Phythophtora parasitica.

Por otra parte, Chien y Chou (2006), encontraron que
la quitosana dependiendo del tipo y su concentracién, pueden
causar desde un 25 hasta un 90.5 % de inhibicion del
crecimiento de diferentes hongos que afectan la calidad de
los frutos del citrico (Citrus tankan Hayata), comprobaron
que con un aumento de la concentracién, se aumentaba la
inhibicion sobre los microorganismos. Plascencia et al.
(2003), también comprobaron que la quitosana inhibia el
crecimiento radial y la germinacién de esporas del hongo
Aspergillus niger a la concentracion de 3 g-litro™.

Otros investigadores de Egipto, comprobaron que la
quitosana reducia el crecimiento micelial y produccion de
esporas del patégeno Phytophthora infestans, a la
concentracion de 1 mg-mL™" (Atia et al., 2005). El Ghaouth
etal. (1992b), observaron que los hongos Botrytis cinerea,
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Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporoides y
Rhizopus stolonifer redujeron marcadamente su crecimiento
radial aplicando una elevada concentracion de quitosana.
Otros investigadores también plantearon que la quitosana
reduce la germinacién de uredospora de Puccinia arachidis
a una concentracion de 1 g-litro™'y con igual concentracién
fue probado contra Pyricularia grisea observandose en este
caso infertilidad en las hifas (Sathiyabama vy
Balasubramanian, 1998; Rodriguez et al., 2002). De donde
se deduce que la sensibilidad a la accion de la quitosana
depende del género y especie. La sensibilidad de los hongos
patégenos hacia la quitosana puede cambiar en los
diferentes estadios de su desarrollo. Liu et al. (2007),
reportaron que la quitosana es mejor inhibidor de la
germinacion de Penicillium expansum que la de Botrytis
cinerea, contrario a lo que se observé en el crecimiento
micelial de estos hongos. También, Trotel et al. (2006),
observaron que la quitosana inhibe el crecimiento micelial
y desarrollo in vitro del hongo B. cinerea.

Bautista-Banos et al. (2003; 2004), lograron la
inhibicion completa del crecimiento de hongos como
Fusarium oxysporum, R. stolonifer, Penicillium digitatum y
C. gloeosporioides a concentraciones de 3 %. Estos mismos
autores reportaron estudios de analisis de imagenes para
medir el efecto de la quitosana sobre parametros
morfolégicos individuales de las esporas de estos hongos.
La forma, la longitud y el area de los conidios de cada
hongo estudiado fueron afectadas de acuerdo a la especie
de hongo y el tiempo de incubacion en la solucion de la
quitosana. La quitosana mostré efecto antifungico in vitro
sobre el hongo Microdochium nivale a la concentracion de
2000 pg'mL-" (Hofgaard et al., 2005). También Hassni et al.
(2004), encontraron que la quitosana tiene efecto sobre el
crecimiento y morfologia del hongo F. oxysporium f. sp.
albedinis (Foa). Ellos comprobaron que la quitosana reduce
el crecimiento de Foa a una concentracion de 1 mg-mL-" en
un medio sélido de papa dextrosa agar en un 75 %, mientras
que en el mismo medio pero liquido lo inhibe totalmente.

Estudios ultraestructurales realizados en R. stolonifer
mostraron que la quitosana erosiona la pared celular lo que
se relaciond positivamente con el incremento del material
proteico que se detectd en el medio. Laflamme et al. (1999),
reportaron que la quitosana reduce el crecimiento de los
hongos Fusarium acuminatum, F. oxysporium,
Cylindrocladiun floridanum y Cylindrocarpon destructans pro-
vocando un aumento de la vacuolacion, retractacion y altera-
cidén de su membrana plasmatica, asi como el espesamiento
de la pared celular y distorsion de la hifa. Igualmente, la
quitosana ha demostrado el efecto antifungico sobre el
patdgeno B. cinerea provocando también reduccion en su
desarrollo y alteraciones citolégicas segun Ait et al. (2004).

Otros autores como Rivero et al. (2004), también
comprobaron que la quitosana tenia efecto sobre la
germinacion de los conidios del hongo Fusarium sp. a la
concentracion de 1000 mg-mL™". También Ben-Shalom et al.
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(2003), demostraron que la quitosana inhibe la germinacion
de conidios de B. cinerea a la concentracion de 50 mg-litro™.

Actividad antibacteriana

La quitosana inhibe el crecimiento de una amplia
variedad de bacterias. (Liu et al., 2000; Helander et al., 2001;
Chung et al., 2003; Liu et al., 2006; Hayes et al., 2008).
Segun sus caracteristicas quimicas sera su actividad
antibacterial (Shih-Bing et al., 2008). La concentracion de
la quitosana es una propiedad quimica de gran importancia
para su actividad antibacteriana. Se demostré que soluciones
de quitosana hasta la concentracion de 0.10 mg-mL"’
inhibieron marcadamente el crecimiento de la bacteria
patogénica Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola
aislada de Euphorbia pulcherrima, a medida que se
aumentaba la concentracion mayor era el efecto inhibitorio
de la misma (Bin et al., 2007). Una quitosana parcialmente
desacetilada se estudio sobre otras dos bacterias:
Clavibacter michganensis subsp. michiganensis y Erwinia
carotovora subsp. carotovora demostrando que retarda el
crecimiento de dichas bacterias a la concentracion de 0.5
% (Wisniewska et al., 2007).

Actividad antiviral

La actividad antiviral de la quitosana depende del grado
de polimerizacion, del grado de desacetilacion, de la carga
positiva y el caracter de las modificaciones quimicas de la
molécula. Los posibles mecanismos de supresion de la
infeccion viral por la quitosana son aun discutidos (Chirkov,
2002; Liuy Yao, 2002). Los principales factores para suprimir
infecciones del fago por quitosana son inactivacion de la
particula del fago e inhibicion de reproduccion del bacteriéfago
anivel celular. La quitosana posee una actividad antiviral por
su habilidad para inducir resistencia a las enfermedades
virales en plantas y para prevenir la multiplicacion del
bacteriéfago en cultivos infectados por microorganismos.
(Chirkov et al., 2001, 2002). La capacidad de la quitosana
para suprimir la infeccion viral en plantas no depende del
tipo de virus, la quitosana afecta a la planta induciendo su
propia resistencia a las infecciones virales. La quitosana
imita el contacto de la planta con un fitopatégeno, induce
un amplio espectro de reacciones protectoras en la planta,
la cual delimita una propagacion sistémica de los virus sobre
la planta y conduce al desarrollo de la resistencia adquirida
sistémica (Rabea et al., 2003).

La quitosana aplicada por aspersion o inoculacion pro-
tege alas hojas de las plantas de la infeccion local y sistémi-
ca causada por el virus mosaico de alfalfa (ALMV), virus
necrosis del tabaco (TNV), virus mosaico del tabaco (TMV),
virus malformacion del mani (PSV), virus mosaico del pepino
(CMC) y virus X de la papa (PVX). La eficiencia de la quito-
sana para inhibir la infeccion viral depende de la combinacion
del hospedero-virus, la concentracion de la quitosanay el
método de aplicacion (Pospieszny, 1997; Irriti y Faoro, 2008).



MODO DEACCION DE LAQUITOSANA

Actividad antimicrobiana

Se plantea que cuando la carga positiva sobre el C-2
del monémero de glucosamina se encuentra por debajo de
pH 6, la quitosana es mas soluble y tiene una mejor actividad
antimicrobiana que la quitina (Chen et al., 1998; Larez, 2008).
El mecanismo exacto de la accién antimicrobiana de la
quitina, quitosana y sus derivados es aun desconocido,
aunque diferentes mecanismos han sido propuestos en uno
de ellos se sugiere que la interaccion entre la carga positiva
de la molécula de quitosana y la carga negativa de las
células de la membrana microbiana conduce a la salida de
proteinas y otros constituyentes intracelulares (Chen et al.,
1998).

La quitosana también tiene propiedades antifingicas
ante un amplio espectro de patdégenos, provocando la
inhibicién total o parcial de estos segun la especie fungica,
considerandose que existe una posible dependencia entre
el grado de polimerizacion y el de N-acetilacion de la
quitosana y el nivel de inhibiciéon que ésta provoca. Leubay
Stossel (1986) plantearon que la quitosana a pH 5.8 inducia
un rompimiento masivo de los compuestos de proteinas y
sugirieron que la actividad antifingica estaba asociada a su
habilidad para distorsionar la membrana plasmatica del
hongo. También El Ghaouth et al. (1992b), relacionaron la
propiedad fungistatica de la quitosana parcialmente acetilada
con la habilidad para inducir cambios morfolégicos en la
pared celular del hongo, reducciones en el tamafio de las
hifas y ramificaciones. La interaccién de la quitosana con el
plasmalema fungico, especialmente en la hifa donde la
membrana esta menos protegida, puede causar la formacion
de poros y consecuentemente inducir cambios en la
formacion de la membrana. Tales cambios pueden alterar el
balance existente entre biosintesis y degradacion de
componentes de la pared celular del hongo.

Hadwiger (1999), ha expuesto cémo la quitosana se
acumula en las células de los hongos y evita el crecimiento
de éstos y que la mayor actividad antifingica se presenta
en oligébmeros de siete o0 mas unidades comprobandose
coémo el tamano de los oligémeros de quitosana constituyen
un importante aspecto en la accion del compuesto. La
quitosana actua principalmente sobre la superficie externa
de la bacteria. A concentraciones inferiores de 0.2 mg-mL",
la quitosana policatidnica probablemente se une a la carga
negativa de la superficie de la bacteria para causar
aglutinacion, mientras que a elevadas concentraciones, el
mayor niumero de cargas positivas permitieron lograr una
carga positiva neta a las superficies bacterianas para
mantenerla en suspension (Sudarsham et al., 1992). La
quitosana también actia como un agente quelante que une
selectivamente a trazas de metales y por consiguiente inhibe
la produccién de toxinas y el crecimiento micelial (Cuero et
al., 1992). Ademas activa algunos procesos de defensa en
los tejidos hospederos (EI Ghaouth et al., 1992b) actua
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inhibiendo varias enzimas. La unién de la quitosana con el
ADN Yy la inhibicion de la sintesis de ARN  ocurren a través
de la penetracion de la quitosana hacia el nucleo de los
microorganismos y la interferencia con la sintesis de ARN
y sintesis de proteinas (Sudarsham et al., 1992).

La quitosana muestra su actividad antibacteriana
solamente en medio acido debido a su pobre solubilidad por
encima de pH 6.5. De esta forma, los derivados de quitosana
solubles en agua (solubles en pH fisiolégicos acidos y
basicos) pueden ser buenos candidatos como biocidas
policationicos.

El efecto del peso molecular sobre la actividad
antibacterial y antifungica ha sido explorado (Chen, 1998).
La quitosana con un peso molecular con un rango de 10,000
hasta 100, 000 kDa puede ser utilizada para restringir el
crecimiento de la bacteria. Ademas, la actividad antibacterial
esta influenciada por el grado de desacetilacién, su
concentracién en solucion y el pH del medio. La actividad
antibacteriana encontrada fue un incremento en el orden
quitosana N,O-carboximetilada, quitosana y quitosana O-
carboximetilada (Liu et al., 2006).

Los polimeros de amonio cuaternario han sido
considerados bacteriostaticos, no bactericidas, porque ellos
requieren de un tiempo largo de contacto para matar al
microorganismo y generalmente ellos no son de actividad
de amplio espectro. Algunos de estos polimeros han sido
reportados que tienen actividad antimicrobiana. Se postula
que esta accion se debe a que los compuestos son
absorbidos en la superficie celular bacteriana, incrementando
la permeabilidad de los lipidos de la membrana celular y
causando la muerte a través de la pérdida de los materiales
esenciales de la célula. Por otro lado, estos derivados de
quitosana son generalmente mas activos contra bacterias
gram positivas que su correspondiente mondémero. Se cree
que este efecto es debido a la adsorcion de los polimeros
en la superficie celular y membrana bacteriana con la
subsiguiente alteracion de la integridad de la membrana. La
actividad antimicrobiana generalmente se incrementa con
el incremento del amonio cuaternario (Rabea et al., 2003).

Por otra parte, ademas de la formacion de pelicula de
gas permeable, la quitosana tiene como funcién dual: (a)
interferir directamente en el crecimiento de los hongos y (b)
activar algunos procesos de defensa (Bai et al., 1988). Estos
mecanismos de defensa incluyen acumulacién de
quitinasas, sintesis de inhibidores de proteinas, lignificacién
e induccién de sintesis de calosa (El Ghaouth et al., 2000).

MECANISMOS DE INDUCCION DE LADEFENSADE LAS
PLANTAS POR QUITOSANA

Los inductores son sustancias que promueven
respuestas de defensa cuando se le aplica a los tejidos de
las plantas o cultivos celulares de plantas (oligosacaridos,
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glicoproteinas, péptidos y lipidos). Los mas estudiados son
los oligosacaridos que incluye oligoglucanos, oligoquitinas,
oligoquitosanas y &cidos oligalacturénicos. Cuando una
planta que ha desarrollado un mecanismo de resistencia al
ser atacada por un patégeno, rapidamente ocurre la muerte
celular o respuesta hipersensible en el sitio de la infeccién
y ocurre también una serie de respuestas de defensaenla
célula danada. Esto incluye la produccion de especies
reactivas de oxigeno, cambios estructurales en la pared
celular, acumulacion de proteinas relacionadas con la defensa
y biosintesis de fitoalexinas. La quitosana ha sido
extensamente evaluada para determinar la capacidad de
inducir respuestas de defensa natural en la planta. Cambios
fisiolégicos y bioquimicos ocurren dentro de la planta debido
ala induccion por quitosana.

Actividad inductora

Existen evidencias que comprueban las propiedades
inductoras de la quitosana, en forma de respuestas de
defensa en las plantas u 6rganos vegetales. Las proteinas
relacionadas con la patogenicidad (Pathogenesis Response
Proteins, PR-Proteinas) son un grupo heterogéneo de
proteinas solubles inducidas en muchas especies de plantas
en situaciones patolégicas o relacionadas con otros tipos
de estrés. Son proteinas de bajo peso molecular, solubles
en pH acidos y resistentes a la proteolisis. Sobre la base
de relaciones serolégicas y secuencia de aminoacidos, se
han reconocido hasta el presente 10 familias de PR-proteinas
y de ellas, al menos tres, presentan actividad enzimatica
quitinasa, glucanasa y peroxidasa. Se ha reportado que los
miembros de estas familias se encuentran presentes en
muchas especies vegetales (Van Loon, 1999).

En relacion a las respuestas de defensa que la
quitosana activa se pueden citar las siguientes: la sintesis
de lignina y calosa, induccion de la fenilalanina amonio liasa
(PAL), biosintesis de fitoalexinas, produccion de inhibidores
de proteasas y proteinas relacionadas con la patogenicidad
como son: quitinasa, glucanasa, peroxidasa (POD) y
quitosanasa (Vander et al., 1998; Ben-Shalom et al., 2003).

RESPUESTASENZIMATICAS DE DEFENSA

Fenilalanina Amonio Liasa (PAL)

La PAL (EC 4.3.1.5) cataliza la conversién de L-
fenilalanina a acido transcinamico con la liberacién de
amonio. Esta reaccion es un punto clave del metabolismo
primario y secundario del reino de las plantas debido a que
en un tejido, los niveles de esta enzima pueden fluctuar
significativamente en intervalos de tiempo relativamente
cortos en respuesta a una amplia variedad de estimulos y
bajo ciertas condiciones (Hammerschmidt, 1999). La
actividad de la PAL se considera como la velocidad limitante
en el metabolismo de la via metabdlica de los
fenilpropanoides en la produccidn de estructuras fendlicas
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y fitoalexinas en algunas especies (Hadwiger y Loschke,
1981). Dicha enzima también esta involucrada en la sintesis
directa del acido salicilico por la via del acido benzoico que
es considerado una importante sefal en la amplificacion de
las respuestas sistémicas defensivas de las plantas (Yalpani
et al., 1993; Pallas et al., 1996). Sin embargo, los cambios
en la actividad de esta enzima son frecuentemente
observados en la interaccion hospedero-patdégeno (Hadwiger,
1968; Minamikawa y Uritani, 1964) y en respuesta a la luz,
induccidon por compuestos quimicos, heridas y otras
condiciones de estrés (Millar y Higgings, 1968; Hadwiger et
al., 1994; Hadwiger, 1986).

Falcon et al. (2002), observaron proteccion contra
Phythophtora parasitica nicotianae cuando trataron plantulas
de tabaco via raiz con quitosana durante 24 h con
concentraciones entre 5 y 500 mg-litros™ e infectaron con
una suspensiéon de esporas provocando induccién en la
actividad de la PAL diferenciada en el tiempo de exposicion
de las plantas al patégeno. En plantas de arroz obtenidas a
partir de semillas tratadas con quitosana hidrolizada a 500
mg-litros™' e inoculadas artificialmente con Pyricularia grisea
también se observé un aumento marcado de la actividad de
la PAL (Rodriguez et al., 2007). Como ya se menciono, el
grado de acetilacion de la quitosana tiene importancia desde
el punto de vista biolégico; en este sentido Vander et al.
(1998), probaron en hojas de trigo quitosana con diferentes
grados de acetilacion y a diferentes concentraciones, y
demostraron que se puede inducir el maximo de actividad
PAL con un grado de acetilacion de 35% y a una
concentracion de 0.10 mg:litros™.

En hojas de plantulas de trigo los niveles de actividad
enzimatica inducida por el quitosano hidrolizado a
concentracion de 1.0 mg-litros™ y después de la inoculacién
con B. cinerea, aumentd significativamente la actividad
enzimatica de PAL en el sitio de herida, alcanzando su
maximo después de 16 h (Mitchell et al., 1994). La
aplicacion de quitina y quitosana a hojas de soya causé un
aumento de la actividad de PAL. La elevacion de la actividad
enzimatica fue dependiente de la longitud de la cadena de
los oligdbmeros y el tiempo de tratamiento. El hexamero de
quitina 'y el pentamero de quitosana causaron las maximas
actividades a las 36 h después del tratamiento (Khan et al.,
2003). En uvas de mesa tratadas con quitosana al 1.0 % se
observé un aumento significativo de la actividad enzimatica
de PAL y una disminucién de la incidencia de B. cinerea
(Romanazzi et al., 2002). La aplicacion de la quitosana a
concentracion de 1.0 g'litro" en precosecha indujo la actividad
de PAL en frutos de uva y disminuy6 la infecciéon por
patégenos (Meng et al., 2008). Las hojas de plantas de
tabaco tratadas con diferentes dosis de la quitosana (por
inmersion de semillas y aspersion foliar) presentaron
diferencias de acuerdo a la concentracién empleada. Por
ejemplo en la inmersién de semillas las dosis mas bajas
(0.1y 0.5 g'litro”") incrementaron la actividad enzimatica de
PAL mientras que en la aspersion foliar las dosis mas altas



(0.5 y 1.0 g-litro") estuvieron asociadas con una mayor
actividad (Falcon-Rodriguez et al., 2007).

B-1,3 glucanasa

Lab-1,3 glucanasa (EC 3.2.1.39) (endo 1,3 glucosidasa
glucano) cataliza el rompimiento hidrolitico tipo endo de los
enlaces b-1,3 glucosidico en los b-1,3 glucanos, que es
uno de los componentes principales de la pared celular de
muchos hongos fitopatdgenos (Van Loon, 1999). El principal
interés en la b-1,3 glucanasa es su posible funcién en la
respuesta de plantas a patégenos microbianos. Asi por
ejemplo, durante el crecimiento de plantas de pepino en
presencia de quitosana se controlé el dafio causado por
Pythium aphanidermatum y se estimulé la produccion de &-
1,3-glucanasa en raices y hojas (El Ghaouth et al., 1994).
Esta inducciéon de mecanismos de defensa por la quitosana
también se ha demostrado en vainas de chicharo en las
cuales se incrementé la actividad de quitinasa y de 3-1,3-
glucanasa (Mauch et al., 1984). Mangos tratados con
quitosana a diferentes concentraciones y previamente
inoculados con C. gloeosporioides presentaron menor
desarrollo de la enfermedad observandose un aumento
significativo en las actividades de quitinasa y 3-1,3-glucanasa
(Jitareerat et al., 2007). Una respuesta de resistencia
inducida contra Puccinia arachidis fue reportada en
cacahuate (Arachys hypogaea). Las hojas tratadas con
quitosana, después de diez dias presentaron actividades
intercelulares maximas de quitinasa y B-1,3-glucanasa a
1000 ppm (Sathiyabama et al., 1998). Actividades
enzimaticas similares se reportaron en tejidos de tubérculos
de papa (Solanum tuberosum), después de 12 y 48 h de
tratamiento con soluciones acuosas de quitosana de bajo
peso molecular a 500 pg-litro™" e inoculadas con Phytophthora
infestans (Vasyukova et al., 2001).

Quitinasas

Las quitinasas (EC 3.2.1.14) cortan el enlace entre el
C,y C, de dos N-acetilglucosaminas consecutivas del
polimero de quitina. Se les considera como enzimas de
defensa de las plantas contra la infeccion de patdgenos. En
los casos en los que se ha observado su acumulacién
alrededor del hongo, provocan la lisis de las hifas, reduciendo
los dafios que éstas causan en las plantas (Broglie et al.,
1991; Boller, 1987; Mauch y Staenling, 1989). Las mismas
pueden ser inducidas mediante el tratamiento con
quitooligosacaridos, extractos de hongos y bacterias, estrés
fisico o quimico y por heridas. Autores como Mauch et al.
(1987), y Collinge y Slusarenko (1987), encontraron que en
plantas después de la inoculacién con hongos, bacterias,
virus patogénicos y la aplicacion de inductores como quitina
y quitosana provocan un incremento en la actividad de la
quitinasa.

Zhangy Punja (1994), compararon la induccion de la
actividad quitinasa en plantulas de pepinos de dos semanas
de germinadas, tratadas con quitosana a una concentracion

313

de 1 mg-mL"y tratadas e infectadas; al tercer dia después
del tratamiento se observé un aumento en la actividad
quitinasa. Al mismo tiempo, tomaron otras plantulas de
pepino y las inocularon con una suspension de esporas de
S. fuliginea y mostraron un incremento rapido en la actividad
quitinasa a partir del segundo dia después de la inoculacion.
Otros investigadores como Chang et al. (1995), también
trataron plantulas de chicharos con quitosana 0-5 mg-litro™
y posteriormente las infectaron con F. solani f sp. pisi y
observaron una elicitacion en la actividad de quitinasa a las
0,10, 29, 57y 72 h después de inoculadas, encontrandose
la maxima actividad a las 10 h. En plantas de pepino
creciendo en presencia de quitosana, se control6 el dafo
radicular causado por Pythium aphanidermatum y se
indujeron varias respuestas de defensa de la planta
incluyendo el aumento de la actividad de quitinasa en hojas
(ElI Ghaouth et al., 1994). Estudios sobre el proceso de
germinacion y la actividad de quitinasa en semillas de soya
tratadas con quitosana a diferentes concentraciones (0.1,
0.5y 1.0 %) durante 15 min y 6 h, mostraron que el periodo
de exposicién a la quitosana fue mas decisivo para aumentar
la actividad quitinasa en las semillas de soya que la
concentracion de quitosana (Tejchgraber et al., 1991).

Quitosanasas

Las quitosanasas (EC 3.2.1.99) catalizan la
degradacién hidrolitica de la quitosana obteniéndose
dimeros, trimeros, tetrameros y oligdmeros de quitosana.
En las plantas, las quitosanasas han sido consideradas
como proteinas relacionadas con la patogénesis involucrada
en los mecanismos de defensa contra hongos patogénicos
(Grenier y Asselin, 1990). Ellas representan una clase de
enzimas hidroliticas que se encuentran en bacterias, hongos
y plantas.

Para ciertos hongos, tienen la funcién de debilitar o
provocar la lisis de la pared celular de las hifas. En la fase
autolitica de crecimiento Mucor rouxiii, son producidas y
degradan la pared celular del hongo. En cacahuate, la
actividad quitosanasa esta involucrada en los mecanismos
de defensa contra hongos patogénicos y toxigénicos (Cuero
y Osuji, 1993). Esto sugiere que actian como enzimas de
defensa en plantas contra hongos que contienen quitosana
en su pared celular.

Los niveles de acetilacion en el sustrato de la quitosana
parece ser que influyen en la velocidad de hidrdlisis catalizada
por diferentes quitosanasas. F. solaniy N. orientalis podrian
actuar 6ptimamente solo sobre la quitosana que tiene un
30% de acetilacion (Shimosaka et al., 1996). La quitosanasa
de Bacillus lincheniformis UTK demostré un maximo de
actividad sobre la quitosana de un 65-80% de desacetilacion
(Uchida et al., 1992). Por otro lado, un aumento en la
actividad de quitosanasa se reportd en raices y hojas de
plantas de pepino tratadas con quitosana (El Ghaouth et
al., 1994). La quitosana estimulé su actividad 1.9 veces mas
que las plantas no tratadas en plantas de pepino (Ben-Shalom
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et al., 2003). Las hojas de plantas de tabaco asperjadas
con quitosana presentaron mayor actividad de quitosanasas
y glucanasas a la concentraciéon de 0.1 g-litro™! (Falcon-
Rodriguez et al., 2007).

CONCLUSIONES

Se ha demostrado que la quitosana induce o inhibe
diferentes actividades bioquimicas durante la interaccion
planta-patégeno mejorando la tolerancia a una amplia
variedad de fitopatdgenos, lo cual indica que el uso de este
compuesto como inductor natural puede ser explotado en
la agricultura sostenible.
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