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ABSTRACT

RESUMEN

Avocado fruit cv Hass, is from an economic
point of view, one of the most important crops for
Mexico, because Mexico is the main producer of
avocado in the world. However, the production is often
reduced due to large postharvest losses because the
fruit is susceptible to attack by Colletotrichum sp., the
causal agent of anthracnose. In recent years it has
been explored new alternatives to combat postharvest
fungi because of the risk that involve the use of harmful
chemical fungicides on the environment and consumer
health. One alternative is the application of chitosan
films, which has an antifungal effect. In this study the
in vitro antifungal activity of low and medium molecular
weight chitosan on two strains of Colletotrichum sp.,
isolated from Hass avocado fruits whit anthracnose
symptoms was evaluated. Additionally, the chitosan
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El aguacate Hass desde el punto de vista
econdémico, es uno de los frutos mas importantes para
México, por ser el principal productor en el mundo.
No obstante, la alta produccion puede ser afectada
considerablemente por grandes pérdidas poscosecha
debido a que el fruto es susceptible al ataque de
Colletotrichum sp., agente causal de la antracnosis. En
los ultimos afos se han explorado nuevas alternativas
para combatir los hongos poscosecha debido al riesgo que
implica el uso de fungicidas quimicos que son nocivos para
el medio ambiente y la salud del consumidor. Una de estas
alternativas es la aplicacion de peliculas de quitosano,
el cual posee un efecto antifungico. En este estudio se
evalud la actividad antiflngica in vitro de quitosano de bajo
y medio peso molecular en dos cepas de Colletotrichum
sp., que fueron aisladas de frutos de aguacate Hass con
sintomas de antracnosis. También fue evaluado el efecto
del quitosano sobre la calidad poscosecha en frutos
de aguacate. Se utilizaron soluciones de quitosano al
0,1, 0,5, 1,0, 1,5y 2,0 % (p/v) para evaluar la inhibicion
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effect on the post-harvest quality of the avocado fruit
was also evaluated. Chitosan solutions at 0.1, 0.5, 1.0,
1.5 and 2.0 % (w/v) were used to assess inhibition of
mycelial growth, sporulation and germination of spores
recording measurements every 24 h for 9 days. In vivo
trials were performed by inoculating avocado fruits with
a suspension of Colletotrichum sp (1x108 spores-mL").
The fruits were immersed in low molecular weight
chitosan solution (1.5 % w/v). The incidence of disease,
physiological weight loss, firmness and percent of dry
matter of the treated fruits were evaluated after 12 days
of storage at 25 °C. The in vitro results demonstrated
that low and medium molecular weight chitosan solution
at 1 % inhibited more than 90 % of mycelial growth and
significantly reduced sporulation and germination of
conidia of Colletotrichum sp. The in vivo results showed
that the application of chitosan on avocado fruits
reduced physiological weight loss, kept the firmness and
decreased disease incidence. According to our results,
the application of chitosan films on avocado fruits could
be a plausible alternative to control of anthracnose and
preserve the Hass avocado quality during its storage at
room temperature.
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de crecimiento micelial, esporulacién y germinacion de
esporas, registrando las mediciones cada 24 h durante 9
dias. Los ensayos in vivo se llevaron a cabo inoculando
frutos de aguacate con una suspensién de esporas de
Colletotrichum sp (1x10¢ esporas-mL™. Los frutos fueron
sumergidos en una solucién de quitosano de bajo peso
molecular (1.5 % p/v). Se evalu6 en los frutos tratados
la incidencia de la enfermedad, la pérdida fisiologica de
peso, firmeza y el porcentaje de materia seca después de
12 dias de almacenamiento a 25 °C. Los resultados in vitro
demostraron que tanto la solucién de quitosano de bajo
como de medio peso molecular al 1 % inhibieron mas del
90 % del crecimiento micelial y redujeron significativamente
la esporulacion y la germinacién de los conidios de
Colletotrichum sp. Los resultados in vivo mostraron que
la aplicacion de quitosano en frutos de aguacate redujo la
pérdida fisiolégica de peso, mantuvo la firmeza y disminuy6
la incidencia de la enfermedad. De acuerdo con nuestros
resultados, la aplicacion de la pelicula de quitosano en frutos
de aguacate puede ser una alternativa recomendable para
controlar la antracnosis y preservar la calidad del aguacate
Hass durante su almacenamiento a temperatura ambiente.
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Introduction

Avocado is one of the main agricultural products in
Mexico; its production represents an important source of income
for local, national and international markets because Mexico
ranks first in worldwide production of avocado (SENASICA,
2017) Avocado is particularly susceptible to damage caused by
Colletotrichum sp., a pathogen responsible for approximately
20 % of postharvest losses (Rodriguez-Lépez et al., 2009).
Chemical fungicides reduce these losses but may have a
negative effect on the environment and cause consumer health
problems if residues remain in the fruit. Therefore, fungicides
of biological origin are attractive alternatives (Ochoa-Ascencio,
2009; Tamayo, 2007; Larez, 2008).

Chitosan is a biological fungicide that does not pollute
the environment and does not presents risks to the health

Aguacate, quitosano, antifungico, antracnosis, in vitro, in
Vivo.

Introduccioén

El aguacate es uno de los principales productos
agricolas en México y representa una fuente importante
de ingresos econdmicos para el mercado local, nacional e
internacional. México ocupa el primer lugar en la produccion
de aguacate a nivel mundial (SENASICA, 2017). No obstante,
ésta se ve afectada debido a que los frutos son susceptibles
a dafios causados principalmente por Colletotrichum sp.,
patégeno que ocasiona pérdidas importantes en poscosecha,
alcanzando hasta un 20 % (Rodriguez-Lépez et al., 2009).
Los fungicidas quimicos reducen estas pérdidas, no obstante,
afectan el ambiente y causan problemas en la salud del
consumidor si permanecen residuos en el fruto. Por lo tanto,
los fungicidas de origen bioldgico son alternativas atractivas
(Ochoa-Ascencio, 2009; Tamayo, 2007; Larez, 2008).

El quitosano es un fungicida de origen bioldgico, el cual
no contamina el ambiente, ni representa riesgos a la salud
(Martinez-Camacho et al., 2010; Gutiérrez-Martinez et
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(Martinez-Camacho et al.,, 2010, Gutiérrez-Martinez
et al., 2012). Chitosan, poly [} (1-4) 2-amino-2-deoxy-
D-glucopyranose], is a copolymer of D-glucosamine
units of N-acetyl-D-glucosamine derived from the chitin
deacetylation in alkaline medium (Monarul et al. 2011).
The fungicidal activity of chitosan is partially explained
by its cationic character. Positively charged free
amino groups in acid media interact with the negative
residues from the macromolecules of the exposed
fungal wall, inducing changes in the permeability of the
plasma membrane and thus alteration of its functions
(Benhamou, 1992). Chitosan may also inhibit the
synthesis of some essential enzymes for the fungus (El-
Ghaouth et al. 1992) and cause cytological disorders,
such as blistering or lack of cell cytoplasm, as reported
for spores of A. alternata, Colletotrichum sp. and
Fusarium sp., subjected to 1-2 % chitosan solutions
(Sanchez-Dominguez et al., 2007; Lopez-Mora et al.,
2013; Bautista-Bafos et al., 2012).

Chitosan coatings form a semipermeable film on the fruit
surface that slows the respiration rate, reduces weight
loss, maintains overall quality and increases the shelf life
of the fruit (Romanazzi, et al., 2013). In other fruits, such
as mango, chitosan has decreased the incidence of fungal
diseases, increased firmness and abated the physiological
weight loss (Lopez-Mora et al., 2013). Correa-Pacheco et
al. (2017) applied chitosan nanoparticles in combination
with thyme essential oil, finding a reduction in the incidence
of C. gloeosporioides on avocado Hass, moreover,
fruit firmness was better maintained in comparison with
untreated fruit. However, publications about chitosan use
in avocado fruits are scarce. For this reason, the objective
of this research was to determine the in vitro antifungal
effect of low and medium molecular weight chitosan on
Colletotrichum sp, which is the causal agent of anthracnose
and is considered one of the main postharvest fungi that
affects Hass avocado fruit (Persea Americana Mill), and
on the other hand, evaluate the fruit quality during storage
at room temperature.

Materials and Methods

Isolation of phytopathogens

Hass avocado (Persea americana Mill) fruits
in physiological maturity stage were obtained from an
orchard located in the Town of Tepic, Mexico. Fungus
development was encouraged by placing fruits in

Bro-

al., 2012). El quitosano, poli [R~(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-
glucopiranosal, es un copolimero de D-glucosaminay unidades
de N-acetyl-D-glucosamina, derivado de la desacetilaciéon
de la quitina en un medio alcalino (Monarul et al., 2011). La
actividad fungicida del quitosano se explica parcialmente
por su caracter cationico, donde la interaccion de los grupos
amino libres (cargados positivamente en medio acido) con
los residuos negativos de las macromoléculas expuestas
en la pared de los hongos, cambian la permeabilidad de la
membrana plasmatica, con la consecuente alteracion de sus
funciones (Benhamou, 1992). Se ha propuesto que la actividad
fungicida del quitosano se relaciona con la inhibiciéon de la
sintesis de algunas enzimas esenciales para el hongo (El-
Ghaouth et al., 1992) y causa alteraciones citolégicas, donde
se ha observado la aparicién de vesiculas y/o células vacias
carentes de citoplasma, como se ha reportado en el caso
de esporas de A. alternata, Colletotrichum sp.,y Fusarium
sp., cuando fueron tratadas con soluciones de quitosano a
concentraciones de 1 al 2 % (Sanchez-Dominguez et al.,
2007; Lépez-Mora et al., 2013; Bautista-Bafios et al., 2012).

Los recubrimientos de quitosano forman una pelicula
semipermeable en la superficie de las frutas que disminuye
la tasa de respiracién, reduce la pérdida fisiologica de peso,
mantiene la calidad global y prolonga la vida de anaquel
del fruto (Romanazzi et al, 2013). En oftros frutos, tales
como mango, el quitosano ha disminuido la incidencia de
enfermedades flungicas, incrementado la firmeza y disminuido
la pérdida fisioldgica de peso (Lopez-Mora et al., 2013). Correa-
Pacheco et al. (2017) aplicaron nanoparticulas de quitosano en
combinacion con aceite esencial de lima en aguacate Hass y
encontraron reduccién en la incidencia de C. gloeosporioides,
ademas de mantener la firmeza del fruto en comparacion
con frutos no tratados. No obstante, los reportes del uso del
quitosano en frutos de aguacate son escasos. Por lo anterior,
el objetivo de esta investigacion fue determinar in vitro el efecto
antifingico de quitosano de bajo y medio peso molecular sobre
Colletotrichum sp, el cual es el agente causal de la antracnosis
y es considerado uno de los principales hongos de poscosecha
que afectan al fruto de aguacate (Persea americana) cv Hass,
asi como también determinar algunos parametros de calidad
durante el almacenamiento a temperatura ambiente de frutos
de aguacate tratados con quitosano.

Material y Métodos

Aislamiento de fitopatégenos

Los frutos de aguacate (Persea americana) cv
Hass en estado de madurez fisiolégica, fueron obtenidos de
una huerta ubicada en el municipio de Tepic Nayarit, México.
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chambers at a relative humidity of 90-95 % at 25 °C for
5 days. Once symptoms developed, injured tissue was
disinfected by immersion in sodium hypochlorite solution
(2 %) for 2 min, rinsed with sterile water for 2 min and
placed on filter paper to eliminate moisture. Moisture-
free tissue sections were plated on potato dextrose agar
(PDA) (DIFCO, cat:DF0013) and were incubated at 25
°C for 24 to 72 h. The fungus genus was determined
considering the taxonomic keys described by Barnett &
Hunter (1998).

Pathogenesis test of isolates in avocado fruits

For the evaluation of the pathogenesis of the
isolates and verify the Koch’s postulates, avocado
fruits were inoculated with the isolated strains. Prior
to inoculation, strains were pre-incubated for 8
days. A spore suspension was prepared according
to Sellamuthu et al. (2013). Spores were counted
using a haemocytometer and were adjusted to 1x10°
spores-mL-". Using an insulin needle, 40 uL of the
suspension was inoculated through the skin of healthy
fruits previously washed with water. Inoculated fruits
were then stored at 25 °C until the onset of symptoms
appeared. A comparison of symptoms between the
non-inoculated (control) and the inoculated fruits was
performed (Morales-Garcia et al., 2009).

Preparation of chitosan solutions and treatments

Chitosan was prepared as follows: low molecular
weight chitosan (LMW) (Sigma Aldrich cat: 448869;
viscosity 35 cps in 1% chitosan solution; 96.1 %
deacetylation) and medium molecular weight chitosan
(MMW) (Sigma Aldrich cat: 448877; viscosity 590 cps in
1% chitosan solution; 80 % deacetylation) were used to
prepare solutions at 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 % (w/v) in
2 % acetic acid. Solutions were placed under constant
stirring for 24 h, and then pH was adjusted to 5.6 with 1N
NaOH prior to the addition of 0.1 mL of Tween 80.

In-vitro evaluations

Application of treatments

An 8 mm disc of mycelium was taken from
the fungal periphery after 8 days of incubation at
26 °C. Discs were placed in the center of petri plates
containing the PDA-Chitosan media at the corresponding
concentrations (0.1, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 %). A plate of

Los frutos se colocaron en camaras con una humedad relativa
entre 90 y 95 % a temperatura de 25 °C por 5 dias, con el
fin de estimular el desarrollo de los hongos establecidos.
Una vez desarrollados los sintomas, el tejido dafiado fue
desinfectado superficialmente sumergiéndolo en una solucion
de hipoclorito de sodio al 2 % por 2 min, se enjuagaron con
agua estéril por 2 min y fueron colocados sobre papel filtro
para eliminar la humedad. Las secciones de tejidos libres de
humedad, se colocaron en cajas de petri conteniendo agar
papa dextrosa (PDA, DIFCO, cat: DF0013), y se incubaron a
25 °C por un periodo de 24 a 72 h. El género de los hongos
aislados fue determinado mediante las claves taxonémicas
descritas por Barnett & Hunter (1998).

Prueba de patogénesis de las cepas aisladas en
frutos de aguacate

Para determinar la patogénesis de las cepas y
comprobar los postulados de Koch, se inocularon frutos de
aguacate con las cepas aisladas. Previo a la inoculacion,
las cepas fueron incubadas durante 8 dias. Se prepard
una suspension de esporas de acuerdo a lo reportado por
Sellamuthu et al. (2013). Las esporas fueron contabilizadas
en una camara de Neubauer y la suspension se ajusté a
1X108 esporas'mL-". De la suspensién de esporas ajustada
se inocularon 40 pL en los frutos de aguacate previamente
lavados con agua, la solucién de esporas se inoculé mediante
una aguja de insulina, traspasando solamente la cascara del
fruto. Los frutos inoculados se almacenaron a 25 °C hasta la
aparicion de los sintomas. Se hizo una comparacion entre los
sintomas de los frutos de origen con los inoculados con los
hongos aislados (Morales-Garcia et al., 2009).

Preparacion de soluciones y tratamientos con
quitosano.

Las soluciones de quitosano fueron preparadas
de la siguiente manera: quitosano de bajo peso molecular
(LMW) (Sigma Aldrich; viscosidad 35 cps en 1 % solucion de
quitosano, 96.1 % desacetilacion) y quitosano de medio peso
molecular (MMW) (Sigma Aldrich; viscosidad 590 cps en 1 %
solucion de quitosano, 80 % desacetilacion), ambos fueron
usados para preparar soluciones a 0.1, 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 %
(p/v) en acido acético al 2 %. Las soluciones se dejaron en
agitacion constante por 24 h y fueron ajustadas a pH 5.6 con
NaOH 1N, previa adicién de 0.1 mL de Tween 80.

Evaluaciones in-vitro

Aplicacion de los tratamientos.

Se tom6 un disco de micelio de 8 mm de didmetro
de la periferia del hongo con 8 dias de crecimiento a 26
°C y se colocé en el centro de una caja de petri con medio
PDA-Quitosano, a la correspondiente concentracion de
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PDA without chitosan was inoculated with the fungus
and used as the control. The inoculated petri plates were
incubated at 26 °C, for 9 days.

Evaluations of the antifungal effect

EEvaluation of the antifungal effect of chitosan on
the isolates strain was determined by mycelial growth in
petri plates (MG) and inhibition of mycelial growth (IMG),
sporulation and germination of spores, was evaluated
according to the methodology proposed by Cordova-
Albores et al. (2014).

In vivo evaluations

Inoculation of Colletotrichum sp., in avocado fruits

Avocado fruits in physiological maturity and free
of pathogens or insect damage were collected from a
local orchard. The fruits were washed with potable water
and dried at room temperature. Using an insulin syringe,
40 pL of a spore suspension (1x108 spores-mL") was
inoculated by penetrating 3 mm into the fruit peel. After
30 min, fruits were treated with both low and medium
weight chitosan solutions (Lépez-Mora et al., 2013).

Treatment of fruits with chitosan

Briefly, fruits were immersed for 1 min into the best
treatment resulting from the in vitro test (LMW chitosan
solution at 1.5 %, w/v). Fruits were then allowed to dry for
60 min and were stored at 25 °C for 12 days. Treatments
were labeled as FCh (fruits treated with chitosan, 8 fruits),
Fc (control fruit without chitosan, 8 fruits), FChP (8 fruits
treated with chitosan and inoculated with the fungus) and
FP (8 fruits inoculated with the fungus and without chitosan).

Incidence and severity of anthracnose

To evaluate the effectiveness of chitosan to
inhibit symptoms and decrease anthracnose incidence,
32 fruits ripened to intermediate stage (firmness between
60 and 80 N) were inoculated with the pathogen (as
described above). Half of the samples (16 fruits) were
treated with LMW chitosan solution (1.5 %, w/v), and
the other half was left untreated. All fruits were stored
at room temperature for ripening. In order to evaluate
the development of anthracnose symptoms, fruits were
cut in the area of inoculation and disease development
was measured. Those fruits that had size spots >1 cm?
were considered contaminated (Bill et al., 2014). The

quitosano (0.1, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 %). Como control se
inocul6 al hongo en PDA sin quitosano. Las cajas inoculadas
se incubaron a una temperatura de 26 °C, durante 9 dias.

Evaluacion del efecto antifungico

La evaluacion del efecto antifingico del quitosano
sobre las cepas fungicas aisladas, fue determinado por la
medicion del crecimiento micelial en las cajas Petri (MG),
mientras que la inhibicién del crecimiento micelial (IMG),
esporulacion y germinacion de esporas, se realizé de acuerdo
a la metodologia propuesta por Cordova-Albores et al. (2014).

Evaluations in vivo

Inoculacion de Colletotrichum sp., en los frutos

de aguacate

Los frutos de aguacate en madurez fisioldgica y libres
de patédgenos o dafio por insectos, fueron colectados en una
huerta local. Los frutos fueron lavados con agua potable y
secados a temperatura ambiente. La inoculaciéon de los
frutos se realizé con una jeringa para insulina, introduciendo
40 pL de la suspension de esporas (1x108 esporas-mL-"), la
inoculacion se realizd penetrando 3 mm en la cascara del
fruto. Después de 30 min los frutos fueron tratados con las
soluciones de quitosano de bajo y medio peso molecular
(Lopez-Mora et al., 2013).

Tratamiento a los frutos con quitosano

Los frutos fueron sumergidos por 1 min en la solucion
de quitosano que presentd los mejores resultados en las
evaluaciones in vitro (solucién de quitosano de LMW al 1.5 %
p/v). Los frutos tratados se dejaron secar al aire libre por 60 min
y fueron almacenados a 25 °C durante 12 dias. Los tratamientos
se designaron como FCh (frutos con quitosano sin inoculacion,
n=8), Fc (frutos control sin quitosano y sin patégeno, n=8),
FChP (frutos con quitosano e inoculados con el hongo, n=8) y
FP (frutos inoculados con el hongo y sin quitosano, n=8).

Evaluacion de la incidencia y severidad de la
antracnosis

Para evaluar la efectividad del quitosano en la
inhibicion de los sintomas y disminucién la incidencia de la
antracnosis ocasionada por el patdgeno, se midié la incidencia
de la enfermedad, para ello se inocularon 32 frutos (como se
indico antes) de aguacate en estado de madurez intermedio
(firmeza entre 60 y 80 N). La mitad de los frutos fueron tratados
con LMW al 1.5 % (p/v), mientras que la otra mitad no fueron
tratados. Todos los frutos fueron almacenados a temperatura
ambiente hasta la madurez de consumo. Para evaluar
el desarrollo de la antracnosis, los frutos fueron cortados
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% of incidence of disease (ID) was measured using the
following equation:

% ID = fruit diseased / total fruits * 100

For the assessment of severity of the infection, the peels
from the mature fruits previously treated, were removed and
pictures of the fruits without peel were taken, then, the images
were processed using the ImagedJ software (Schneider et
al., 2012) to determine the percentage of the total damaged
area. This parameter was expressed as percentage of
affected area with respect to the total area of the fruit.

Evaluation of the quality parameters in avo-
cado fruit

Some quality parameters were evaluated in fruit
treated and not treated with chitosan. The parameters
were the physiological weight loss (PWL), fruit firmness
and percent of dry matter. The PWL was measured
every 24 h during 12 days of storage. To determine the
PWL, 10 fruits per treatment (FCh, Fc, FChP and FP)
were weighed every 24 hours using a digital weight
scale (Sartorius model BL 3100, USA), and the results
were expressed as suggested by El-Ghaouth et al.
(1991) and were calculated as follows:

% PWL = (Initial weight - Final weight) / Initial weight x 100

Determination of fruit firmness was performed
on 3 samples using a texture analyzer (Shimpo FGE-50,
USA), equipped with a punch probe of 5 x 10 mm diameter.
The penetration test was applied to 3 points along the fruit
husk (ends and middle). The result was expressed as to the
average of the obtained values expressed in Newtons (N)
(Lopez-Mora et al., 2013). The determination of dry matter
was conducted per each treatment on 3 fruits previously
peeled and cut into small pieces (<0.5 cm?) and placed in
a microwave oven (General Electric JES832WK, 800 W)
until a constant weight was achieved. The initial and final
weights of each sample were used for the calculations
(Wang et al., 2012). The evaluation of the firmness and dry
matter was done on days 0, 3, 6, 7, 8, 9 and 10 of storage.

Statistical Analysis
For the in-vitro evaluation a 2x6 bifactorial

design was used. The factors were: chitosan molecular
weight (LMW and MMW) and concentration (0.1, 0.5,

en el area de la inoculacién y se midié el area en donde se
observaron sintomas de la enfermedad. Aquellos frutos que
presentaron zonas necréticas >1 cm? fueron considerados
como frutos enfermos (Bill et al., 2014). El % de incidencia de
la enfermedad se midi6 utilizando la siguiente ecuacion:

% ID = frutos enfermos /total frutos * 100

Para evaluar la severidad de la infeccion, a los frutos maduros
previamente tratados se les retird la cascara y se tomaron
imagenes de los frutos pelados, mas tarde, las imagenes se
procesaron utilizando el software ImageJ (Schneider et al.,
2012) para determinar el porcentaje del area total dafiada.
Este parametro se expresé como porcentaje del area afectada
con respecto al area total del fruto.

Evaluacion de los parametros de calidad en el
fruto de aguacate

Se evaluaron algunos parametros de calidad en los
frutos tratados y no tratados con quitosano. Los parametros
que se evaluaron fueron pérdida fisioldgica de peso (PWL),
firmeza y porcentaje de material seca. La PWL fue medida
cada 24 h durante 12 dias de almacenamiento. Para
determinar la PWL, se tomaron 10 frutos por cada tratamiento
(FCh, Fc, FChP y FP), se pesaron cada 24 horas en una
bascula digital marca (Sartorius modelo BL 3100, USA), los
resultados fueron expresados de acuerdo a lo sugerido por
El-Ghaouth et al. (1991) donde el calculo se realizé de la
siguiente manera:

% PWL = (Peso inicial- Peso final)/peso inicial X 100

Para la determinacion de la firmeza se usaron
tres frutos por tratamiento. Se utilizé un Texturémetro marca
Shimpo modelo FGE-50, equipado con un punzén de 5 x 10
mm de diametro. La prueba de penetracion fue aplicada en 3
puntos a lo largo del fruto con cascara (extremos y medio). El
resultado correspondié al promedio de los valores obtenidos
y fue expresado en Newtons (N) (Lopez-Mora et al., 2013). La
determinacion de la materia seca se realizé tomando tres frutos
por tratamiento, estos fueron pelados y cortados en trozos
pequeiios (<0.5 cm?) y colocados en un horno de microondas
(General Electric JES832WK, 800 W) hasta alcanzar un peso
constante. El calculo se realizé6 tomando en cuenta el peso
inicial y final de cada una de las muestras (Wang et al., 2012).
Las evaluaciones de firmeza y materia seca se hicieron a los
dias 0, 3, 6, 7, 8, 9 y 10 de almacenamiento.

Andlisis estadistico

Para las evaluaciones in vitro se usé un disefio
bifactorial 2x6. Los factores fueron: el peso molecular del
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1.0, 1.5 and 2.0 %). Each treatment was repeated three
times. The in vivo evaluations were conducted using
a univariate completely randomized block design; all
in vivo assays were performed by duplicate. In both
cases (in vitro and in vivo) the results were analyzed
statistically by analysis of variance (ANOVA). The
comparisons of means were made by Tukey test
(p=0.01) using the statistical package SAS System V9.

Results

Isolation and identification of pathogens and
pathogenicity test

The isolated pathogenic strains obtained from the
damaged tissue were identified as AG1, AG2 and AG3.
Strains AG1 and AG3 exhibited similar characteristics:
random mycelial growth and small, white, cottony mycelium
(Figure 1a). Strain AG2 showed different characteristics
than AG3 and AGH1, it exhibited whiter cottony growth
compared to the grey colony color of AG1 and AG3 and

quitosano (LMW y MMW) y las concentraciones (0.1, 0.5,
1.0, 1.5y 2.0 %). Cada tratamiento se realizo por triplicado.
Para las evaluaciones in vivo los experimentos se realizaron
empleando un disefio unifactorial de bloques completamente
aleatorizado. Todos los ensayos in vivo fueron hechos por
duplicado. En ambos casos (in vitro e in vivo) Los datos
se analizaron estadisticamente mediante un andlisis de
varianza (ANOVA) y para la comparacién de medias se
utilizé una prueba de Tukey (p<0.01) empleando el paquete
estadistico SAS System V9.

Resultados

Aislamiento e identificacion de patégenos y

pruebas de patogenicidad.

Los aislados de cepas patdgenas obtenidas a partir del
tejido dafiado de aguacate por antracnosis fueron identificadas
como AG1, AG2 y AG3. Las cepas AG1 y AG3 presentaron
caracteristicas similares: crecimiento del micelio al azar, blanco
y de consistencia poco algodonosa (Figura 1a). La cepa AG2
mostré caracteristicas diferentes a AG1 y AG3, presentd

STRAIN
AG2

Figure 1.

Detail of isolates; AG1: Colletotrichum sp. AG2: Pestalotia sp. AG3: Colletotrichum sp. (a) Top view of the

growth plate. (b) Back view of the growth plate. (c) Detail of the conidia of the isolates (100x).

Figura 1.

Detalle de las cepas aisladas; AG1: Colletotrichum sp. AG2: Pestalotia sp. AG3: Colletotrichum sp.

(a) Vista superior del crecimiento en placa. (b) Vista inferior del crecimiento en placa. (c) Detalle de los

conidios de las cepas aisladas (100x).
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a white-yellowish coloration was observed on the base of
the petri-dish (Figure 1b). According to the identification
performed with the taxonomic keys, AG1 and AG3 belong
to the Colletotrichum genus, whereas AG2 matches the
genus Pestalotia (Figure 1c), which is not considered an
important pathogen of avocado fruit and for this reason it was

=t ntreated oM. 0.1%

10 1

Mycelial Growth (cm)

ed=0.5 %

crecimiento muy algodonoso y color blanco, en comparacion
con el color gris de las colonias AG1 y AG3, ademas de
una coloracién amarillenta que fue observada en la base
de la caja petri (Figura 1b). De acuerdo a la identificacion
hecha mediante claves taxondmicas, resultd que AG1 y
AG3 corresponden a hongos del género Colletotrichum,

- 1.0 % - 1.5 %

-2 .0 %

5
Incubation days

Figure 2. Effect of LMW chitosan at different concentrations on mycelia growth of AG1.
Note: a-d means with the same letter are not significantly different (p<0.05).

Figura 2.

Effecto del quitosano de BPM a diferentes concentraciones sobre el crecimiento

micelial de AG1. Nota: a-d los medios con la misma letra no son significativamente

diferentes (p<0.05).

Inhibition of
mycelial growth

Untreated -~

15% -+

2.0% 4=

0.0+ 00

1174 1.3a

52.1+0.4b

79.2+0.4c

91.0+3.4d

93.7+0.4d

Figure 3. Effect of LMW chitosan at different concentrations on % inhibition of mycelial
growth of AG1. Note: a-d means with the same letter are not significantly different

(p<0.05).

Figura 3. Efecto del quitosano de BPM a diferentes concentraciones sobre el % de inhibicion
del crecimiento micelial de AG1. Nota: a-d los promedios con la misma letra no
son significativamente diferentes (p<0.05).
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not included in the future evaluations. Fruits inoculated with
strains AG1 and AG3 presented the symptoms of anthracnose
disease described above. The macroscopic and microscopic
characteristics of the strains corresponded to those observed
in the initial isolated strains (data not shown), complying with
Koch'’s postulates.

Antifungal effect of chitosan

In vitro evaluation of MG and % IMG of the
strains AG1 and AG3 in the presence of both LMW as
MMW chitosan solutions at different concentrations,
demonstrated that the lowest MG occurred at the highest
concentrations (1.5 and 2.0 % w/v) of LMW (Figure 2) and
that >90 % IMG was observed under these treatments
irrespective of the fungus strain (Figure 3). Similar
results were obtained with the MMW chitosan solutions
(p<0.05) (data not shown). The data displayed an
inverse relationship between the chitosan concentration
and sporulation. LMW chitosan reduced the sporulation
of strains AG1 and AG3 by 29 and 51 %, respectively,
whereas MMW chitosan reduced sporulation by 47 and

mientras que AG2, corresponde al género Pestalotia (Figura
1c), la cual no es considerado un patdégeno importante para
los frutos de aguacate, por lo que no fue incluida para las
posteriores evaluaciones. Los frutos inoculados con las cepas
AG1 y AG3 presentaron los sintomas de antracnosis descritos
anteriormente. Las caracteristicas macro y microscopicas
de las cepas corresponden a aquéllas observadas en los
aislados iniciales (dato no mostrado), cumpliendo asi con los
postulados de Koch.

Efecto antifungico del quitosano

Las evaluaciones in vitro del MG y el % de IMG de
las cepas AG1 y AG3 tanto en quitosano de LMW como en
MMW a las diferentes concentraciones mostraron que el menor
MG ocurrié a las concentraciones mas altas (1.5y 2 % p/v)
del quitosano LMW (Figura 2) y se observé una IMG > 90
% bajo los mismos tratamientos independientemente de la
cepa de hongo (Figura 3). Resultados similares se obtuvieron
con soluciones de quitosano de MMW (p<0.05) (dato no
mostrado). Los datos mostraron una relacion inversa entre la
concentracién de quitosano y la esporulaciéon. El quitosano
LMW redujo la esporulacion de las cepas AG1 yAG3 en 29y 51
% respectivamente, mientras que el quitosano de MMW redujo

Table 1.
Final sporulation and germination of LMW and MMW chitosan treatments for AG1 strains and AG3.

Tabla 1.
Esporulacion y Germinacion final para las cepas AG1 y AG3 en tratamiento con quitosano de BPM y MPM.

Sporulation (x10” spore-mL-")

% Germination

Treatment LMwW MMW LMW MMW
% wiv AG1 AG3 AG1 AG3 AG1 AG3 AG1 AG3
Untreated 3.83+1.54 3.54 £ 0.01 4.05+1.29 3.65+0.41 100 100 100 100
0.1 3.25+0.01% 3.42+0.06"® 3.93+0.10% 3.54 +0.03* 604 10042 50 504
0.5 3.14+0.2% 3.31+0.52% 322+1.16% 3.04 +0.79°% 50%a 5082 50%a 33%a
1.0 296 +0.25%2 1.77£0.01% 3.14 +0.0282 2.60 + 0.08% 2568 5082 50%a 25683
1.5 2.73+0.05° 1.71+£0.13% 2.13+0.16°® 1.99 +0.83°= oca 0ca Q0Ba oca
2.0 262+04% 147+0.13% 1.71+0.01% 1.80+0.48" 0ca 0ca Q0Ba 0ca
**Reduction 29 % 51 % 47 % 45 % 100 % 100 % 100 % 100 %

Note: *Equal capital letters do not represent significant difference between the different concentrations (rows). Equal lower letters do not
represent significant difference between the different strains (columns) (p<0.05). Mean + SD. (n = 3). **Reduction of sporulation and %
germination compared to control and the treatment of 1.5 % wi/v of chitosan.

Nota: *Letras mayusculas iguales no presentan diferencia significativa entre concentraciones (renglones). Letras minusculas iguales no
presentan diferencia significativa entre cepas (columnas) (p<0.05, n=3). Media+DE. **Reduccion de la esporulacion y el % de germinacién
en el tratamiento de 1.5 % p/v de quitosano de BPM y MPM con respecto al control.
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Time h
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Figure 4. Development of the germination of Colleotrichum spores treated with different
concentration of LMW chitosan, during 24 hours of incubation at 27 °C.

Figura4. Germinationde esporas de Colleotrichumtratadas condiferentes concentraciones
de quitosano de BPM, durante 24 horas de incubacién a 27 °C.

80.0 - 74.5
]’ a
66.5 a
1
60.0
X 40.0
20.0
125b
23b
0.0 I 0

Incidence of anthracnose

OUntreated

Severity of anthracnose

HLMWC 1.5%

Figure 5. Effect of chitosan in the incidence and severity of anthracnose in avocado fruits.
Different letters means are significantly different between treated and untreated

fruits (p<0.05).

Figura 5. Efecto del quitosano en la incidencia y severidad de la antracnosis en frutos
de aguacate. Letras medias son significativamente diferentes entre las
frutas tratadas y las no tratadas (p<0.05).

45 %, (Table 1). Chitosan concentrations of 0.1, 0.5 and
1.0 % (w/v) decreased spore germination (Figure 4);
this parameter was completely inhibited in both strains
AG3 and AG1 when 1.5 % LMW and MMW chitosan
solutions were used (Table 1).

la esporulacién en 47 y 45 %, (Tabla 1). Las concentraciones de
quitosano de 0.1, 0.5y 1 % (p/v) disminuyeron la germinacion
de esporas (Figura 4); este parametro estuvo completamente
inhibido en ambas cepas AG3 y AG1 cuando se utilizaron
soluciones de quitosano de LMW y MMW al 1.5 % (Tabla 1).
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Effect of LMW chitosan 1.5 % in phys?ca)ilogical weight loss during storage at 25 °C.
FCh: fruits with chitosan. Fc: fruits untreated (control). FChP: fruits treated
with chitosan and inoculated with pathogen. FP: fruits inoculated with pathogen
without chitosan.

Efecto del quitosano de BPM al 1.5 % sobre la pérdida fisiolégica de peso durante
el almacenamiento a 25 °C. FQ: frutos con quitosano. Fc: frutos no tratados
(control). FQP: frutos tratados con quitosano e inoculados con el patégeno.
FP: frutos sin quitosano inoculados con el patégeno.

=@ -C @ FChP =l =fpP

0 2 4 pay 6 8 10

Effect of LMW chitosan at 1.5 % on firmness fruit. FCh: fruits with chitosan.
N: Newton. Fc: fruits untreated (control). FChP: fruits treated with chitosan

and inoculated with pathogen. FP: fruits inoculated with pathogen without

chitosan.

Efecto del QBPM a 1.5 % sobre la firmeza del fruto. FQ: Frutos con quitosano.
Fc: Frutos sin tartar (testigos). FQP: Frutos tratados con quitosano e
inoculados con el patégeno. FP: Frutos inoculados con el patégeno sin

quitosano.
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Figure 8. Effect of LMW chitosan 1.5 % in dry matter of avocado fruits. FCh: fruits with

chitosan. Fc: fruits untreated (control). FChP: fruits treated with chitosan and
inoculated with pathogen. FP: fruits inoculated with pathogen without chitosan.

Figura 8. Efecto del quitosano de BPM al 1.5 % sobre la material seca de frutos de aguacate.
Fch: Frutos con quitosano. FQ: Frutos con quitosano. Fc Frutos sin tartar (testigos).
FQP: Frutos tratados con quitosano e inoculados con el patégeno. FP:Frutos
inoculados con el patégeno y sin quitosano.

Effect of chitosan on the incidence and severity
of anthracnose in avocado fruits

LMW chitosan treatment resulted in a decrease in
the incidence of anthracnose reducing it by more than 80
% compared to untreated fruits. The results of this study
showed that in fruits treated with chitosan the severity of
infection decreased by more than 95 % (Figure 5).

Effect of chitosan on avocado fruit

During the 12 days of storage, PWL of untreated (Fc)
and inoculated fruits (FP) was of 19.6 and 20.9 %, respectively.
Chitosan treated fruits (FCh and QChP) exhibited weight loss
of 15.5 and 16.2 %, respectively (Figure 6).

Chitosan treatment (FCh and FChP) maintained fruit
firmness during 10 days of evaluation at values of 30.8
and 29.5 N, respectively. Untreated samples (Fc and
FP) exhibited a decrease in firmness up to values of
19.8 and 11.8 N, respectively (Figure 7).

Chitosan treated fruits exhibited lower dry matter
content until 9 days of storage compared to untreated
samples. At the end of the evaluated period, the percent
of dry matter of fruits treated with chitosan (FCh and

Efecto del quitosano sobre la incidencia y se-
veridad de antracnosis en frutos de aguacate.

Los tratamientos de quitosano de LMW resultaron
en una disminucién de la incidencia de antracnosis en
mas del 80 % en comparacion con frutos no tratados. Los
resultados de este estudio muestran que en frutos tratados
con quitosano, la severidad de la infeccion se redujo mas
del 95 % (Figura 5).

Efecto del quitosano en los frutos de aguacate

Durante los 12 dias de almacenamiento, la PWL de
frutos sin tratar (Fc) y frutos inoculados (FP) fue de 19.6 y
20.9 % respectivamente. Los frutos tratados con quitosano
(FCh y QChP), mostraron una pérdida de peso de 15.5 y
16.2 % respectivamente (Figura 6).

Los tratamientos con quitosano, FCh y QChP, mantuvieron
a los frutos firmes durante 10 dias de almacenamiento, con
valores de 30.8 y 29.5 N, respectivamente. Los frutos no
tratados, Fc y FP, mostraron una disminucién de la firmeza
de hasta 19.8 y 11.8 N respectivamente (Figura 7).

Los frutos tratados con quitosano mostraron menor
contenido de material seca hasta los 9 dias de
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FChP) was of 30 to 33 %, and of untreated fruits (Fc and
FP) was of 33 and 28 %, respectively (Figure 8).

Discussion

Beside of two strains of Colletotrichum,
colonies identified as Pestalotia sp. were also isolated
from lesions similar to anthracnose. This fungus is
found mainly in the leaves of avocado trees and causes
dead of branches and leaf spots (Morales-Garcia et al.,
2009). Some authors do not consider this fungus as an
important postharvest pathogen due toits low occurrence
in avocado orchards (Tamayo, 2007). However, it is
commonly confused with C. gloeosporioides because it
causes similar symptoms in fruits, although Pestalotia
sp develops only in the peel, does not damage the
pulp and is less apparent in mature avocado (Morales-
Garcia et al., 2009). In contrast, Colletotrichum causes
the anthracnose disease in avocado fruits forming
dark, sunken, circular or ellipsoidal lesions with large
numbers of spores that form compact salmon, orange
or pink masses. In Mexico, C. gloeosporioides is the
main cause of anthracnose in avocado, but also C.
acutatum has been isolated from orchards in the state
of Michoacan (Guillén-Andrade et al., 2007). Among C.
gloeosporioides fungus a morphological genetic and
pathogenic diversity has been identified using isozyme
and fragments of randomly amplified polymorphic DNA
(Montero-Tavera et al., 2010). Genetic relationships
between different monoconidial strains are influenced by
the geographic origin and the symptoms they produce.
The strains isolated in our study named AG1 and AG3
had different coloration at the base of the petri dish but
share the same shape and size of spores. The color
difference may be attributed to this genetic variability
observed between isolates.

Both LMW and MMW chitosan had a significant effect
on the growth of the fungus, and the maximum inhibition
achieved was over 90% (at 1.5 and 2.0 % chitosan)
(Figure 3b). Salvador et al. (1999) reported 100 %
inhibition of Colletotrichum sp and Diplodia sp., isolated
from Hass avocado with anthracnose symptoms, using
chitosan solutions of 0.1 to 0.5 % w/v, but the study
did not specify the chitosan characteristics. Chitosan
concentration and characteristics (molecular weight and
% of deacetylation) are responsible for the inhibition of
fungus growth, mainly through its polycationic nature

Bro-

almacenamiento en comparaciéon con las muestras no
tratadas. Al final del periodo de evaluacion, el porcentaje
de materia seca de los frutos tratados con quitosano (FCh
y QChP fue del 30 al 33 % y en frutos no tratados (Fc y FP)
fue del 33 y 28 % respectivamente (Figura 8).

Discusion

Ademas de las dos cepas de Colletotrichum se aislo
una cepa identificada como Pestalotia sp aislada de lesiones
similares a las de antracnosis. Este hongo se encuentra
principalmente en las hojas del arbol de aguacate ocasionando
ramas secas o manchas foliares, se presenta en forma ocasional
causando dafios ligeros en hojas terminales (Morales-Garcia et
al., 2009). Algunos autores no lo consideran como patégeno
importante en poscosecha ya que su ocurrencia en cultivos
de aguacate es poco comun (Tamayo, 2007). Sin embargo,
es comun confundirlo con C. gloeosporioides debido a que los
sintomas en el fruto son muy parecidos, aunque Pestalotia sp
se desarrolla solo en la cascara y no dafa la pulpa, siendo
menos aparente en el aguacate maduro (Morales-Garcia et. al.,
2009). En contraste, Colletotrichum ocasiona la enfermedad de
antracnosis en frutos de aguacate, formando lesiones oscuras
hundidas, circulares o elipsoidales con gran cantidad de esporas
que forman masas compactas de color salmén, naranja o
rosada. En México C. gloeosporioides es el principal causante
de la antracnosis en aguacate, aunque también C. acutatum
ha sido aislado de huertas de aguacate de Michoacan (Guillén-
Andrade et al., 2007). Entre cepas de C gloeosporioides, se ha
identificado una diversidad morfolégica y patogénica mediante
patrones isoenzimaticos y fragmentos de polimorfismo de ADN
amplificado al azar (RAPD) (Montero-Tavera et al., 2010). La
relacion genética entre diferentes cepas monoconidiales esta
influenciada por la localidad de origen y por los sintomas que
producen. Las cepas aisladas en nuestro estudio denominadas
AG1 y AG3 presentaron diferente coloracion en la base de la
caja petri, pero compartieron la misma forma y tamafo de las
esporas. La diferencia del color puede ser atribuida a la
variabilidad genética entre aislados.

Tanto el quitosano de LMW como el de MMW tuvieron un efecto
significativo en el crecimiento del hongo. La maxima inhibicion
lograda fue superior al 90 % (a concentraciones de 1.5y 2.0
% de quitosano) (Figura 3b). Salvador et al. (1999) reportd
una inhibicion del 100 % para Colletotrichum sp y Diplodia
sp., aislados de frutos de aguacate Hass con sintomas de
antracnosis, utilizando soluciones de quitosano desde 0.1a 0.5
% plv, sin embargo el estudio no especifica las caracteristicas
del quitosano utilizado. La concentracién y caracteristicas
del quitosano (peso molecular y % de desacetilacion)
podrian tener influencia en la inhibicién del crecimiento del
hongo, principalmente por su naturaleza policatiénica que
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that interacts electrostatically with negatively charged
phospholipids in
through which the chitosan can penetrate and reach the
cytosol (Palma-Guerrero et al., 2010). The interaction
of the free amino groups, which are positively charged
in acid media, with the negative residues of exposed
macromolecules in the wall of the fungi, change the
permeability of the plasmatic membrane, resulting in an
alteration of its principal functions, such as the output
of wastes and intake of nutrients (Benhamou, 1992).

the membrane, forming spaces

In other studies it was demonstrated that chitosan
influences the output of potassium, the pH of the medium
and the activity of the ATPase in the cell membrane of
the fungus R. stolonifer (Garcia-Rincon et al., 2010).
The spaces formed in the membrane may also allow
the free passage of calcium, causing an imbalance
gradient that destabilizes the cell (Bautista-Baros et al.,
2005, Palma-Guerrero et al., 2010). Chitosan altered
the outer and nuclear membrane permeability and may
also inhibit RNA and protein synthesis when it entering
the cell and can be able to interact with the DNA,
interfering the transcription process, in addition to the
polycationic nature (Moller et al., 2004; Rodriguez et
al., 2005). Furthermore, there is evidence that chitosan
induces marked morphological changes such as cell
disruption and structural alterations (Lépez-Mora et al.,
2013; EI-Ghaouth et al., 1992). Evidence of the in vitro
effectiveness of chitosan is described by Lopez-Mora
et al. (2013), who used 1 % LMW solution achieved
inhibition of approximately 80 % for A. alternata isolated
from mango; by the other hand Liu et al. (2007),
achieved 100 % and 90 % of inhibition of mycelial
growth of Botrytris cinerea and Penicillium expansum,
respectively, using 1% (w/v) chitosan solution. Our
results were more effective compared to those described
by Bautista-Bafios et al. (2005), who reported only 10
% of IMG for C. gloeosporioides, isolated from papaya
using 1 and 2 % (w/v) LMW chitosan. Some authors
suggest that the molecular weight of chitosan influences
its action mechanism, so that, higher molecular weight
reduces permeability of the double nuclear membrane
(Liu et al., 2001; Aranaz et al., 2009). However, our
results did not show significant differences between the
LMW and MMW treatments. The contrasting results may
be partially explained by the genetic and morphological
variability between different monoconidial strains of
C. gloeosporioides (Ramos-Garcia et al., 2010). Both
chitosan solutions (LMW and MMW) had a % IMG >90

interactla electrostaticamente con las cargas negativas de
los fosfolipidos de la membrana, formando espacios a través
de ella, con lo cual el quitosano puede entrar y llegar al citosol
(Palma-Guerrero et al., 2010). La interaccion de los grupos
amino libres, positivamente cargados en medio acido, con los
residuos negativos que exponen las macromoléculas de la
pared celular del hongo, inducen cambios en la permeabilidad
de la membrana plasmatica, resultando en una alteracion de
su funcion principal, que es la salida de desechos y la entrada
de nutrientes (Benhamou, 1992). En otros estudios se ha
demostrado que el quitosano influye en la salida de potasio,
el pH del medio y la actividad de ATPasas presentes en la
membrana del hongo R. stolonifer (Garcia-Rincon et al., 2010).
Los espacios que se forman en la membrana permiten el paso
libre de calcio, lo que ocasiona un desajuste en el gradiente
y como consecuencia inestabilidad en la célula (Bautista-
Bafios et al., 2005; Palma-Guerrero et al, 2010). Dada su
naturaleza quimica, el quitosano puede alterar la permeabilidad
de la membrana celular y nuclear, puede inhibir la sintesis de
RNA y proteinas cuando entra en el ndcleo celular, y puede
ser capaz de interactuar con el DNA, interfiriendo el proceso
de transcripcion (Moller et al., 2004; Rodriguez et al., 2005).
Ademas, existe evidencia que el quitosano induce en
hongos, marcados cambios morfolégicos, como alteraciones
estructurales y desorganizacion celular (Lopez-Mora et al.,
2013; El-Ghaouth et al., 1992). Evidencias de la efectividad in
vitro del quitosano son descritas por Lopez-Mora et al. (2013),
quien utilizé soluciones de quitosano de BPM al 1 % logrando
una inhibicién de casi un 80 % para A. alternata aislado de
mango. Por otro lado Liu et al. (2007) lograron inhibir en un
100 % el crecimiento micelial de Botrytris cinerea y en un 90
% el de Penicillium expansum respectivamente, usando una
solucion de 1 % (p/v) de quitosano. Nuestros resultados fueron
mas efectivos comparados con los reportados por Bautista-
Barios et al. (2005), quien reporta solo un 10 % de IMG de C.
gloeosporioides, aislado de papaya, empleando 1y 2 % (p/v)
de quitosano de LMW. Algunos autores sugieren que el peso
molecular del quitosano influencia su mecanismo de accion,
ya que un peso molecular alto reduce su permeabilidad en la
doble membrana nuclear (Liu et al., 2001; Aranaz et al., 2009).
Sin embargo, nuestros resultados no muestran diferencias
significativas entre los tratamientos con quitosano de LMW y
MMW. Los resultados contrastantes pueden ser parcialmente
explicados por la variabilidad genética y morfolégica entre
las diferentes cepas monoconidiales de C. gloeosporioides
(Ramos-Garcia et al., 2010). Ambas soluciones de quitosano
(LMW y MMW) tuvieron un % de IMG >90 %. Estudios previos
reportaron similares % de ICM con quitosano de bajo y medio
peso molecular (Kong et al., 2010).

Por su parte, la esporulacién es importante durante el
crecimientofungico. Elquitosanoafectala producciéonde esporas
y altera el proceso de diferenciacion celular en el hongo. Todos
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%. Previuos studies reported similar % IMG with low and
medium molecular weight chitosan (Kong et al., 2010).

For its part, sporulation is important during fungal
growth. The chitosan concentration affects sporulation,
and alters the cell differentiation processes and the
spores production. All the chitosan treatments reduced
sporulation up to 50 % compared to the control. Strain
AG3 was more susceptible to chitosan treatment,
whereas AG1 showed more resistance. However, neither
strain (AG1 and AG3) showed significant difference.
Bautista-Bafios et al. (2005) studied the behavior of
two C. gloeosporioides strains isolated from papaya
(Veracruz and Guerrero, Mexico) subjected to LMW,
MMW and high molecular weight chitosan (HMW) and
found a reduction in sporulation greater than 50 %, but
there was no effect of polymer weight on this parameter.
We found that spore germination was reduced by
chitosan regardless of the type. Spore germination of
0 % was achieved with 1.5 % chitosan solutions (Table
2). According to Ocampo et al. (2009) the development,
growth, sporulation, germination, differentiation and
virulence in a variety of fungi is mediated by signal
transduction, specifically by protein kinase A which,
which regulates, the asexual sporulation of the fungus
Mucor circinelloides (Rodriguez-Lopez et al., 2009).
This process may be affected in mutants that lack the
regulatory subunit of this protein. Chitosan treatments
may affect signal transduction of the protein kinase A
pathway and affect spore development by impairing the
structure, physiological and reproductive functions or by
differentially activating signaling pathways. According
to our results, spore germination was decreased by the
effect of chitosan and according to our results, it occurs
independently of the type used but is affected by chitosan
concentration. As mentioned previously chitosan affects
the integrity of the fungi cell membrane, which can
cause losses of intracellular material (Zakrzewska et al.,
2005). This could be a signal to inhibit the germination
of those spores that were formed.

Since that in vitro tests we did not find significant
differences between LMW and MMW, for the in vivo
experiments we used LMW only. LMW treatment
reduced disease incidence and severity in comparison
to untreated fruits. This result may be attributed to the
effectiveness of the chitosan elicitor-like substance that
may activate the fruit defense system (Benigne-Ernest
et al., 2008). In previous studies, we analyzed the global

los tratamientos con quitosano redujeron la esporulacion hasta
un 50 %, respecto al testigo. La cepa AG3 fue mas susceptible
a los tratamientos con quitosano, mientras que la cepa AG1
muestra mayor resistencia. Sin embargo, ninguna cepa (AG1
y AG3) mostré diferencia significativa. Bautista-Bafios et al.
(2005) estudiaron el comportamiento de dos cepas de C.
gloeosporioides (aisladas de papaya en Veracruz y Guerrero,
Meéxico) sujetas quitosano de LMW, MMW y HMW (alto peso
molecular), encontrando una disminucion en la esporulacién
mayor al 50 %, sin efecto del peso molecular del polimero sobre
este parametro. Con respecto a la germinacién de esporas,
nosotros encontramos que fue reducida por quitosano sin
importar el tipo. Un 0 % de la germinacioén de esporas se logro
con soluciones de quitosano al 1.5 % (Tabla 2). De acuerdo con
Ocampo et al. (2009), los procesos de desarrollo, crecimiento,
esporulacion, germinacion, diferenciacion y virulencia en
una variedad de hongos, son mediados por transduccion de
sefales, especificamente por la proteina cinasas A, la cual,
regula la esporulacién asexual del hongo Mucor circinelloides
(Rodriguez-Lépez et al., 2009). Este proceso puede afectarse
en mutantes carentes de la subunidad regulatoria de esta
enzima. Posiblemente el quitosano incida en la transduccion
de sefiales en la ruta de la proteina cinasa A y esto pueda
afectar funciones fisiolégicas y reproductivas, deteriorando
la estructura y desarrollo de las esporas. De acuerdo con
nuestros resultados, la germinaciéon de esporas disminuyd
por el efecto del quitosano independientemente del tipo de
quitosano empleado y dependiente de la concentracion del
mismo. Como se ha mencionado anteriormente, el quitosano
afecta la integridad de la membrana celular del hongo, lo cual
puede causar pérdida de material intracelular (Zakrzewska et
al., 2005). Esto podria ser una sefial para inhibir la germinacion
de aquéllas esporas que fueron formadas.

Dado que en las pruebas in vitro no mostraron diferencias
significativas entre el quitosano de LMW y el de MMW, para
los experimentos in vivo solo se uso solo del de LMW. Los
tratamientos con quitosano de LMW redujeron la severidad
e incidencia de la enfermedad en comparacién con los frutos
no tratados. Este resultado se puede atribuir a la efectividad
del quitosano como sustancia elicitor que puede activar el
sistema de defensa del fruto (Benigne-Ernest et al., 2008). En
estudios previos analizamos la expresién genética global de
la interaccién en el sistema aguacate Hass-Colletotrichum-
quitosano, el andlisis transcriptdmico mostré una amplia
expresion de genes que participan en la respuesta de defensa
del fruto (Xoca-Orozco et al., 2017; Gutiérrez-Martinez et al.,
2016). Ademas, también observamos una alta expresion de
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gene expression of interaction of the Hass avocado-
Colletotrichum-chitosan system, the transcriptomic analysis
showed a broad expression for genes participating in fruit
defense response (Xoca-Orozco et al., 2017; Gutiérrez-
Martinez et al., 2016). In addition to this, we also observed
a high expression in some genes related to epicatechin
and AFD synthesis, compounds that are related to the
defense system of the avocado fruit against the attack of
Colletotrichum (Wang et al., 2004a; 2004b; 2006).

Chitosan films also act as barriers for oxygen and carbon
dioxide, which reduce the incidence of the disease (Miranda
et al., 2003) by ensuring water permeability, slowing gas
exchange limiting the development of the pathogen due
to low oxygen and ethylene production (Xaun-Zhu et al.,
2008). This coating effect also reduced the physiological
weight loss of chitosan-treated fruits during storage (Figure
4a). Salvador et al. (1999) evaluated different chitosan films
and observed that fruits lost 10 % of their physiological
weight after 6 days of storage, which was similar to our
results.

During fruit ripening and storage, firmness gradually
decreased due to changes at the cell wall level, hydrolysis
of peptides, pectin methylesterase and
polygalacturonase enzyme activity, which in turn degrade
high molecular weight polymers such as cellulose and
hemicellulose (Silveira, 2007). In fruits treated with LMW
chitosan these processes are delayed by the presence of
the film resulting in less firmness loss and an extension
of the fruit shelf life. Chitosan may contribute to the
preservation of pectin links and the distribution of cellulose
in the cell wall preventing degradation and maintaining fruit
firmness (Elsabee & Abdou, 2013). Bill et al. (2014) applied
chitosan films to avocado fruits and reduced the incidence
and severity of anthracnose disease, increased resistance
to the pathogen and also maintained the firmness, the
content of phenolic compounds and the activity of enzymes
related to the defense system of the fruit.

cellulase,

Fruit dry matter is an important parameter to determine
avocado ripeness and it depends on the period of fruit
harvesting. However, as maturity progresses there is a
gradual increase in dry matter, and when the fruit ripens
in the field it decreases (Wang et al., 2012). Our results
showed that dry the matter of fruits treated with LMW
did not increased during storage but significantly (p<
0.05) decreased when fruit reached maturity. Ozdemir &
Cavallazzi (2004) reported that this effect could be due to

Bro-

algunos genes relacionados con la sintesis de epicatequina y
AFD, compuestos que estan relacionados con el sistema
de defensa del fruto de aguacate contra el ataque de
Colletotrichum (Wang et al., 2004a; 2004b; 2006).

Las peliculas de quitosano también actian como barreras
para el oxigeno y biéxido de carbono, lo cual reduce
la incidencia de la enfermedad (Miranda et al., 2003),
al hacer mas lento el intercambio gaseoso, limita el
desarrollo del patégeno debido a la baja concentracion de
oxigeno y baja produccion de etileno (Xaun-Zhu, 2008).
Estas peliculas también reducen la pérdida fisiologica de
peso durante el almacenamiento de frutos tratados con
quitosano (Figura 4a). Salvador et al. (1999) evaluaron
diferentes peliculas de quitosano obteniendo que los frutos
de aguacate tratados con peliculas simples perdieron 10
% del peso fisiolégico a los 6 dias de almacenamiento, lo
cual fue similar a nuestros resultados.

Durante la maduracion y el almacenamiento del fruto, la
firmeza fue disminuyendo gradualmente debido a cam-
bios ocurridos a nivel de la pared celular, por la accion
de enzimas como celulasa, pectin metilesterasa y poliga-
lacturonasa, que degradan polimeros de alto peso mole-
cular como celulosa y hemicelulosa (Silveira, 2007). En
los frutos tratados con quitosano de LMW estos procesos
son retardados por la presencia de la pelicula, resultando
en menor pérdida de firmeza y promoviendo la prolonga-
cion de la vida de anaquel del fruto. El quitosano podria
contribuir a preservar los puentes de unién de la pectina
y la distribuciéon de la celulosa en la pared celular para
evitar su degradacion, manteniendo asi la turgencia del
fruto (Elsabee & Abdou, 2013). Bill et al. (2014), aplicaron
peliculas de quitosano a frutos de aguacate y redujeron la
incidencia y severidad de la antracnosis, incrementaron
la resistencia al patégeno asi como también la firmeza,
el contenido de compuestos fendlicos y la actividad de
enzimas relacionada con el sistema de defensa del fruto.

La materia seca es un parametro importante para
determinar el estado de madurez de los frutos de aguacate
y depende del periodo en que se coseche el fruto. Sin
embargo, se ha observado que conforme aumenta la
maduracion, hay un aumento gradual de materia seca
y cuando el fruto madura en el campo, ésta disminuye
(Wang et al., 2012). Nuestros resultados mostraron que
la materia seca en los frutos tratados con quitosano
de LMW no se incrementé durante el almacenamiento
pero disminuy6 significativamente (p<0.05) cuando
alcanzaron la madurez de consumo. Ozdemir &
Cavallazzi (2004) reportaron que este efecto puede ser
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inactivation of acetyl-CoA carboxylase, a key enzyme in
the production of long chain fatty acid from acetate-14C.
Chitosan probably affected the function of this enzyme
in avocado tissue, which caused this behavior. Further
studies are needed to verify the effect of chitosan in
inactivation of acetyl-CoA carboxylase in avocado fruits.

Conclusions

The in vitro antifungal effectiveness of chitosan
was optimal at concentrations of 1.5 % w/v irrespective
of the molecular weight. This treatment allowed a high
percent of IMG and reduced sporulation and germination
of both strains of Colletotrichum sp. Statistical analysis
revealed no significant difference (p<0.05) between LMW
and MMW but some differences among the evaluated
strains of Colletotrichum sp were observed.

Chitosan treatment maintained the postharvest quality of
the fruit, reduced the incidence and severity of disease
and physiological weight loss, and maintained the
firmness during storage. We propose that chitosan films
could be a plausible alternative to preserve the avocado
quality and lessen the anthracnose incidence. Additional
to quality parameters, could be evaluated others such
as CO, and ethylene production, and enzyme activity in
order to determinate the effectiveness of chitosan films
during storage of avocado fruits.
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debido a la inactivacion de la acetil-CoA carboxilasa,
una enzima clave para la produccion de acidos grasos
de cadena larga a partir de acetato-14C. El quitosano
probablemente afecte la funcién de esa enzima en los
tejidos de aguacate, lo cual provoca este comportamiento.
Son necesarios mas estudios para verificar el efecto del
quitosano en la inactivacion de la acetil-CoA carboxilasa en
frutos de aguacate.

Conclusiones

La efectividad antifungica in vitro del quitosano fue
optima a la concentracion de 1.5 % p/v independientemente
del peso molecular. Este tratamiento permiti6 un alto
porcentaje de IMG y reducciéon de la esporulacion y
germinacion para ambas cepas de Colletotrichum sp. El
analisis estadistico mostré que no hay diferencia significativa
(p<0.05) entre LMW y MMW, pero se observaron algunas
diferencias entre las cepas de Colletotrichum sp evaluadas.

El tratamiento de quitosano mantuvo la calidad poscosecha
del fruto de aguacate, redujo la incidencia y severidad de
la enfermedad, asi como la pérdida fisioldgica de peso,
manteniendo la firmeza del fruto durante el almacenamiento.
Proponemos que las peliculas de quitosano podrian ser
una alternativa recomendable para preservar la calidad
del aguacate y disminuir la incidencia de antracnosis.
Adicionalmente a los parametros de calidad, se podrian
evaluar otros durante el almacenamiento tales como
produccion de CO, y etileno, y actividad enzimatica para
determinar la efectividad de las peliculas de quitosano durante
el almacenamiento de frutos de aguacate.
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