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Resumen
Correspondencia Se evalud la capacidad in vitro del quitosano de bajo y medio peso
D. Sanchez Dominguez molecular (QBPM, QMPM) a cinco concentraciones (0,5, 1,0, 1,5, 2,0
Tel.: 01 735 3942020 y 2,5% plv) y alto peso molecular (QAPM) en cuatro concentraciones
Fax: 01 735 3941896 (0,5, 1,0, 1,5y 2,0% p/v) para inhibir el hongo Alternaria alternata. El
E-mail:delfy_33@hotmail.com QMPM a la concentracion de 2.5%, inhibié el crecimiento del micelio
Recibido: 15 Marzo 2007 de A. alternata en un 50,6%, mientras que a las concentraciones de
Aceptado: 10 Septiembre 2007 0,5, 1,0 y 1,5% en sus tres pesos moleculares promovio el crecimiento

del micelio. La esporulacion fue afectada a concentracion de 2,5% por
el QBPM y el QMPM. El porcentaje de germinacion de esporas no fue
afectado por las concentraciones, pero si por los pesos moleculares. Se
observé una relacién inversa entre la germinacion y el peso molecular.
El peso seco del micelio fue inhibido con todas las concentraciones y
tipos de quitosano evaluados. La observacion de hifas a través del Mi-
croscopio Electronico de Barrido mostré diversos dafios como hinchazén,
depresiones, y distorsiones por efecto del quitosano.

Palabras clave: Crecimiento micelial, Esporulacion, Germinacion, Mi-
croscopia electronica de barrido, Quitosano peso molecular

Abstract

The effect of chitosan in the development and morphology of Alternaria
alternata (Fr.) Keissl.

The potential of low and medium molecular weight chitosan (LMWC,
MMWC) at five concentrations (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 and 2.5% w/v) and
high molecular weight chitosan (HMWC) at four concentrations (0.5, 1.0,
1.5 and 2.0 w/v) to inhibit the fungus Alternaria alternata was evaluated.
MMWC at 2.5% w/v inhibited mycelial growth of A. alternata up to 50.6%,
whilst 0.5, 1.0 and 1.5% doses at the three molecular weight promoted
mycelial growth. Sporulation was affected at 2.5% concentration by
LMWC and MMWC. Percentage of spore germination was not affected
by concentration but it was affected by molecular weight of chitosan. An
inverse relationship was observed between germination and molecular
weight. Mycelial dry weight was inhibited by all concentrations and type
of chitosan evaluated. Observations at the scanning electron microscopy
showed diverse alterations in hyphaes such as swelling, depression, and
distortion by effect of chitosan.

Key words: Chitosan molecular weight, Esporulation, Germination,
Micelium growth, Scanning electronic microscopy.
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Introduccion

La principal enfermedad poscosecha del jitomate
es el moho negro causada por Alternaria alternata
(Fr.:Fr.) Keissl, siendo susceptibles todos los geno-
tipos utilizados para la industria (Félix-Gastelum &
Galvez- Figueroa 2002). Cuando la incidencia de la
enfermedad supera el 8% los productores reciben
descuentos en la cosecha o es rechazada por la in-
dustria. Esta enfermedad es endémica en el Norte de
Sinaloa, México y su severidad varia de acuerdo a las
condiciones prevalecientes durante la madurez de los
frutos y el retraso de la cosecha. Cuando ocurren pe-
riodos prolongados de follaje mojado debido a rocios,
lluvia o alta humedad relativa, los conidios del hongo
germinan en respuesta a nutrientes solubles presentes
en la superficie de los frutos invadiendo hasta un 50%
de ellos (Pearson & Hall 1975). El género Alternaria
ataca un amplio nimero de plantas de importancia
agricola, se encuentra causando dafos significativos
en frutos y hortalizas en pre y poscosecha. Por otro
lado, la presencia de hongos pertenecientes a este
género en diversas variedades de frutos y vegetales
bajo diversas condiciones de cultivo, manejo y al-
macenamiento sugiere que las pérdidas causadas por
Alternaria son comparables con otros géneros como
Aspergillus P. Minch ex Link, Penicillium Link y Fu-
sarium Link (Stinson et al.1980). Alternaria produce
un gran namero de toxinas como alternariol (AL)
y alternariol monometil eter (AME) (Heisler et al.
1980). Adicionalmente, este hongo produce enzimas
de maceracion celular y 4cidos organicos (El-Shareb
& Malibari 1995, Hirsh et al. 1995). El control de este
patogeno se ha realizado con fungicidas sintéticos que
han provocado dafios a la salud y al medio ambien-
te, ademas de generar resistencia en algunos hongos
(Carson 1962, Bruton 1994). Una alternativa poco
explorada es el uso de productos organicos como el
quitosano derivado de la desacetilacion de la quitina,
comunmente obtenida del exoesqueleto de crustaceos
como camar6n y cangrejo (Sandford 1989). El quito-
sano es un polimero biodegradable, no toxico, bioac-
tivo, que ha demostrado efectos fungicidas e induce
mecanismos de defensa en tejidos vegetales (Wilson
etal. 1994, Terry & Joyce 2004). Es considerado uno
de los productos mas prometedores para el control de
varios hongos en poscosecha, como lo demuestran
los trabajos de El Ghaouth et al. (1992a,b), Bhaskara
Reddy et al. (1998) y Ben Shalom et al. (2003). El
crecimiento de diversos hongos poscosecha como A.
alternata, Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. y Sacc., Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr.
f.sp. radicis lycopersici W.R. Jarvis y Shoemaker,
Rhizopus stolonifer (Ehrenb. Fr.) Lind y Peniciliium
spp se inhibidé en medio nutritivo usando diferentes
concentraciones de quitosano (Bhaskara Reddy et al.

1998; Benhamou 1992 y Bautista-Bafios et al. 2003).
Al estudiar el efecto del quitosano sobre los hongos F.
oxysporum, Penicillium digitatum (Pers.:Fr.) Sacc. y
R. stolonifer, Bautista-Baiios et al. (2004) concluyeron
que afecto varios estados de desarrollo de estos hongos
al inhibir el crecimiento micelial y la esporulacion. La
inhibicion del micelio se incremento con la concentra-
cion de quitosano, a concentraciones > a 1.5% redujo
en mas del 50% el desarrollo de los tres hongos y afec-
t6 la morfologia de los conidios. El crecimiento radial
y el peso seco del micelio de Botritis cinerea Pers.:
Fr. se redujo después de 5 dias de incubacion en agar
nutritivo adicionado con 5% y 10% de chitogel (una
solucion formulada de quitosano) respectivamente (Ait
Barka et al. 2004). Song et al. (2002) concluyeron que
factores como concentracion, tipo de quitosano, grado
de polimerizacién, grado de acetilacion, naturaleza
del hospedero, composicion de los nutrientes, condi-
ciones del medio ambiente y periodo de incubacion
influyen en la efectividad del quitosano. Respecto al
peso molecular, Hirano & Nagao (1989) senalaron
que mientras menor el grado de polimerizacion del
quitosano menor el nimero de especies de hongos
que inhibian su desarrollo. Estudios de Microscopia
Electronica de Barrido (MEB) han demostrado que
el quitosano puede provocar alteraciones morfoldgi-
cas en las hifas de los hongos en contacto con este
compuesto. El Ghaouth et al. (1992a) observaron que
hifas de R. stolonifer en contacto con quitosano fueron
de menor tamafio ademas de presentar cambios en su
morfologia como hinchazon, bifurcacion, torceduras
y distorsion. Los mismos efectos fueron observados
por Benhamou (1992) en el hongo F. oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici Whether donde la hinchazon de las
hifas en algunos casos ocasiono su ruptura cuando
se sometieron a una concentracion de quitosano de
1 mg ml'. El presente estudio tuvo como finalidad
determinar la mejor concentraciéon y peso molecular
del quitosano para el control in vitro de A. alternata
y observar los daflos ocasionados en la morfologia del
micelio, a través de observaciones en MEB.

Material y Métodos
Obtencién del inéculo

Se consiguieron frutos de jitomate con sintomas de
la enfermedad, los cuales se colocaron en camara
htimeda para el desarrollo del micelio. Posteriormen-
te se transfirio el micelio a cajas Petri con Papa-
Dextrosa-Agar (PDA) y se incubaron a 24 £2 °C
durante 16 dias. Se identifico el hongo utilizando las
claves de Barnett & Hunter (1972), y se realizaron
los postulados de Koch para confirmar la identidad
de A. alternata.
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Preparacion de los medios de cultivo

Se prepararon tres medios de cultivo: 1) Agar nutritivo
(PDA) para evaluar el crecimiento micelial, 2) Agar-
Agua para evaluar la esporulacion y germinacion,
ambos utilizados en cajas Petri, y 3) Papa- dextrosa
(caldo) para evaluar peso seco del micelio en matraces
Erlenmeyer de 125 ml.

Preparacion y aplicacion de tratamientos

Las soluciones stock de quitosano (Marca Fluka, de
Laboratorios Sigma Aldrich) fueron preparadas pe-
sando 2,5 g de QBPM y QMPM con viscosidades de
<200 miliPascal por segundo (mPa-s) y 200-400 mPa-s
respectivamente y 2,0 g de QAPM cuya viscosidad es
>400 mPa-s. Cada uno se disolvioé en 100 ml de agua
destilada, se agregd 1 ml de acido acético colocando la
solucion en agitacion por 24 horas y se ajusté el pH a
5,6, agregando hidroxido de sodio 1N (EI Ghaouth et
al. 1991). Se esterilizaron las soluciones de quitosano
y se hicieron las diluciones necesarias para ajustarlas
a las concentraciones de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 y 2,5% p/v.
Tres ml de quitosano se aplicaron en la superficie del
medio de cultivo y se distribuy6 uniformemente. Se
hizo una soluciéon de 10 ppm del fungicida azoxistro-
bin (testigo) y se aplicaron 3 ml sobre la superficie
del medio dejandose secar. En todas las cajas Petri
se colocd un disco de micelio del hongo A. alternata
de 1 cm de didmetro. A los matraces conteniendo 30
ml de medio Papa-Dextrosa se les agregd 3 ml de
quitosano y un disco de micelio de 1 cm poniéndose
en agitacion constante durante una semana.

Variables estimadas

Las cajas Petri se incubaron a 24 + 2 °C. Cada 48
horas se midio el crecimiento micelial con un vernier
electronico (Caliper) durante 16 dias. A los 14 dias
se hizo el raspado del micelio de las cajas con medio
Agar-Agua, agregando 10 ml de agua destilada estéril,
filtrandose a través de una gasa estéril, depositando
la solucion de esporas en frascos de vidrio de 40 ml.
Con esta solucion se estim6 el nimero de esporas
por ml de cada tratamiento con la ayuda de una ca-
mara de Neubahuer y un microscopio optico a 40X
de aumento. De la misma solucion se tomo una gota
de cada tratamiento que se deposité sobre discos de
PDA, agregando una gota de lactofenol a las 2, 4,
6, 8 y 10 horas para detener la germinacion de los
conidios, realizandose posteriormente el conteo, uti-
lizando un microscopio optico con 40X de aumento y
determinar el porcentaje de conidios germinados. El
peso seco del micelio se obtuvo al filtrar el conteni-
do de cada matraz utilizando un disco de papel filtro

con el auxilio de una bomba de vacio conectada a un
matraz quitasato, registrando el peso del disco, y el
peso seco del micelio mas el disco, para estimar por
diferencia el peso seco del micelio.

Estudio de Microscopia Electronica de Barrido

Se disefi6 un experimento con cuatro tratamientos que
fueron: QBPM 2,5%, QMPM 2,5% y QAPM 2,0% y
un testigo sin quitosano. Se tomd micelio del perime-
tro de las colonias de seis dias de edad y se puso en
tubos Eppendorf de 2 ml conteniendo glutaraldehido
al 2,0% para su fijacion. El micelio del hongo pre-
viamente desarrollado en PDA tratado con quitosano,
se fijo con glutaraldehido por 24 horas a temperatura
ambiente, enjuagandose tres veces con buffer de fos-
fato 0,02 M y a continuacion se fijo con tetradxido
de osmio por 2 horas a 20 °C, se deshidraté por cinco
minutos en cambios graduales de etanol, secandose
en presencia de CO,, con un equipo (SAMDRI-780B
Tousimis). Se cubrieron las muestras con oro y paladio
con un equipo (BAL-TEC SDC 050). Las muestras se
dejaron en un desecador hasta su observacion en un
microscopio Karl Zeiss DSM 940 operado a 30 Kv.
Las microfotografias fueron tomadas con un equipo
Polaroid para 52 fotos (Polaroid Corp.). Las muestras
fueron procesadas en el Laboratorio de Microscopia
Electronica de La Universidad Auténoma Metropolita-
na-Iztapalapa ubicada en la ciudad de México, D.F.

Analisis Estadistico.

Se utilizé un disefio completamente aleatorio con
seis repeticiones, cada unidad experimental estuvo
representada por una caja o un matraz. Se realizé un
analisis de varianza y la prueba de Tukey (P<0.05)
para la comparacion de medias, se calculd el coefi-
ciente de correlacion y la ecuacion de regresion para
las variables concentracion de quitosano (%P/V) y
crecimiento micelial (mm). El experimento se repitid
dos veces.

Resultados y discusiéon
Crecimiento micelial

El crecimiento micelial a los 16 dias disminuy6 en re-
lacion al testigo (blanco) al aumentar la concentracion
de quitosano en sus dos mayores pesos moleculares
(Tabla 1). A las concentraciones mas altas (2,5 y 2%)
la inhibicion fue mayor en los tres pesos moleculares
y fluctué de 15% en el QBPM a 50,6% con el QMPM
confirmando lo observado por Bautista-Bafnos et al.
(2004), quienes reportaron que la inhibicion del cre-
cimiento micelial de F. oxysporum, P. digitatum y R.
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Tipo (z’uci(t):sc::(:r(?’/col)o n de Crecimiento micelial (mm) Esporulacién esporas/mL" Peso seco (g;l micelio

Bajo peso molecular

0,5 67,3 abc 3,0x 10°a 0.0203 b
1,0 68,7 abc 1,7 x 10°abced 0.0040 b
1,5 60,9 abcde 6,5 x 10* cd 0.0073 b
2,0 62,6 abcd 9,0x 10* cd 0.0070 b
2,5 41,0 def 0,0d 0.0095 b
Medio peso molecular

0,5 74,1 a 1,6 x 10%abced 0.2798 b
1,0 70,9 abc 2,8x10°a 0.0618 b
1,5 63,6 abed 5,0 x 10*cd 0.0536 b
2,0 50,4 bede 1,7 x 10° abed 0.0221b
2,5 239f 0,0d 0.0228 b
Alto peso molecular

0,5 779 a 2,7x10°a 0.0421 b
1,0 72,8 a 1,9 x 10%abe 0.0401 b
1,5 60,0 abcde 1,3 x 10°bed 0.0203 b
2,0 39,4 def 2,6 x 103ab 0.0121 b
Fungicida 36,1 ef 1,0x 10*d 0.0346 b
Sin quitosano 48,2 cdef 8,5x 10%cd 1.3818 a

Los valores seguidos por las mismas letras son estadisticamente iguales, Prueba de Tukey (P< 0,05).

Tabla 1. Efecto del quitosano en el crecimiento micelial, esporulacion y peso seco del micelio de Alternaria alternata a los 16 dias de in-

cubacion.

Table 1. Effect of chitosan on mycelial growth, sporulation and mycelial dry weight of Alternaria alternata after sixteen days of

incubation.

stolonifer se incrementd a medida que la concentracion
aumentaba. Resultados similares fueron observados
por El Ghaouth et al. (1992a) en los hongos A. alter-
nata, B. cinerea, C. gloeosporioides y R. stolonifer.
En ese estudio, el crecimiento de estos patogenos se
redujo a medida que la concentracion de quitosano
aumento de 0,75 a 6 mg. ml'. El mismo efecto fue
reportado por Cheah et al. (1997) en el hongo Scle-
rotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary al incrementar las
concentraciones de quitosano del 1% al 4%. En la pre-
sente investigacion, el QAPM 2% inhibi6 el desarrollo
micelial en 18.5% y fue estadisticamente igual (P <
0.05) al QBPM 2,5%. El fungicida utilizado como
testigo indujo una inhibicion del micelio (P < 0.05)
inferior al QMPM 2,5%. El tratamiento sin quitosano
(blanco) tuvo un crecimiento micelial menor que los
tratamientos con quitosano a concentraciones < de
1,5% en los tres pesos moleculares lo que indica que
el quitosano en concentraciones bajas, promovié el
desarrollo micelial de 4. alternata. Una explicacion
para este efecto puede relacionarse con condiciones
de estrés, ya que incubar a este patdgeno en un medio
con presencia de quitosano, condujo a un desarrollo
acelerado del micelio, considerado una estructura de
propagacion del hongo. Lo anterior coincide con lo
observado por Hernandez-Lopez (2002) en R. stolo-

nifer, que estimuld su crecimiento micelial cuando
fue tratado con quitosano al 0.5%.

Cinética del crecimiento micelial

En la cinética de crecimiento del hongo por con-
centracion para cada peso molecular del quitosano
se observaron curvas similares para el QBPM y
QMPM (Figura 1, A y B), en las cuales se aprecia
una mayor velocidad en el desarrollo del hongo a las
concentraciones 0,5, 1,0 y 1,5% y una cinética mas
lenta en la concentracion 2,5%. Esto se manifestd con
un crecimiento final marcadamente inferior que en el
caso del QMPM no lleg6 al 50% del observado con las
tres concentraciones menores (Figura 1, B). El QAPM
mostro similitud entre las concentraciones de 0,5 y
1%, que fueron las que manifestaron menor inhibicion
micelial, siendo la concentracion de 2% la mejor ya
que el desarrollo del micelio fue de aproximadamente
la mitad respecto de las concentraciones menores y
su cinética mas lenta que el fungicida hasta el dia 14
(Figura 1, C), lo que confirma lo observado por Félix-
Gastelum y Galvez-Figueroa (2002), quienes en su
investigacion llevada a cabo con el hongo en estudio
concluyeron que la aplicacion del fungicida no redujo
el crecimiento micelial. Al comparar los mejores trata-
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Figura 1. Cinética del crecimiento micelial de Alternaria alternata tratado con quitosano de: A) bajo, B) medio y C) alto peso molecular.
Figure 1. Kinetic growth of Alternaria alternata treated with a) low b) medium and c) high molecular weight chitosan.
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mientos con quitosano y los testigos aplicados (Figura
1, A, By C), se observd que la cinética mas activa
fue con el testigo (blanco), coincidiendo con el ma-
yor crecimiento micelial. En los tratamientos QBPM
(2,5%), QMPM (2,5%) y QAPM (2%), se observo una
cinética muy parecida hasta el octavo dia, después del
cual se empezaron a diferenciar siguiendo una cinética
muy semejante los tratamientos con QBPM (2,5%)
y QAPM (2,0%), que al final tuvieron un desarrollo
similar (41,0 y 39,4 mm. respectivamente). E1l QMPM
2.5% mantuvo la lentitud de su cinética y finalmente
alcanzo un desarrollo de 23,9 mm. que equivale a poco
mas de la mitad respecto de los otros dos tratamientos
con quitosano. Se calcul6 el coeficiente de correlacion
existente entre las concentraciones de quitosano y el
crecimiento micelial, siendo significativo (P <0,05) a
los 16 dias, para el QMPM y QAPM, lo cual confirma
lo reportado por otros investigadores en el sentido
de que la concentracion de quitosano esta altamente
correlacionada con una baja o alta inhibicion fungosa
(El Ghaouth et al., 1992b, Wade y Lamondia, 1994;
Hernandez-Lopez, 2002; Cheah et al., 1997). Los
coeficientes de correlacion (r), de regresion (1%) y las
ecuaciones calculadas con los datos de crecimiento
micelial a los 16 dias fueron r=-0.83, r’= 0.69, j=
77.67-11.71x; r=-0.93, 1>=0.87, §= 92.85-24.19x; r=-
0.96, 1=0.93, $=94.61-25.67x para el QBPM, QMPM
y QAPM respectivamente. Cuando se graficaron los
efectos de los pesos moleculares (sin importar la
concentracion) sobre la cinética de 4. alternata se

encontr6 que no hubo diferencia en la velocidad del
crecimiento micelial entre los tres tipos de quitosano
hasta el dia 10 y solo los ultimos seis dias 4. alternata
inoculado en QMPM disminuyé su cinética, por lo
cual a los 16 dias este fue el quitosano con mayor
efecto inhibitorio sobre el crecimiento micelial (3,5
y 5,9 mm.) con respecto a los otros.

Peso seco del micelio

No hubo diferencia estadistica (P < 0.05) entre los tra-
tamientos con quitosano ya que no se tuvo crecimiento
micelial significativo, corroborando lo reportado por
Ait Barka et al. (2004). Probablemente este efecto se
debid a que la permanente agitacion favorecio la total
integracion del quitosano con el inoculo inhibiendo
el desarrollo de A. alternata. El testigo sin quitosano
mostro un crecimiento abundante del micelio, siendo
estadisticamente diferente a los demas.

Esporulacién

Al analizar las medias de produccidon de esporas, se
encontr6 que estas fueron afectadas con los dos meno-
res pesos moleculares a la concentracion de 2,5% ya
que se observo una total inhibicidn en la esporulacion
(Tabla 1). Lo anterior coincide con lo reportado por El
Ghaouth et al. (1992b) en P. digitatum y por Bhaskara
Reddi et al. (1998) en A. alternata quienes indican que
posiblemente la inhibicion de la esporulacion se debe

Tratamientos Tiempo de incubacién (horas)

2 4 6 8 10
QBPM 0,5 % 11,45 8,7 87,5 100,0 100,0
QBPM 1,0 % 21,2 33,8 52,1 94,0 100,0
QBPM 1,5 % 13,1 49,0 94,7 100,0 100,0
QBPM 2,0 % 12,9 46,9 100,0 100,0 100,0
QBPM 2,5 % 34,1 51,0 64,5 94,7 100,0
QMPM 0,5 % 26,5 55,5 70,4 100,0 100,0
QMPM 1,0 % 35,2 9,2 100,0 100,0 100,0
QMPM 1,5 % 38,9 58,9 79,4 100,0 100,0
QMPM 2,0 % 34,7 52,9 58,5 88,8 100,0
QMPM 2,5 % 18,3 37,3 52,5 87,1 100,0
QAPM 0,5 % 34,9 58,2 68,5 92,5 100,0
QAPM 1,0 % 39,4 423 53,8 96,7 100,0
QAPM 1,5 % 30,0 48,6 53,4 98,9 100,0
QAPM 2,0 % 23,4 33,6 54,3 89,7 100,0
FUNGICIDA 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
BLANCO 15,7 37,6 31,3 100,0 100,0

Tabla 2. Porcentaje de esporas germinadas de Alternaria alternata a diferentes tiempos de incubacion.
Table 2. Percentage of spore germination of Alternaria alternata at different incubation periods.
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al estrés del hongo causado por el quitosano en altas
dosis. Respuesta analoga obtuvieron Bautista-Bafios
et al. (2004) quienes no observaron produccion de
esporas en los hongos F. oxysporum, P. digitatum y
R. stolonifer al tratarlos con quitosano a las concen-
traciones de 2,5 y 3%. En general, la esporulacion
no mostré una tendencia clara entre los demas trata-
mientos aunque se observd que exceptuando la con-
centracion mas alta (2,5%) hubo mayor esporulacion
en los tratamientos con quitosano en comparacion
con el testigo sin quitosano. Lo anterior confirma
que el quitosano no solo promueve el desarrollo del
micelio de A. alternata en bajas dosis, sino también
la produccion de esporas como lo reportan Bautista-
Bailos et al. (2004) en el hongo P. digitatum, el cual

estimul6 su esporulacion en presencia del quitosano
a concentraciones de 0,5 y 1,5%.

Porcentaje de germinacion de esporas

Respecto al porcentaje de germinacion de esporas de
A. alternata, no se observo una respuesta consistente
entre las concentraciones de quitosano (Tabla 2). A las
4 horas, el porcentaje promedio de germinacion para
los tres tipos de quitosano sin considerar las concentra-
ciones fue inferior al 50%. A las seis horas el QAPM
presentd el menor porcentaje de germinacion de es-
poras (57,5%) seguido por el QMPM con el 72,1% y
el QBPM con 79,7%. Se observo a este tiempo, que
el porcentaje de germinacion de esporas se redujo a

Figura 2. Microfotografias de hifas de Alternaria alternata. Arriba (5000X), mostrando hinchazén y nodulacion (izquierda) y distorcion
(derecha) causados por la aplicacion de QMPM al 2,5%. Abajo (3000X), hifa normal.

Figure 2. Microphotography of hyphaes of Alternaria alternate. Upper (5000X): showing swelling and nodulation (left) and distortion (right)
caused by chitosan application. Lower (3000X), normal hyphae.



30 D. Sanchez et al.

Anales de Biologia 29, 2007

Figura 3. Microfotograffa (1000X) de micelio de Alternaria alternata no tratado, mostrando una profusa formacién de conidios.
Figure 3. Microphotography (1000X) of mycelium of Alternaria alternata non-chitosan treated showing profuse conidia formation.

Figura 4. Microfotograffa (1000X) de micelio de Alternaria alternata tratado con QMPM 2,5 %. Notese la ausencia de conidios y la hin-

chazon de algunas hifas.

Figure 4. Microphotography (1000X) of mycelium of Alternaria alternata treated with medium molecular weight chitosan (2.5%). Observe

absence of conidia and swelling in some hyphaes.

medida que aumentaba el grado de polimerizacion. A
las ocho horas la mayoria de los tratamientos tuvieron
un porcentaje de germinacion superior al 85%, y del
100% a las 10 horas (Tabla 2).

Microscopia Electrénica de Barrido

El micelio del hongo A. alternata mostrdé cambios
morfoldgicos sustanciales (Figura 2) al ser tratado con
el QMPM al 2.5%. Las hifas presentaron hinchazon,
nodulacion y distorsiones, similares a las reportados
por El Ghaouth et al. (1992a,b) en R. stolonifer y por

Benhamou (1992) en F. oxysporum f. sp. lycopersici.
El micelio desarrollado en un medio libre de quitosano
presento6 un aspecto saludable y una profusa formacion
de conidios (Figura 3), los cuales no se observaron en
ningln tratamiento con quitosano (Figura 4).

El presente estudio aporta informacion relevante
para el conocimiento de la actividad del quitosano
contra el hongo 4. alternata. Lo primero es que en
concentraciones de 2.5% y 2.0% ¢l QMPM y QAPM
respectivamente, ejercieron una inhibicion del micelio
mayor que el fungicida. También se observd que en
concentraciones < a 1.5%, todos los tipos de quitosano
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promovieron el crecimiento del micelio. La esporula-
cion se inhibio totalmente con el QBPM y QMPM a la
concentracion 2.5%. Se confirm6 mediante la MEB las
malformaciones que el quitosano causa a nivel celular
en las hifas del hongo, y que son esencialmente las
mismas que se han reportado en otras especies. Ex-
plorar las propiedades fungicidas de los compuestos
naturales es una prioridad tendiente a reducir, y en
un futuro eliminar el uso indiscriminado de produc-
tos sintéticos que son una fuente de contaminacioén
ambiental y un problema de salud publica.
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