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Abstract

atropha curcas is a plant with great agricultural and industrial potential. In this study,

two fungal species were isolated from ungerminated seeds. The fungal isolates were

morphologically and molecularly identified as Fusarium equiseti and Curvularia lunata.
Effects of chitosan on mycelial growth, sporulation and spore germination of F. equiseti and
C. lunata were evaluated. In addition, its effect on seed germination of J. curcas was studied.
The results showed that all tested chitosan concentrations (0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 mg-mL?)
inhibited the mycelial growth of the fungi. Sporulation and spore germination responses
differed depending on the fungal species. Chitosan completely inhibited sporulation of C.
lunata and spore germination of F. equiseti. Inoculation with F. equiseti and C. lunata reduced
seed germination of J. curcas by 20 and 26.6 %, respectively. However, application of chitosan
before inoculation inhibited pathogenic activity. Therefore, chitosan did not affect seed
germination and caused inhibitory effects on F. equiseti and C. lunata. This is the first report
on the effect of chitosan on J. curcas.

Resumen

atropha curcas es una planta con gran potencial agricola e industrial. En este

estudio se aislaron dos hongos de semillas no germinadas. Los aislamientos

fangicos se identificaron morfolégica y molecularmente como Fusarium equiseti y
Curvularia lunata. Los efectos del quitosano se evaluaron sobre el crecimiento micelial,
esporulaciéon y germinacién de esporas de F. equiseti y C. lunata. Ademds, se estudi6 el
efecto sobre la germinacién de las semillas de J. curcas. Los resultados demostraron que
todas las concentraciones probadas de quitosano (0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 mg-mL?) inhibieron
el crecimiento micelial de los hongos. Las respuestas de esporulacién y germinacién
de esporas fueron diferentes dependiendo de la especie flingica; el quitosano inhibié
completamente la esporulacién C. lunata y la germinacién de esporas de F. equiseti. La
inoculacién con F. equiseti y C. lunata redujo la germinacién de semillas de J. curcas 20 y
26.6 %, respectivamente; sin embargo, la aplicacion de quitosano antes de la inoculacién
inhibi6 la actividad patogénica. En conclusién, el quitosano no afecté la germinacion de
las semillas y causé efectos inhibitorios en F. equiseti y C. lunata. Este es el primer reporte
del efecto del quitosano en J. curcas.
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Introduction

Mexico has been identified as the center of origin
and domestication of Jatropha curcas L. (Dias, Missio,
& Dias, 2012). It is a species with many attributes and
considerable potential. Its seeds contain oil that can be
processed to obtain biodiesel fuel. On the other hand,
edible varieties of J. curcas have been identified in
Mexico; their seeds have high protein content and can
be used for preparation of various traditional dishes
and for animal feed (Martinez-Herrera et al., 2012).

However, there are reports of several diseases affecting
J. curcas, such as root rot and collar rot caused by
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. (Latha
et al., 2009), black rot caused by Botryosphaeria
diplodia (Moug.) Ces. & De Not. (Rao, Kumari, Wani,
& Marimuthu, 2011), root rot caused by Rhizoctonia
bataticola (Taubenh.) E. ]J. Butler (Kumar, Sharma,
Pathak, & Beniwal, 2011), anthracnose caused by
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc. (Kwon,
Choi, Kim, & Kwak, 2012), and inflorescence blight
caused by Alternaria alternata (Fr.) Keissl. (Espinoza-
Verduzco et al, 2012), among others. The presence
of some species of phytopathogenic fungi has been
found on J. curcas seeds in storage (Dharmaputra,
Worang, Syarief, & Miftahudin, 2009). At the beginning
of storage, the seed-infecting fungi were field fungi
(Cladosporium spp., Colletotrichum sp., and Fusarium spp.).
These fungal populations decreased with increased
storage time and were replaced by postharvest fungi
(Aspergillus spp. and Penicillium spp.). The lipid content,
viability and vigor of seeds decreased with increasing
storage time (Dharmaputra et al., 2009). Additionally,
other authors reported that Aspergillus flavus (Link.)
and Rhizopus nigricans (Ehrenb.) affected germination
and seedling vigor of J. curcas (Anjorin, Omolewa, &
Salako, 2011). Synthetic chemical fungicides are widely
used to combat seed pathogenic fungi. However, these
chemicals pose risks to the environment and human
health (Alavanja, Ross, & Bonner, 2013). Therefore, it is
necessary to use natural alternatives for the control of
phytopathogenic fungi.

Chitosan is a deacetylated derivative of chitin with
excellent antimicrobial properties. It has been used to
control phytopathogenic fungi and to enhance plant
defenses and development. Positive effects of chitosan
application as a seed coating have been reported for
various plant species such as wheat (Triticum spp.), rice
(Oriza spp.), maize (Zea mays L.), peanuts (Arachis hypogaea
L.) and carrots (Daucus carota L.) (E1 Hadrami, Adam, El
Hadrami, & Daayf, 2010). Additionally, Ziani, Ursta, &
Maté (2010) showed that chitosan coating significantly
increased seed germination and plant growth of
artichoke (Cynara scolymus L.) and resulted in decreased
fungal contamination. Other authors have observed

Introducciéon

México ha sido identificado como el centro de origen y
domesticacién de Jatropha curcas L. (Dias, Missio, & Dias,
2012). Jatropha curcas es una especie con muchos atributos
y potencial considerable; sus semillas contienen aceite
que se puede procesar para obtener biodiesel. En México
se han identificado distintas variedades comestibles de
J. curcas; sus semillas tienen alto contenido de proteina
y pueden usarse para la preparacién de varios platillos
tradicionales y para la alimentacién animal (Martinez-
Herrera et al., 2012).

Existen informes de varias enfermedades que afectan
a J. curcas, tales como la pudricién de raiz y pudricién
del pedunculo causado por Lasiodiplodia theobromae
(Pat.) Griffon & Maubl. (Latha et al., 2009), pudricién
negra causada por Botryosphaeria diplodia (Moug.) Ces.
& De Not. (Rao, Kumari, Wani, & Marimuthu, 2011),
pudricién de raiz por Rhizoctonia bataticola (Taubenh.)
E. J. Butler (Kumar, Sharma, Pathak, & Beniwal, 2011),
antracnosis causada por Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Penz. y Sacc. (Kwon, Choi, Kim, & Kwak, 2012)
y tizén en la inflorescencia causado por Alternaria
alternata (Fr.) Keissl. (Espinoza-Verduzco et al., 2012). Por
otro lado, Dharmaputra, Worang, Syarief, y Miftahudin
(2009) reportaron la presencia de algunas especies de
hongos fitopatégenos en semillas de J. curcas durante
el almacenamiento. Al comienzo del almacenamiento,
los hongos que infectaron las semillas procedieron de
campo (Cladosporium spp., Colletotrichum sp. y Fusarium
spp.). Estas poblaciones de hongos disminuyeron con
el aumento del tiempo de almacenamiento y fueron
reemplazadas por hongos postcosecha (Aspergillus spp.
y Penicillium spp.). Dharmaputra et al. (2009) también
reportaron que el contenido de lipidos, la viabilidad
y el vigor de las semillas disminuy6 al aumentar el
tiempo de almacenamiento. Ademds, otros autores
informaron que Aspergillus flavus (Link.) y Rhizopus
nigricans (Ehrenb.) afectaron la germinacién y el
vigor de las pldntulas de J. curcas (Anjorin, Omolewa,
& Salako, 2011). Los fungicidas quimicos sintéticos
son utilizados ampliamente para combatir hongos
patégenos de semillas; sin embargo, estos quimicos
representan riesgos para el medio ambiente y la salud
humana (Alavanja, Ross, & Bonner, 2013). Por tanto, es
necesario utilizar alternativas naturales para el control
de hongos fitopatogenos.

El quitosano es un derivado desacetilado de la
quitina con propiedades antimicrobianas que se ha
utilizado para el control de hongos fitopatégenos y
para mejorar las defensas y desarrollo de la planta.
Los efectos positivos de la aplicaciéon del quitosano
como recubrimiento han sido reportados en diversas
especies de plantas como trigo (Triticum spp.), arroz
(Oriza spp.), maiz (Zea mays L.), mani (Arachis hypogaea
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that chitosan coating resulted in a lower incidence
of fungal infections of chili (Capsicum spp.) seeds, but
it did not significantly affect moisture content and
germination of seeds (Chookhongkha, Sopondilok, &
Photchanachai, 2013). In the case of lentil (Lens culinaris
Medikus) seeds, chitosan coating induced the highest
germination percentage, hypocotyl length, radical
length, hypocotyl dry weight and radical dry weight
(Al-Tawaha & Al-Ghzawi, 2013). However, there are no
reports about the influence of chitosan on J. curcas.
Therefore, the aim of this study is to evaluate the
effects of chitosan on phytopathogenic fungi and seed
germination of J. curcas.

Materials and methods
Isolation of fungi from J. curcas seeds

Jatropha curcas seeds were disinfected with captan (0.2
%) for 5 min, then washed three times with sterile
distilled water and dried on sterilized paper towels. Dry
seeds were placed in glass flasks with 50 % Murashige
and Skoog (MS) medium and incubated for 6 days at
25 * 2 °C. Thereafter, fragments of mycelia of 18 fungi
from the ungerminated seeds were transferred to Petri
plates with potato dextrose agar (PDA) and incubated at
25 + 2 °C for 7 days.

Pathogenicity test (Koch’s postulates)

Mycelial discs (5 mm) of thel8 isolated fungi were
placed on J. curcas seeds in glass flasks with 50 % MS
medium. The same medium without mycelia was
used as a control. The flasks were incubated at 25
* 2 °C for 6 days. To confirm Koch’s postulates, the
fungal isolates that grew on ungerminated seeds
were re-isolated from the seeds on PDA. The colonies
formed were purified by serial dilutions to obtain
monosporic cultures.

Morphological and molecular identification of the
fungal isolates

Mycelial discs (5 mm) of each isolate were placed
in the center of Petri plates containing PDA. For
morphological characterization, the description of
mycelia and spores was carried out in accordance with
taxonomical keys (Barnett & Hunter, 1998; Leslie &
Summerell, 2006), and the information deposited in
the MycoBank (2012). For molecular identification,
genomic DNA was isolated from fungal mycelium
grown on PDA, according to the protocol of Doyle and
Doyle (1990). A region of ribosomal DNA was amplified
by PCR using the ITS1 and ITS4 primers (White, Bruns,
Lee, & Taylor, 1990); the amplification products
were examined by electrophoresis and sequenced.
The sequences were compared against sequences

L.) y zanahorias (Daucus carota L.) (E1 Hadrami, Adam, El
Hadrami, & Daayf, 2010). Ademds, Ziani, Ursda, y Maté
(2010) mostraron que el recubrimiento con quitosano
aumento significativamente la germinacién de semillas y
el crecimiento de la planta de alcachofa (Cynara scolymus L.)
y disminuyo6 la contaminacién por hongos. Otros autores
han observado que el revestimiento con quitosano da
como resultado menor incidencia de infecciones fiingicas
de las semillas de chile (Capsicum spp.), pero no afecta el
contenido de humedad y germinacién de las semillas
significativamente (Chookhongkha, Sopondilok, &
Photchanachai, 2013). En el caso de las semillas de lenteja
(Lens culinaris Medikus), el recubrimiento con quitosano
indujo el porcentaje mds alto de germinacién, la longitud
del hipocétilo, la longitud radical, el peso seco del
hipocétilo y el peso seco radical (Al-Tawaha & Al-Ghzawi,
2013); sin embargo, no hay informes sobre su influencia
en]. curcas. Por tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar
el efecto del quitosano sobre los hongos fitopatégenos y
la germinacién de semillas de J. curcas.

Materiales y métodos
Aislamiento de hongos de semillas de J. curcas

Las semillas de J. curcas se desinfectaron con captan
(0.2 %) por 5 min, después se lavaron tres veces con
agua destilada estéril y se secaron con toallas de papel
esterilizadas. Las semillas secas se colocaron en frascos
de vidrio con 50 % de medio Murashige y Skoog (MS)
y se incubaron por 6 dias a 25 * 2 °C. Posteriormente,
los fragmentos de micelio de 18 hongos de las semillas
no germinadas se transfirieron a placas de Petri con
agar papa dextrosa (PDA) y se incubaron a 25+ 2 ° C
durante 7 dias.

Prueba de patogenicidad (postulados de Koch)

Discos de micelio (5 mm) de 18 hongos aislados se
colocaron sobre las semillas de J. curcas en frascos de
vidrio con 50 % de medio MS. El mismo medio sin
micelio se utilizé como testigo. Los frascos se incubaron
a 25+ 2 °Cdurante 6 dias. Para confirmar los postulados
de Koch, los aislados fingicos que crecieron en semillas
no germinadas se reaislaron de las semillas en PDA. Las
colonias formadas se purificaron mediante diluciones
seriadas para obtener cultivos monosparicos.

Identificaciéon morfolégica y molecular de aislados
fungicos

Los discos de micelio (5 mm) de cada aislado se colocaron
en el centro de las placas de Petri que contenian PDA.
La caracterizacién morfolégica se hizo mediante la
descripciéon de micelios y esporas de acuerdo con
claves taxonémicas (Barnett & Hunter, 1998; Leslie &
Summerell, 2006) y la informacién depositada en el
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in databases using the BLAST Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST, 2012).

Chitosan solutions

To prepare a stock solution (10 mg-mL*), 3 g of chitosan
(Sigma-Aldrich) of low molecular weight were dissolved
in 150 mL of distilled water with 3 mL of acetic acid
on a stirrer for 24 h, and the volume was adjusted to
300 mL with distilled water. The pH was adjusted to 5.6
with NaOH (1 M). The chitosan solution was autoclaved
for 15 min. Corresponding aliquots were taken to
obtain different chitosan concentrations (0.5, 1.0, 2.0
and 4.0 mg-mL™?).

Inhibition of mycelial growth of the fungal isolates
by chitosan

One mycelial disc (5 mm) of phytopathogenic fungal
isolates was placed in the center of Petri plates
containing PDA with chitosan concentrations of
0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 mg-mL". Control Petri plates
contained only PDA. The Petri plates were incubated
at 28 = 2 °C. The mycelial growth was measured with
a digital vernier (Thomas Scientific model 1235C55,
USA) when mycelium reached the edges of the
control plates and expressed as an average diameter
(mm). The mean diameter of fungal growth in the
presence of chitosan was compared with that of the
control cultures in order to determine the inhibition
percentage of the mycelial growth. All experiments
were repeated twice with five replicates each.

Effect of chitosan on sporulation of the fungal
isolates

Fungal isolates were incubated on PDA supplemented
with chitosan (0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 mg-mL?') and
without chitosan (control) for 21 days. Thereafter, Petri
plates were rinsed with 10 mL of distilled water, and
the surface was scraped with a sterile glass rod. Spores
were counted using a Neubauer hemocytometer under
a light microscope (Nikon Alphaphot-2YS2, Japan) at
40x magnification. The data obtained were expressed
as the number of spores-mL™.

Effect of chitosan on spore germination of the fungal
isolates

Spore suspensions (~300 spores-mL?) were obtained
from cultures of the fungal isolates after 15 days of
incubation. An aliquot (300 pL) was spread over PDA
containing chitosan (0.5, 1.0, 2.0, and 4.0 mg-mL?)
in a Petri dish. The control treatment contained no
chitosan. The plates were incubated for 48 h, and the
remaining spores were counted. The data obtained

MycoBank (2012). La identificacién molecular se hizo
con el ADN genodmico aislado del micelio flangico
cultivado en PDA, de acuerdo con el protocolo de
Doyle y Doyle (1990). Una regién de ADN ribosomal se
amplific6 por PCR utilizando los cebadores ITS1 e ITS4
(White, Bruns, Lee, & Taylor, 1990); los productos de
amplificacién se examinaron mediante electroforesis
y se secuenciaron. Las secuencias se compararon
con las secuencias en las bases de datos utilizando la
herramienta BLAST Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST, 2012).

Soluciones de quitosano

Para preparar una solucién madre de quitosano (10
mg-mL?’), 3 g de quitosano (Sigma-Aldrich) de bajo peso
molecular se disolvieron en 150 mL de agua destilada
con 3 mL de dcido acético en un agitador durante 24 h.
El volumen se ajust6é a 300 mL con agua destilada y el
PH se ajust6 a 5.6 con NaOH (1 M). La solucién de quitosano
se trat6 en autoclave durante 15 min. Posteriormente, se
tomaron las alicuotas correspondientes para obtener
diferentes concentraciones de quitosano (0.5, 1.0, 2.0
and 4.0 mg-mL?).

Efecto del quitosano en la inhibicién de crecimiento
de micelio de aislados fliingicos

Un disco de micelio (5 mm) de aislados fungicos de
fitopatdgenos se coloc6 en el centro de las placas de
Petri que contenian PDA con concentraciones de
quitosano de 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 mg-mL* y se incubaron
a 28 + 2 °C. Las placas de Petri testigo s6lo contenian
PDA. El crecimiento micelial se expres6 como didmetro
medio (mm), el cual se midi6 con un vernier digital
(Thomas Scientific modelo 1235C55, EE.UU.) cuando
el micelio alcanzé los bordes de las placas testigo. El
didmetro medio de crecimiento de hongos en presencia
de quitosano se compard con el de los cultivos testigo,
con el fin de determinar el porcentaje de inhibicién
del crecimiento micelial. El experimento se repitié dos
veces con cinco réplicas cada uno.

Efecto del quitosano en la esporulacién de aislados
fangicos

Los aislados flngicos se incubaron en PDA
complementado con quitosano (0.5, 1.0, 2.0 y 4.0
mg-mL?) y sin quitosano (testigo) durante 21 dias.
Posteriormente, las placas de Petri se enjuagaron con
10 mL de agua destilada y la superficie se rasp6 con una
varilla de vidrio estéril. Las esporas se contaron usando
un hemocitémetro Neubauer en un microscopio de
luz (Nikon Alphaphot-2YS2, Japén) con aumento 40x.
Los datos obtenidos se expresaron como el namero de
esporas-mL™.
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were expressed as a percentage of spore germination
(Al-Hetar, Zainal, Sariah, & Wong, 2011). Six repetitions
per treatment were made, and each experiment was
replicated twice.

Effect of chitosan on seed germination of J. curcas
(in vivo study)

J. curcas seeds were disinfected with captan (0.2 %) for
5 min, then washed three times with sterile distilled
water and dried on sterilized paper towels. Thereafter,
10 seeds per treatment were placed in humid chambers
(70 %) to be treated as follows: control seeds (without
chitosan), seedstreatedwith chitosan(2.0or4.0mg-mL?),
seeds inoculated with F. equiseti (10* spores-mL?), seeds
inoculated with F. equiseti (10* spores-mL?) and treated
with chitosan (2.0 or 4.0 mg-mL?), seeds inoculated with
C. lunata (10* spores-mL?), and seeds inoculated with C.
lunata (10* spores-mL?) and treated with chitosan (2.0
or 4.0 mg-mL’). The chambers were put into plastic
bags, and the bags were tied up with rubber bands.
Ten repetitions were made for each treatment in three
replicates. The humid chambers were incubated at 28
* 2 °C for 3 days, and percentages of seed germination
were evaluated.

Statistical analysis

Experiments were conducted using a completely
randomized design. The analysis of the data was
performed by ANOVA. All experiments were repeated
at least twice. Means separation was carried out by use
of the Holm-Sidak test (P < 0.05) using the SigmaPlot
11.0 program (Systat Software Inc., 2009).

Results and discussion

Pathogenicity test and identification of the fungal
isolates

A total of 18 isolates were obtained from ungerminated
J. curcas seeds. However, a pathogenicity test indicated
that only two isolates (A1 and A2) inhibited the seed
germination process (Figure 1). Figure 1c shows the
germination of uninoculated J. curcas seeds in 50 % MS.
Normal root development can be observed in Figure 1d.
Subsequently, the A1 and A2 fungal isolates were re-
isolated from ungerminated seeds on PDA. The results
of morphological and molecular identification of the
fungal isolates obtained from ungerminated J. curcas
seeds are shown in Table 1. A relationship between
the morphological and molecular identification was
found for both A1 and A2 isolates. The BLAST results
revealed that two fungal species were isolated from
ungerminated seeds. The percentages of identity
with GenBank (National Center for Biotechnology
Information [NCBI|, 2012) sequences are shown in

Efecto del quitosano en la germinacién de esporas
de aislados fiingicos

Las suspensiones de esporas (~300 esporas-mL?) se
obtuvieron a partir de cultivos de aislados fingicos
después de 15 dias de incubacién. Una alicuota (300
pL) se distribuy6 sobre el PDA que contenia quitosano
(0.5, 1.0, 2.0, y 4.0 mg-mL") en una placa de Petri. El
tratamiento testigo no contenia quitosano. Las placas se
incubaron por 48 h y se contaron las esporas restantes.
Los datos obtenidos se expresaron como porcentaje de
germinacién de las esporas (Al-Hetar, Zainal, Sariah,
& Wong, 2011); se tuvieron seis repeticiones por
tratamiento y el experimento se repitié dos veces.

Efecto del quitosano en la germinacién de semillas
de J. curcas (estudio in vivo)

Las semillas de J. curcas se desinfectaron con captan
(0.2 %) durante 5 min, después se lavaron tres veces
con agua destilada estéril y se secaron con toallas de
papel esterilizadas. Posteriormente, 10 semillas por
tratamiento se colocaron en cdmaras htiimedas (70 %)
para tratarse de la siguiente manera: semillas testigo
(sin quitosano), semillas tratadas con quitosano (2.0
0 4.0 mg-mL"), semillas inoculadas con F. equiseti (10*
esporas-mL?), semillas inoculadas con F. equiseti (10*
esporas-mL’)ytratadas con quitosano (2.0 04.0 mg-mL?),
semillas inoculadas con C. lunata (10* esporas-mL?), y
semillas inoculadas con C. lunata (10* esporas-mL?’) y
tratadas con quitosano (2.0 0 4.0 mg-mL?). Las cdmaras
se colocaron en bolsas de pldstico atadas con ligas. Diez
repeticiones se hicieron para cada tratamiento en tres
réplicas. Las cdmaras htimedas se incubaron a 28 + 2
°C durante 3 dias y se determinaron los porcentajes de
germinacién de las semillas.

Analisis estadistico

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando un
disefio completamente al azar. El andlisis de los datos
se realiz6 mediante un ANOVA. Todos los experimentos
se repitieron al menos dos veces. La separacién de
medias se llev6 a cabo mediante el uso de la prueba de
Holm-Sidak (P < 0.05) utilizando el programa SigmaPlot
11.0 (Systat Software Inc., 2009).

Resultados y discusion

Prueba de patogenicidad e identificacion de aislados
fungicos

Un total de 18 aislados se obtuvieron a partir de semillas
no germinadas de J. curcas; sin embargo, una prueba
de patogenicidad indic6é que sélo dos aislados (Al y
A2) inhibieron el proceso de germinaciéon de semilla
(Figura 1). En la Figura 1c se muestra la germinacién
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Figure 1. Pathogenicity test Jatropha curcas. Seeds inoculated with A1 (a) and A2 (b) fungal isolates. Non-inoculated

seeds (c, d).

Figura 1. Prueba de patogenicidad en semillas de Jatropha curcas. Semillas inoculadas con aislados fiingicos Al
(a) y A2 (b). Semillas no inoculadas (c, d).

Table 1. Morphological and molecular identification of the fungal isolates obtained from ungerminated seeds of

Jatropha curcas.

Cuadro 1. Identificacion morfolégica y molecular de aislados fiingicos obtenidos a partir de semillas no

germinadas de Jatropha curcas.

Morphological characteristics/

oo . Molecular identification /Identificacién molecular
Caracteristicas morfolégicas

Isolates /
Aislados Mycelium Spores GenBank Identity
(colony and (color and shape)/  (accession number)/ (%)/ Identification/
texture)/Micelio Esporas GenBank Identidad Identificacién
(colonia y textura) (color y forma) (ntimero de acceso) (%)
White to yellow,
cottony, no aerial/ Hyaline, ellipsoidal
Al Blanco a amarillo, curved/Hialina, JE773657.1 100 Fusarium equiseti
algodonoso, sin elipsoidal curvada
micelio aéreo
Medium browp, Brown, obovoidal
A2 velvety, no aerial/ curved/Café, JQ885447.1 98 Curvularia lunata

Café, aterciopelado,
sin micelio aéreo

curvada obovoidal
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Table 1. Isolate A1 was identified as Fusarium equiseti
(Corda) Sacc., and its colonies showed the following
characteristics: white to yellow color, cottony texture
and no aerial mycelium. The release of a yellow pigment
into the media was also observed for this fungal
species. On the other hand, isolate A2 was identified
as Curvularia lunata (Wakker) Boedjin. This species
formed medium brown, velvety colonies and no
aerial mycelium. It was demonstrated that both fungi
affected seed germination of J. curcas. Fusarium is one
of the most important genera of fungi, causing plant
diseases, producing mycotoxins, and affecting human
health (Summerell & Leslie, 2011). The pathogenicity
of F. equiseti has been reported in previous studies on
Pinus ponderosa Douglas ex C. Lawson seeds, and it has
been demonstrated to cause damping-off and root
rot on seedlings (Salerno & Lori, 2007). Additionally,
F. equiseti is prevalent in ginseng (Panax quinquefolius
L.) soil causing the discoloration of the root surface
(Punjaetal., 2008). In arecent study, F. equiseti obtained
from seeds caused foliar necrosis and wilt on pecan
(Carya illinoinensis [Wangenh.] K. Koch) (Lazarotto et al,,
2014). On the other hand, C. lunata has been isolated
from seeds of plants of economic importance such
as rice (Kapse, Bhale, & Jogi, 2012), wheat (Pathak
& Zaidi, 2013) and sorghum (Sorghum spp.) (Funnell-
Harris, Prom, & Pedersen, 2013). In previous studies,
C. lunata caused the deterioration of J. curcas seeds
during storage (Srivastava, Sinha, & Srivastava, 2011).
However, to date there have been no reports about
the presence and potential damage that can be caused
by E. equiseti and C. lunata to J. curcas seeds. Taking into
account the agricultural and industrial potential of J.
curcas, it is necessary to evaluate natural alternatives
for the control of phytopathogenic fungi affecting
this crop.

Effects of chitosan on mycelial growth of F. equiseti
and C. lunata

The antifungal effects of chitosan on the mycelial
growth of F. equiseti and C. lunata are shown in Table
2. The mycelial growth of the two fungal isolates was
reduced on media supplemented with chitosan at all
tested concentrations. According to the percentages of
inhibition of mycelial growth, all treatments showed
statistically significant differences (P < 0.05) at all
chitosan concentrations evaluated compared to the
control. The highest inhibitory effects were observed at
chitosan concentrations of 2.0 and 4.0 mg-mL" against
both F. equiseti (92.0 and 98.7 %, respectively) and C.
lunata (88.8 and 92.3 %, respectively). In earlier studies,
antifungal effects of chitosan were demonstrated on
mycelial growth of Fusarium lunatum (Ellis & Everhart)
Arx, Fusarium oxysporum Schtdl. and C. lunata. However,
there were differences in sensitivity between the
species (Flores-Flores et al., 2013). Likewise, it was

de semillas de J. curcas sin inoculacién en medio MS (50
%). El desarrollo normal de la raiz se puede observar en
la Figura 1d. Posteriormente, los aislados fingicos Al
y A2 se reaislaron de las semillas germinadas en PDA.
El Cuadro 1 presenta los resultados de la identificacién
morfolégica y molecular de aislados fiingicos obtenidos
de semillas de J. curcas sin germinar. Se encontré relacién
entre la identificacién morfoldgica y molecular de los
aislados A1 y A2. Los resultados de BLAST revelaron
que dos especies de hongos fueron aislados a partir de
semillas no germinadas. En el Cuadro 1 se muestran los
porcentajes de identidad con las secuencias GenBank
(National Center for Biotechnology Information [NCBI],
2012). El aislado A1 se identific6 como Fusarium equiseti
(Corda) Sacc. y sus colonias mostraron las siguientes
caracteristicas: color blanco a amarillo, textura
algodonosa y sin micelio aéreo. La liberacién de un
pigmento amarillo en los medios también se observé
para esta especie de fngica. Por otro lado, el aislado A2
se identific6 como Curvularia lunata (Wakker) Boedjin.
Esta especie tuvo color café, colonias aterciopeladas
y sin micelio aéreo. Se demostré6 que ambos hongos
afectaron la germinacién de semillas de J. curcas.
Fusarium es uno de los géneros mds importantes
que causan enfermedades en las plantas, producen
micotoxinas y afectan la salud humana (Summerell
& Leslie, 2011). La patogenicidad de F. equiseti ha sido
reportada en estudios previos sobre semillas de Pinus
ponderosa Douglas ex C. Lawson y se ha demostrado
que causa caida de almadcigos y pudricién de raiz en
pldantulas (Salerno & Lori, 2007). Ademads, F. equiseti es
frecuente en suelo de ginseng (Panax quinquefolius L.),
provocando la decoloracién de la superficie de la raiz
(Punja et al., 2008). En un estudio reciente, F. equiseti,
obtenido a partir de semillas, causé necrosis foliar y
marchitamiento en pacana (Carya illinoinensis [Wangenh.|
K. Koch) (Lazarotto et al., 2014). Por otro lado, C. lunata
se ha aislado de semillas de plantas de importancia
econ6émica tales como arroz (Kapse, Bhale, & Jogi,
2012), trigo (Pathak & Zaidi, 2013) y sorgo (Sorghum spp.)
(Funnell-Harris, Prom, & Pedersen, 2013). En estudios
anteriores, C. lunata causo el deterioro de las semillas de
J. curcas durante el almacenamiento (Srivastava, Sinha,
& Srivastava, 2011). Sin embargo, hasta la fecha no hay
informes sobre la presencia y posibles dafios que F.
equiseti y C. lunata pueden causar en semillas de J. curcas.
Tomando en cuenta el potencial agricola e industrial de
J. curcas, es necesario evaluar las alternativas naturales
para el control de hongos fitopatégenos que afectan
este cultivo.

Efectos del quitosano en el crecimiento micelial de
F. equiseti y C. lunata

Los efectos antifingicos del quitosano en el crecimiento
micelial de F. equisetiy C. lunata se muestran en el Cuadro
2. El crecimiento de micelio de los dos aislamientos
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demonstrated that responses of different types of
fungal cells to chitosan were different; spores were
clearly more sensitive than hyphae (Palma-Guerrero,
Hansson, Salinas, & Lopez-Llorca, 2008).

Effects of chitosan on sporulation of F. equiseti and
C. lunata

Sporulation is an important stage in the development
of fungi. The results obtained in this study were
different depending on the fungal species (Table 2).
Chitosan effects on the sporulation of F. equiseti were
concentration-dependent, and the highest effect was
observed for the chitosan concentration of 4 mg-mL™.
However, chitosan completely inhibited the sporulation
of C. lunata at all concentrations tested. Therefore, C.
lunata demonstrated greater sensitivity to chitosan
than F. equiseti, although the sporulation of both
phytopathogenic fungi was affected in its presence.
Similar results were obtained for F. oxysporum treated
with chitosan at 8 mg-mL"* (Al-Hetar et al., 2011).

Effects of chitosan on spore germination of F. equiseti
and C. lunata

Spore germination of F. equiseti was completely inhibited
in all chitosan treatments (Table 2). There were
statistically significant differences (P < 0.05) between
the C. lunata control and the chitosan treatments at all

fungicos se redujo en medios suplementados con
quitosano en todas las concentraciones probadas. De
acuerdoconlosporcentajesdeinhibiciéndelcrecimiento
micelial, todos los tratamientos (concentraciones de
quitosano) mostraron diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05) en comparacién con el testigo.
Las concentraciones de quitosano de 2.0 y 4.0 mg-mL?!
tuvieron los mayores efectos inhibidores (P < 0.05) en
contra de F. equiseti (92.0 y 98.7 %, respectivamente) y
C. lunata (88.8 y 92.3 %, respectivamente). En estudios
anteriores, los efectos antifingicos del quitosano se
demostraron en el crecimiento micelial de Fusarium
lunatum (Ellis & Everhart) Arx, Fusarium oxysporum
Schtdl. y C. lunata; sin embargo, hubo diferencias en
la sensibilidad entre las especies (Flores-Flores et al.,
2013). Asimismo, se demostré que las respuestas de
diferentes tipos de células fingicas al quitosano fueron
distintas; las esporas fueron claramente mds sensibles
que las hifas (Palma-Guerrero, Hansson, Salinas, &
Lépez-Llorca, 2008).

Efectos de quitosano en la esporulaciéon de F. equiseti
y C. lunata

La esporulacion es una etapa importante en el desarrollo
de los hongos. Los resultados obtenidos en este estudio
fueron diferentes dependiendo de las especies de hongos
(Cuadro 2). Los efectos de quitosano en la esporulacién
de F. equiseti dependieron de la concentracién y el

Table 2. Effect of chitosan on mycelial growth, sporulation and germination of Fusarium equiseti and Curvularia

lunata.

Cuadro 2. Efecto del quitosano en el crecimiento micelial, esporulacion y germinaciéon de Fusarium equiseti y

Curvularia lunata.

Mycelial growth (%)/
Crecimiento micelial (%)

Sporulation/Esporulacién

Spore germination (%) /
Germinaciéon de

Chitosan esporas (%)
(mg-mL?)/
Quitosano F. equiseti C. lunata
me-mL? 7 . -1 7 . -1
(mg ) F. equiseti C. lunata (10 spores m.L )/ (107spores-mL7)/ F. equiseti C. lunata
E. equiseti C. lunata
(107 esporas-mL?) (107 esporas-mL™)
0 0.0a 0.0a 7.7a 2a 100a 100.0a
0.5 56.8b 48.8b 2.9bc 0b 0.0b 65.9b
1.0 56.5b 66.9¢ 4.3b 0b 0.0b 20.1c
2.0 92.0c 88.8d 1.1cd 0b 0.0b 0.0d
4.0 98.7¢c 92.3d od 0b 0.0b 0.0d

Different letters within columns indicate significant differences according to the Holm-Sidak method (P < 0.05).

Letras distintas dentro de las columnas indican diferencias significativas de acuerdo con el método de Holm-Sidak (P < 0.05).
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concentrations used, and complete inhibition of spore
germination was observed at 2.0 and 4.0 mg-mL" of
chitosan. The germination of F. equiseti spores was more
affected than that of C. lunata. It was demonstrated
earlier that responses of different types of fungal cells to
this polymer were different. For example, hyphae and
spores of Rhizopus stolonifer (Ehrenb.:Fr.) Vuill. behaved
differently in the presence of chitosan (Herndndez-
Lauzardo et al., 2008). Some authors pointed out that
chitosan was transported into conidia of F. oxysporum
through an energy-dependent process and caused an
ultrastructural damage. In other cases, the germination
of spores was completely inhibited by chitosan (Palma-
Guerrero et al., 2008). There are no previous reports
showing an effect of chitosan on spore germination of
C. lunata. In general, the use of chitosan for inhibiting
the development of phytopathogenic fungi without
affecting the germination of J. curcas seeds would be
considered a favorable alternative.

Studies on J. curcas seeds

The results demonstrated that chitosan did not affect
seed germination (Table 3). Seed germination of J. curcas
inoculated with F. equiseti and C. lunata was inhibited in
this study by 20.0 and 26.6 %, respectively. The chitosan
treatments did not show statistically significant
differences, regardless of fungal inoculation. Thus,
chitosan did not affect the seed germination but showed
an inhibitory effect against the pathogenic activities
of F. equiseti and C. lunata (Figure 2). Total inhibition
of seed germination or inhibition of root growth and
the oxidation process were observed in the presence
of F. equiseti. Similar effects were caused by Fusarium
graminearum Schwabe, on barley seeds (Yang, Svensson,
& Finnie, 2011). In other reports, it was demonstrated
that A. flavus and R. nigricans affected seed germination
and seedling vigor of J. curcas (Anjorin et al., 2011). It
should be noted that the above species were obtained
from fungal collections and not directly from J. curcas
seeds, and even though each inhibited germination,
greater effects on seed germination were obtained
when the two species were inoculated together. The
presence of phytopathogenic fungi in seeds should not
only be considered in terms of seed viability; it also
causes changes in the content of chemical compounds
such as lipids. In particular, Worang, Dharmaputra,
Syarief and Miftahuddin (2008) reported that J. curcas
seeds, when colonized by fungi during storage, showed
a significant decrease in the content of lipids and an
increase in the content of free fatty acids and in lipase
activity. Recent studies indicated that species of the
genera Fusarium and Curvularia produced significant
quantities of extracellular lipases (Iftikhar et al,
2011) In particular, it was demonstrated that F. equiseti
produced elevated levels of extracellular lipases under
certain environmental conditions (Kakde & Chavan,

mayor efecto se observd en la concentracién de
quitosano de 4 mg-mL'; sin embargo, el quitosano
inhibié6 completamente la esporulacién de C. lunata
en todas las concentraciones probadas. Por lo tanto,
C. lunata demostré mayor sensibilidad al quitosano en
comparacion con F. equiseti, aunque la esporulacién de
ambos hongos fitopatégenos se vio afectada. Resultados
similares se obtuvieron para F. oxysporum tratado con
quitosano a 8 mg-mL"* (Al-Hetar et al., 2011).

Efectos del quitosano en la germinaciéon de esporas
de F. equiseti y C. lunata

La germinacién de esporas de F. equiseti se inhibid
completamente en todos los tratamientos de quitosano
(Cuadro 2). En el caso de C. lunata, hubo diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.05) entre el
testigo y los tratamientos de quitosano en todas las
concentraciones utilizadas; la inhibicién completa
de la germinacién de esporas se observo con 2.0 y 4.0
mg-mL* de quitosano. La germinacién de esporas de
F. equiseti resulté mds afectada que la de C. lunata. Se
ha demostrado anteriormente que las respuestas de
diferentes tipos de células flingicas a este polimero son
distintas. Por ejemplo, las hifas y esporas de Rhizopus
stolonifer (Ehrenb.:Fr.) Vuill. se comportaron de manera
distinta en presencia del quitosano (Herndndez-
Lauzardo et al., 2008). Algunos autores sefialaron que
el quitosano se transport6 al interior de los conidios
de F. oxysporum a través de un proceso dependiente de
energia y caus6 dafo ultraestructural. En otros casos,
la germinacion de esporas fue completamente inhibida
por el quitosano (Palma-Guerrero et al., 2008). Por
otra parte, no existen informes previos que muestren
efecto del quitosano en la germinacién de esporas de
C. lunata. En general, el uso de quitosano para inhibir
el desarrollo de hongos fitopatégenos sin afectar la
germinacién de semillas de J. curcas podria considerarse
una alternativa favorable.

Estudios en semillas de J. curcas

Los resultados demostraron que el quitosano no afecté
la germinacién de semillas (Cuadro 3). La germinacién
de semillas de J. curcas inoculadas con F. equiseti y C.
lunata se inhibié a 20.0 y 26.6 %, respectivamente.
Los tratamientos de quitosano no mostraron
diferencias estadisticamente significativas (P < 0.001),
independientemente de la inoculacién de hongos; por
lo tanto, el quitosano no afect6 la germinacién de las
semillas, pero mostré efecto inhibitorio contra las
actividades patogenas de F. equiseti y C. lunata (Figura
2). La inhibicién total de la germinacién de semillas o
la inhibicién del crecimiento de raiz y el proceso de
oxidacién se observaron en presencia de F. equiseti.
Efectos similares fueron causados por Fusarium
graminearum Schwabe. en semillas de cebada (Yang,
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Table 3. Effect of chitosan on germination of Jatropha curcas seeds treated with chitosan inoculated with Fusarium
equiseti or Curvularia lunata.

Cuadro 3. Efecto del quitosano en la germinaciéon de semillas de Jatropha curcas tratadas con quitosano e
inoculadas con Fusarium equiseti o Curvularia lunata.

Germination of J. curcas
Treatments/Tratamientos seeds (%)/Germinacién de
semillas de J. curcas (%)

Control / Testigo 90.0 + 1.0b

Chitosan (2.0 mg-mL")/Quitosano (2.0 mg-mL?) 96.6 + 0.5b
Chitosan (4.0 mg-mL")/Quitosano (4.0 mg-mL?) 93.3+0.5b

F. equiseti (10* spores-mL?)/F. equiseti (10* esporas-mL?) 20.0 £ 1.0a

Chitosan (2.0 mg-mL")+ F. equiseti (10* spores-mL?)/

+
Quitosano (2.0 mg-mL")+ F. equiseti (10* esporas-mL?) 83.3%2.0b
Chitosan (4.0 mg-mL?)+ E. equiseti (10* spores-mL?)/ 30.0 + 1.0b
Quitosano (4.0 mg-mL")+ F. equiseti (10* esporas-mL?) T
C. lunata (10* spores-mL?)/C. lunata (10* esporas-mL™) 26.6 £ 2.5a
Chitosan (2.0 mg-mL")+ C. lunata (10* spores-mL?)/ 70.0 + 1.0b
Quitosano (2.0 mg-mL")+ C. lunata (10* esporas-mL™?) R
. . 1 4 . -1
Chitosan (4.0 mg-mL")+ C. lunata (10* spores-mL?)/ 86.6 + 0.5b

Quitosano (4.0 mg-mL")+ C. lunata (10* esporas-mL")

*Different letters indicate significant differences according to the Holm-Sidak method (P < 0.001).

*Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo con el método de Holm-Sidak (P < 0.001).

Figure 2. Seeds of Jatropha curcas without chitosan (a), treated seeds with chitosan at 2.0 mg-mL* (b) and 4.0 mg-mL" ().
Figura 2. Semillas de Jatropha curcas sin quitosano (a), semillas tratadas con quitosano a 2.0 mg-mL? (b) y 4.0 mg-mL? ().
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2011). This enzymatic activity can negatively affect
biodiesel production from J. curcas. Therefore, it may
be of significance that the treatments with chitosan (2
and 4 mg-mL*) before the fungal inoculation prevented
unfavorable effects on seed germination caused by
the phytopathogenic fungi. To date, there have been
no reports of chitosan applications on J. curcas seeds.
Based on the results obtained in this research, chitosan
has high potential as a control agent of F. equiseti and C.
lunata in J. curcas seeds.

Conclusions

Chitosan did not affect the seed germination of J. curcas
but showed inhibitory effects against the pathogenic
activities of F. equiseti and C. lunata.
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