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Efecto del quitosano en la induccién de resistencia contra
Colletotrichum sp. en mango (Mangifera indica L.) cv. Tommy Atkins

Effect of chitosan on the induction of disease resistance against
Colletotrichum sp. in mango (Mangifera indica L.) cv. Tommy Atkins

\/\ Guillermo Berumen Varela’', Leonardo Daniel Coronado Partida’,

Verénica Alheli Ochoa Jiménez', Martina Alejandra Chacén Lépez’,
Porfirio Gutiérrez Martinez'*

El mango es susceptible a una enfermedad
postcosecha denominada anfracnosis, causada
por el patdégeno Colletotrichum sp. Los fungicidas
han sido utilizados para controlar las enfermedades
ocasionadas por hongos; sin embargo, ocasionan
dano al medio ambiente. El quitosano posee
propiedades antimicrobianas e induce resistencia
en las plantas, en esta resaltan algunas enzimas,
como la peroxidasa (POD). El objefivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto del quitosano en
la induccidn de resistencia contra Colletotrichum
sp. en frutos de mango. A nivel in vifro el quitosano
inhibid la germinacién de esporas, la elongacion
del fubo germinativo y el crecimiento micelial de
Colletotfrichum sp. Para los tratamientos aplicados
a los frutos en postcosecha, el quitosano a
concentraciones de 1.0y 1.5% inhibié por completo
a Colletotrichum sp. Comparado con el control, el
quitosano al 1.0% aumentd la actividad enzimdtica y
la expresion del gen que codifica para la peroxidasa,
estarespuesta pudiera considerarse como un posible
mecanismo de accién del quitosano en frutos de
mango.

Palabras clave: mango, quitosano, induccién de
resistencia, peroxidasa, Collefofrichum sp.
Keywords: mango, chitosan, induction of disease
resistance, peroxidase, Colletofrichum sp.
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ABSTRAC

Mango is susceptible to a postharvest disease called
anthracnose, caused by pathogen Colletotrichum
sp. Chemical fungicides have been used against
postharvest fungal diseases, but they cause
damage to the environment. Chitosan shows anti-
microbial properties, and induces resistance in
plants highlighting the activity of some enzymes
like peroxidase. The objective of this research was
to evaluate the chitosan effect in the induction of
resistance mechanism against Colletofrichum sp., in
mango fruits. Chitosan inhibited spore germination,
germ ftube elongatfion, and mycelial growth of
Colletotrichum sp. in vitro. For postharvest fruits the
chitosan at 1.0% and 1.5% Colletotrichum sp. was
completely inhibited in fruits inoculated with the
fungi. Compared with the confrol, chitosan at 1.0%
induced a significant increase in the enzymatic
activity and gene expression of POD during the
incubation period, suggesting that an enhanced
gene expression of POD plays an important role as
one of the main action mechanisms of chitosan.

INTRODUCCION

Los frutos de mango son afectados en la etapa
de postcosecha por una enfermedad denomina-
da antracnosis, su agente causal es Colletotrichum
gloeosporioides, 1o que reduce la calidad del fruto
y ocasiona pérdidas significativas en la produccién
(Arauz, 2000). El quitosano (poly-B-(1—4) N-acetil-d-
glucosamina) es un derivado de la quitina, el cual
se extrae del exoesqueleto de los crustdceos y se ha
convertido en un tfratamiento alternativo al uso de
fungicidas. Es un polisacdrido natural, biodegrado-
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ble y no téxico, que ha demostrado efectos fungi-
cidas contra determinados patdégenos de plantas y
ademdads es un inductor de mecanismos de defensa
en tejidos vegetales (Terry y Joyce, 2004); es por ello
gue se considera uno de los productos mds prome-
tedores para el control de varios hongos en posftco-
secha (El Ghaouth et al., 1992; Bhaskara et al., 2000;
Ben Shalom et al., 2003).

Se ha reportado que aplicaciones de quitosa-
no al 1.5% inhiben el crecimiento de Colletofrichum
gloeosporioides en frutos de papaya (Bautista Banos
et al., 2003). Lopez Mora et al. (2013) observaron que
el crecimiento micelial y la esporulacion se reduje-
ron mds de 70% e inhibié completamente la germi-
nacién de los conidios de A. alternata, aislado de
frutos de mango. Varios estudios han indicado que
algunas enzimas de oxido-reduccion participan en
el proceso de defensa e hipersensibilidad contra el
ataque de hongos (Mohammadi y Kazemi, 2002; Zhu
y Ma, 2007). Las peroxidasas (POD) son enzimas de
6xido-reduccién que participan en los procesos
de la pared celular, como la produccién de fenoles,
suberizacién y lignificacién de las células hospederas
durante la reaccién de defensa contra agentes pa-
tégenos (Kolattukudy et al., 1992).

Ben Shalom et al. (2003) demostraron que esta
enzima (POD) fue inducida por el quitosano en pe-
pino. Sin embargo, actualmente son escasas las in-
vestigaciones que evallen la respuesta biogquimica
y molecular en la etapa postcosecha de los frutos
ante la aplicacién de este biopolimero. Por lo ante-
riormente mencionado, los objetivos de esta investi-
gacién fueron: evaluar el efecto del quitosano en el
control del crecimiento de Colletotrichum sp. in vitro
y en postcosecha, asi como la induccién de protei-
nas de resistencia y su expresion genética en la inte-
raccion Colletotrichum-mango.

TERIALES Y METODOS

Los frutos de mango cv. Tommy Atkins fueron reco-
lectados de un huerto localizado en el estado de
Nayarit, México, en madurez fisioldgica. Se aisld e
identificd a nivel de género a los hongos patdégenos
de frutos de mango, mediante claves taxondmicas
y dicotémicas, y se cultivdé en Agar-papa-dextrosa
(PDA) a 28 °C por 8 d (Barnet y Hunter, 1998). Las es-
poras se obtuvieron mediante un raspado superficial,
se filtraron a través de gasa estéril y se ajustaron me-
diante un hematocimetro a una concentracién de
1x10¢ esporas ml'. Para la preparacion de las diferen-
tes concentraciones de quitosano (0.1, 0.5, 1.0, 1.5
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y 2.0%) se utilizdé quitosano de bajo peso molecular
(@QBPM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, con un
grado de desacetilacion del 75-85%), mediante el
protocolo establecido por El Ghaouth et al. (1991).

Medicién del crecimiento micelial y germinacién de
esporas de Colletotrichum sp. in vitro

Se utilizaron discos de micelio (5 mm de didmetro)
de Colletfotrichum sp., fueron colocados en el centro
de cajas Petri con PDA que contenian las diferentes
concentraciones de quitosano y se incubaron a
25 °C por 9 d. El crecimiento micelial se determind
midiendo el didmetro de la colonia cada 24 h por
9 d. Para medir los efectos del quitosano en la
germinaciéon de esporas y elongacién del tubo
germinativo de Collefofrichum sp. se ajusté con
ayuda de una cdmara de Neubauer una suspension
de 1x10¢ esporas ml~'y se colocaron en discos con los
diferentes tfratamientos de quitosano; se observaron
cada 60 min por 8 h.

Efecto del quitosano en la antracnosis de mango en
postcosecha

Los mangos fueron lavados con agua corrienfe vy
desinfectados con NaClO al 2% por 1 min. Una vez
que los frutos se encontraban en madurez de con-
sumo (a juzgar por su color y textura), se dividieron
en dos lotes: sin y con inoculacion de Colletotrichum
sp. Los tratamientos sin la inoculacion de Colletotri-
chum sp. se inocularon con agua destilada estéril.
Los demds tratamientos fueron inoculados con 20 pl
de la suspensidn de esporas (1x10¢ esporas ml'). To-
dos los frutos de tratamientos fueron sumergidos en
las concentraciones de quitosano durante T min y
se almacenaron a temperafura ambiente (25 °C)
en cdmaras de almacenamiento del laboratorio
de biotecnologia. El porcentaje de incidencia de la
enfermedad en los frutos inoculados con Colletotri-
chum sp. se determiné 3 d después de la inoculacién
y almacenamiento. De inmediato se cortaron las
secciones de tejido de cada uno de los fratamientos
alas 0, 24, 48 y 72 h posinoculaciéon (hpi), los cortes
se congelaron con nitrégeno liquido y finalmente se
almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Actividad enzimatica de la peroxidasa (POD)

La obtencion del extracto crudo se readlizd de
acuverdo con el método descrito por Chen et al.
(2000) con algunas modificaciones, las cuales se
mencionan a continuacién. Se ftrituraron 2 g de
tejido de mango de cada fratamiento en un mortero
con nitrégeno liquido y se homogenizaron con 10 ml
de 100 mM de solucidén amortiguadora de fosfato de
sodio (pH 6.4) y 0.2 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP)



INVESGIGACION

Y c I E " c I H DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA
‘I 8 DE AGUASCALIENTES

a 4 °C. Se centrifugd a 6000 r.po.m. por 30 min a 4
°C en una centrifuga Hettich Zentrifugen EBA 21. Se
tomo el sobrenadante y este se volvid a centrifugar
bajo las mismas condiciones. Finalmente, la pastilla
se descartd y se tomd el sobrenadante. La actividad
de la POD se realizd de acuerdo a la descrita por
Tian (2006) y se expresd en Umg?' de proteina. Las
concentfraciones de esta se determinaron de
acuerdo al método de Bradford (1976).

Extraccion de ARN y amplificacion por RT-PCR

De acuerdo con los resulfados del efecto del quito-
sano sobre Colletotrichum sp. in vitro en frutos post-
cosecha y actividad de la POD, se eligid la concen-
tracién de quitosano al 1.0% como la éptima para
el andlisis molecular. La extraccion de ARN fue rea-
lizada por el método de Lopez Godmez y Gdmez Lim
(1992). Para el andlisis de la expresidon del gen por
RT-PCR, el ADNc fue sintetizado con el kit SuperScript
ll, de acuerdo al manual del fabricante. Los oligo-
nucledtidos para POD fueron 5'-AgTCCACCTTTgCTT-
gATT-3' y 5’-gAAgACATggggAATTTITACTCg-3', lo que
generd un fragmento de 338 bp. Las condiciones
para la amplificacién por PCR fueron 94 °C por 5 min
de desnaturalizacién inicial y un total de 35 ciclos de
94 °C por30s, 51.4°C por30sy 72°C por 1 min, con
una extensién final a 72 °C por 10 min. Se usé el gen
18s como control interno para verificar la reaccién.

Disefio estadistico

Para los tratamientos in vitro y actividad enzimdtica
se usd un diseno de blogques completamente
aleatorizado enlos cualesse bloqued el factortiempo
para disminuir la variabilidad entre tratamientos. Los
resultados fueron analizados estadisticamente por
andlisis de varianza (ANOVA). La comparacion de
medias se realizé con una prueba de LSD (P<0.05),
mediante el lenguaje estadistico SAS System 9.0. Para
los tratamientos in vitro se hicieron tres repeticiones;
para la evaluacidn de la antracnosis, la unidad
experimental consistié en 15 frutos por tratamiento
con tres repeticiones; la actividad enzimdtica vy
expresion genética se realizé en cinco frutos por
tfratamiento con tres repeticiones. El experimento se
realizé por duplicado vy los resultados se promediaron.

RESULTADOS

Efecto del quitosano en el crecimiento micelial,
esporulacién y germinacion de esporas de
Colletotrichum sp.
EnlaFigura1semuestranlosresultadosdelcrecimiento
micelial de Colletotrichum sp. durante los 9 dias de
incubacion a 25 °C. Se observd una relacién inversa
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Figura 1. Cinética del crecimiento de Colletotrichum sp. aislado
de frutos de mango (Tommy Atkins) durante 9 d a 25 °C en PDA,
con y sin quitosano. Imagen elaborada por los autores.

entre el crecimiento y la concentracién de quitosano
aplicada. En relacién con el control, todas las
concentraciones evaluadas alteraron el crecimiento
del hongo. El menor crecimiento de Colletotrichum
sp. se obtuvo a las concentraciones de 1.5y 2.0%.

En relacion con la inhibicion del crecimiento
micelial, esporulacién y germinacion, se observaron
diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamien-
tos de las tres variables analizadas (Tabla 1). El qui-
tosano aplicado a 1.0, 1.5 y 2.0% inhibi® completa-
mente la germinacion de los conidios del hongo.

Efecto del quitosano en el desarrollo de la
antracnosis en mango

Cuando se infecté el fruto con el hongo, el control
mostrd los sinfomas tipicos de la antracnosis
(manchas hundidas de color negro). El crecimiento
de Colletotrichum sp. fue totalmente inhibido en
los frutos que fueron tratados con quitosano a
concentraciones de 1.0% y 1.5% durante un periodo
de 3d deincubacion. Enla concentraciéon de 0.5% de
quitosano el crecimiento del hongo comenzd hasta
el dia 3, lo que ocasiond lesiones de un didmetro de
1-2 cm. La efectividad del quitosano en el control
de la enfermedad fue directamente proporcional a
la concentracion, no existié incidencia ni severidad
de la enfermedad de anfracnosis a 1.0y 1.5% y se
presentd una inhibiciéon total del crecimiento del
hongo (Figura 2).

Efecto del quitosano sobre la actividad de POD

La actividad de POD en frutos confrol (con y sin
inoculacion del hongo), mantuvo una actividad
enzimdtica relativamente baja en comparaciéon con
la actividad de esta enzima en los frutos tratados
con quitosano. En los frutos fratados con 1.0% de
quitosano y no inoculados, la actividad de POD
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Tabla 1. Efecto del quitosano a diferentes concentraciones en el crecimiento, esporulacién
y germinacién de conidios de Colletotrichum sp.

Tratamiento InhibicriTc':irz:glti-.\(Ilﬂ(%;:Lmiento Esporulacion (esporas/ml) * Gerr(r%r;gcién
Control Oe 7.5x10°a 100 a
0.1% 7.46d 5x10° b 30b
0.5% 1492 c 3.5x10°¢c 13¢c
1.0% 28.35b 1.5x10° d od
1.5% 41.79 a 1.0x10° e od
2.0% 44.77 a 5x104 f 0d

* Los valores seguidos por lefras diferentes son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de LSD (P < 0.05.)

Figura 2. Efecto del quitosano a diferentes concentraciones
en el desarrollo de antracnosis en frutos de mango después
de 72 h de aplicados los tfratamientos, almacenados a 25 °C.
Imagen de los autores.

presentd el nivel mds alto a las 24 hpi para después
disminuir a su menor valor a las 72 hpi (Figura 3a),
como se observa en la figura a esta concentracion
de 1.0% fue donde se indujo mds la actividad de
POD (P<0.005). Resultados similares se presentaron
cuando los mangos fueron tratados con quitosano
e inoculados con Colletotfrichum sp. (Figura 3b), en
donde se observd que con la concentracién de
1.0% la actividad de POD aumenté casi fres veces
mds a las 48 hpi y cuatro veces mds a las 72 hpi en
comparacion con el control (P <0.05) (Figura 3b).

Efecto del quitosano sobre la expresiéon genética de
POD en mango

Debido a que la concentracién de quitosano al
1.0% mostré un efecto significativo en los frutos
en postcosecha asi como en la evaluacion de la
actividad enzimdtica, se usé esta misma para analizar
la expresidon del gen que codifica para la POD en
esta concentracion. El gen POD presentd un nivel
similar de expresidn en los tfratamientos no inoculados
siny con quitosano (Figura 4a-1y 4a-2). Sin embargo,
en los tratamientos inoculados la concentracion de
1.0% de quitosano aumentd ligeramente la expresion
genética de POD y mostrd un incremento a las 0 y
24 hpi (Figura 4b-6 y 4b-8) en comparacién con sus
respectivos controles. Se presentd un aumento en la
expresion del gen; lo que concuerda con los valores
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Figura 3. Efecto del quitosano sobre la actividad enzimdtica
de la peroxidasa (POD) en mango cv. Tommy Atkins no
inoculados (a) e inoculados con Colletotrichum sp. (b).

Imagen elaborada por los autores.

previamente obtenidos en la actividad enzimdatica,
con una tendencia muy similar en ambos casos.
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Figura 4. Gel de electroforesis del gen que codifica para la POD. A) Carriles 1-4 tratamientos sin inoculacién.
Carril 1, Q= 0%, T=0 h, carril 2, Q= 1%, T= 0 h, carril 3, Q= 0%, T= 24 h, carril 4 Q= 1%, T= 24 h. B) Carriles 5-8
tratamientos con inoculacion del patdégeno Carril 5, Q= 0%, T= 0 h, carril 6, Q= 1%, T=0 h, carril 7,

Q= 0%, T= 24 h, carril 8 Q= 1%, T= 24 h. Imagen de los autores.

DISCUSION

Los resultados obtenidos indican que el quitosano
fiene un efecto muy importante en el control de
Colletotrichum sp.; se observé que este hongo es
sensible al mismo, ya que pardmetros como creci-
miento micelial, esporulacion y germinacion de es-
poras fueron afectados e influyeron en la inhibicién
del desarrollo del patégeno. El Ghaouth et al. (1992)
reportaron que la presencia de quitosano modificd
el tamano y la forma de los conidios de Rhizopus sto-
lonifer y Botrytis cinerea. Ademds, se han reportado
serias alteraciones en la morfologia del micelio de
otros microorganismos patdégenos cuando crecen
en un medio que contiene quitosano (Benhamou et
al., 1994). Resultados similares se observaron en el es-
tudio realizado por Lépez Mora et al. (2013), donde
el crecimiento micelial, germinacion y esporulacion
de A. alternata en frutos de mango, mostraron una
inhibicion de 70% en presencia del quitosano al 1.0%.

Andlisis de microscopia electrénica de barrido y
de transmision indicaron alteraciones a nivel morfo-
|6gico de conidios y micelio, externa e internamente.
Se detectd vacuolizacién del citoplasma en micelio
y esporas, asi como degradacién de estructuras tan
importantes como la membrana plasmdatica y la pa-
red celular. De acuerdo con los resultados obtenidos
en el presente estudio, se pueden proponer algunos
mecanismos por los cuales el quitosano estaria ejer-
ciendo el efecto inhibitorio en el desarrollo del hon-
go. Es posible que el quitosano actie como una ba-
rrera limitando la formacion del tubo germinativo de
Colletotrichum sp. y puede estar relacionado con el

grosor de la pelicula del mismo, ya que al aumentar
la concentracion se observd un mayor efecto de in-
hibicién del patdgeno.

La concentracién de 1.0% de quitosano indujo
significativamente la actividad de POD vy se observé
que solo la densidad apropiada de quitosano pue-
de inducir la actividad de dicha enzima. Estos datos
concuerdan con los de Liu et al. (2007), quienes en-
contraron que a concentraciones de 1.0% de quito-
sano se logré el aumento de la actividad enzimdtica
de POD en frutos de tomate. Ademds, Ben Shalom
et al. (2003) demostraron que la actividad de la POD
de pepino fue inducida por el quitosano, y se obtuvo
un incremento en la resistencia contra B. cinerea. En
la expresion genética de la POD los tratamientos no
inoculados presentaron la misma expresion, lo que
sugiere que segun los tiempos evaluados se mantie-
ne como un sistema de encendido, el cual le podria
permitir al hospedero defenderse del patdégeno. La
POD cataliza la acumulacion de H,0,, induce una
hipersensibilidad que ayuda en la fortificacién de la
pared celular y sirve como una senal de alerta para
otras partes de la planta (El Hadrami et al., 2010), por
lo que al inducirse la POD se podria activar una cas-
cada de sefalizacion a través del fruto, lo que im-
pide el avance del patdégeno.

En los tratamientos inoculados, el quitosano in-
dujo la expresion de POD, esto se puede asociar a
gue el quitosano podria actuar de manera sinérgica
con el patégeno, potencializar una senal desde el
contacto con el hospedero y activar genes de de-
fensa del fruto. En concordancia con los resultados
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obtenidos, Lin et al. (2011) observaron que medi-
ante la aplicacién de 50 mgl' de BTH (benzotiadizol)
se incrementd la induccién de resistencia en la an-
tracnosis de mango cv. Keitt y aumentd la expresion
genética de PPO y POD, asi como su actividad enz-
imdtica y compuestos fendlicos totales.

CONCLUSIONES

El guitosano inhibié a Colletotrichum sp. a niveles in
vitro y en frutos en postcosecha e indujo la actividad
enzimdtica y expresion genética de POD. Esto sugiere
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