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RESUMEN

Esta investigacion tuvo los siguientes objetivos: a) determinar la mejor concentracién de quitosano que reduzca el desarrollo de Alternaria
alternata en relacion a su crecimiento micelial, germinacion y esporulacién, b) observar a través de las microscopias de barrido y trans-
misién el efecto del quitosano a nivel morfoldgico y celular, y c) evaluar la efectividad de este compuesto en el control de A. alternata en
frutos de mango cv. “Tommy Atkins’ y su efecto sobre la maduracién del fruto durante su almacenamiento. Los resultados demostraron
que la concentracion de quitosano mas efectiva fue 1.0 %, ya que redujo el crecimiento micelial y la esporulacion hasta 70 % e inhibié
completamente la germinacién de sus conidios. En las micrografias de transmisidon se observo una intensa y amplia vacuolizacién a lo
largo del micelio y conidios, salida del material citoplasmico y presencia de material fibrilar. No hubo efecto fungicida del quitosano cuando
se aplico directamente en los frutos de mango, aunque si redujo la extensién de la enfermedad mas de 50 %. La maduracién de los frutos
tratados fue muy similar a aquellos del tratamiento control.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: Mangifera indica L.; mancha negra del mango, compuesto natural.

EVALUATION OF ANTIFUNGAL ACTIVITY OF CHITOSAN IN Alternaria alternata
AND IN THE QUALITY OF ‘TOMMY ATKINS’ MANGO DURING STORAGE

ABSTRACT

The objectives of this investigation were a) to determine the best concentration of chitosan to reduce Alternaria alternata development in
relation to mycelial growth, germination and sporulation, b) to observe through scanning and electron microscopy the effect of chitosan level
at the morphological and cellular level and c) to evaluate the efficiency of this compound to control A. alternata in mango cv. “Tommy Atkins’
fruits and its effect on fruit ripening during storage.Results demonstrated that the most effective concentration of chitosan was 1.0 %, because
it reduced mycelial growth and sporulation by as much as 70 % and completely inhibited the germination of its conidia. In the scan and trans-
mission micrographs an intense and ample vacuolization is observed along the mycelia and conidia, leakage of cytoplasmic material and
presence of fibrilar material. There was no fungicidal effect of the chitosan when it was applied directly to mango fruits, although it reduced
the extension of the disease by more than 50 %. Ripening of treated fruit was very similar to that of the control treatment.

ADDITIONAL KEYWORDS: Mangifera indica L.; mango black spot, natural compound.
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INTRODUCCION

México es considerado uno de los principales paises
productores de mango; en el aino 2005 ocupé el quinto lugar
(Anonimo, 2005). Los estados de Sinaloa, Veracruz, Chia-
pas, Michoacan, Guerrero, Nayarit y Oaxaca aportan gran
parte de la produccion nacional (92 %) (Anénimo, 2010). En
Nayarit predomina la produccion de mango ‘Tommy Atkins’,
considerado como el de mayor mercado mundial.

Pese a los grandes adelantos que se han realiza-
do en los ultimos afios dentro del campo de la tecnologia
postcosecha en la producciéon de mango, se mantiene un
alto indice de pérdidas. Si bien es dificil su cuantificacion,
se calcula que puede alcanzar, dependiendo del pais, has-
ta un 50 %, en el cual tienen un rol muy importante los
dafios causados por microorganismos, especialmente por
hongos (Bautista-Bafos et al., 1998).

La susceptibilidad de los frutos de mango a las enfer-
medades se incrementa después de la cosecha y durante
el periodo de almacenamiento, debido a los cambios fisio-
I6gicos ocurridos bajo estas condiciones, que facilitan el
desarrollo de los patégenos. Las condiciones climaticas del
estado de Nayarit (alta humedad relativa y altas tempera-
turas) favorecen el desarrollo de patégenos, lo que causa
pérdidas considerables. Alternaria alternata es uno de los
principales hongos fitopatégenos que afectan a los frutos
de mango en el estado de Nayarit.

Alternaria alternata es un hongo que puede ser encon-
trado en muchos tipos de plantas, frutos y otros sustratos,
incluyendo alimentos, aceites y textiles (Simmons, 1992).
La enfermedad causada por A. alternata en los frutos de
mango se nombra mancha negra del fruto y se caracteri-
za por depresiones, de ovales a circulares, y lesiones que
eventualmente llegan a tornarse de color negro (como re-
sultado de la esporulacién masiva del patégeno). La pulpa
se oscurece y ablanda a medida que las manchas pene-
tran. El control de la mancha negra del fruto de exportacién
se realiza principalmente con la aplicaciéon precosecha de
fungicidas (Ploetz et al., 1998) y se refuerza durante el ma-
nejo postcosecha con hidrotratamientos y la aplicacion del
fungicida procloraz (N-propil-N-[2-(2,4,6-tricloro fenoxi) etil]
imidazol-1-carboxamida).

El uso del quitosano en la proteccion de frutos ha sido
estudiado durante mas de 15 afios. Se resaltan sus propie-
dades fungicidas y bactericidas, su capacidad para formar
peliculas y su baja toxicidad para el ser humano. Sin em-
bargo, ha sido una alternativa poco explorada en el control
de A. alternata en frutos de mango.

El quitosano es un polimero biodegradable, no téxico,
bioactivo, que ha demostrado efectos fungicidas e indu-
ce mecanismos de defensa en tejidos vegetales (Wilson

INTRODUCTION

Mexico is considered one of the principal mango pro-
ducing countries; in 2005 it occupied fifth place (Anony-
mous, 2005). The states of Sinaloa, Veracruz, Chiapas,
Michoacan, Guerrero, Nayarit and Oaxaca contribute a
large part of the national production (92 %) (Anonymous,
2010). In Nayarit, production of “Tommy Atkins” mango
predominates, variety that is considered to have the larg-
est market worldwide.

Despite the great advances that have been made in
recent years within the field of postharvest technology in
mango production, there is a high index of losses. Although
precise quantification is difficult, it is calculated that loss-
es may be as high as 50 %, depending on the country, in
which damage caused by microorganisms has a major role,
especially by fungus (Bautista-Banos et al., 1998).

The susceptibility of mango fruit to disease increas-
es after harvest and during the storage period, due to the
physiological changes that occur under these conditions
that facilitate the development of the pathogens. The cli-
matic conditions of the state of Nayarit (high relative hu-
midity and high temperatures) favor the development of
pathogens, which causes considerable losses. Alternaria
alternata is one of the principal phytopathenogenic fungi
that affect mango fruit in the state of Nayarit.

Alternaria alternata is a fungus that can be found in
many types of plants, fruits and other substrates, includ-
ing foods, oils and textiles (Simmons, 1992). The disease
caused by A. alternata in mango fruit is called black spot
and is characterized by ovoid or circular depressions, and
lesions that eventually turn black (result of the massive
sporulation of the pathogen). The pulp darkens and softens
as the spots penetrate. Control of black spot of the exporta-
tion fruit is carried out principally with the postharvest ap-
plication of fungicides (Ploetz et al., 1998) and is reinforced
during the postharvest management with hydrotreatments
and the application of the fungicide prochloraz (N-PROPIL-
N-[2-(2,4,6-trichloro fenoxi) ethyllimidazol-1-carboxamide).

The use of chitosan in the protection of the fruit has
been studied for over 15 years. Its fungicidal and bacteri-
cidal properties are outstanding, along with its capacity to
form films, and its low toxicity for humans. However, few
studies have been made on its use as an alternative in the
control of A. alternata in mango fruit.

Chitosan is a biodegradable polymer, non-toxic, bioac-
tive, that has demonstrated fungicidal effects and induces
defense mechanisms in plant tissue (Wilson et al., 1994;
Terry & Joyce, 2004). It is considered one of the most prom-
ising products for the control of various fungi in postharvest,
as is demonstrated in the work of Ghaouth et al. (19923,
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et al, 1994; Terry & Joyce, 2004). Es considerado uno de
los productos mas prometedores para el control de varios
hongos en postcosecha, como lo demuestran los trabajos
de Ghaouth et al. (1992a, 1992b), Reddy et al. (1998), Ben-
Shalom et al. (2003) y Bautista-Bafos et al. (2003). El cre-
cimiento de diversos hongos postcosecha como A. alterna-
ta, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum,
Rhizopus stolonifer y Penicillium spp se inhibié en medio
nutritivo usando diferentes concentraciones de quitosano.
Al estudiar su efecto sobre los hongos F. oxysporum, P.
digitatum y R. stolonifer, Bautista-Bafios et al. (2004) con-
cluyeron que éste afectd varios estados de desarrollo de
dichos hongos, al inhibir el crecimiento micelial y la esporu-
lacion. En otros estudios, el hongo A. alternata aislado de
jitomate se inhibié con una concentracion de quitosano al
2.5 % (Sanchez-Dominguez et al., 2007).

Ademas, numerosos autores, utilizando distintas
concentraciones de quitosano, han reportado su efecto
fungicida en el control de pudriciones postcosecha sobre
un importante numero de frutas y hortalizas (Ghaouth et
al., 1991a; Du et al., 1997; Ghaouth et al., 1994; Zhang y
Quantick, 1998; Eryani-Raqeeb et al., 2009; Ramos-Garcia
et al., 2010).

El presente trabajo tuvo como primer objetivo obtener
la concentracién de quitosano adecuada para inhibir el cre-
cimiento micelial, germinacién y esporulacion de A. alter-
nata aislado de frutos de mango. Como segundo objetivo
se observaron las posibles alteraciones a nivel morfoldgico
y celular por efecto de la aplicacion de este compuesto y
como tercer objetivo se evalué su efecto fungicida sobre
el desarrollo de la enfermedad en mango ‘Tommy Atkins’
y su influencia sobre algunas propiedades fisico-quimicas
asociadas con la calidad del fruto después de un periodo
de almacenamiento de 12 dias.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento del hongo

La cepa del hongo A. alternata que se utilizé en el tra-
bajo se aislé de frutos de mango ‘Tommy Atkins’ y se alma-
cend a 2 °C en el cepario del Instituto Tecnoldgico de Tepic.
Posteriormente se activd en papa dextrosa agar (PDA) y
en frutos de mango de esta variedad.

Preparacioén del quitosano y siembra de A. alternata en
las cajas Petri

La preparacion de las diferentes concentraciones de
quitosano (Q) se llevé a cabo siguiendo la metodologia de
Ghaouth et al. (1991b). Se elaboré una solucién stock de
1.0 g de quitosano bajo peso molecular (Mw = 1.74x10*
Da, 75 — 85 % grado de desacetilacion; FW = 161 20,000
cps) (Sigma-Aldrich), la cual se disolvié en 100 ml de agua
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1992b), Reddy et al. (1998), Ben-Shalom et al. (2003) and
Bautista-Bafios et al. (2003). The growth of diverse posthar-
vest fungi such as A. alternata, Colletotrichum gloeosporoi-
des, Fusarium oxysporum, Rhizopus stolonifer and Penicil-
lium spp. was inhibited in nutritive medium using different
concentrations of chitosan. After studying its effect on the
fungi F. oxysporum, P. digitatum and R. stolonifer, Bautista-
Barios et al. (2004) concluded that it affects various devel-
opment stages of these fungi, by inhibiting mycelial growth
and sporulation. In other studies, the fungus A. alternata
isolated from tomato was inhibited with a concentration of
chitosan at 2.5 % (Sanchez-Dominguez et al., 2007).

Furthermore, numerous authors, utilizing different
concentrations of chitosan, have reported its fungicidal ef-
fect in the control of postharvest rot in an important num-
ber of fruits and vegetables (Ghaouth et al., 1991a; Du et
al., 1997; Gaouth et al., 1994; Zhang and Quantick, 1998;
Eryani-Raqeeb et al., 2009; Ramos-Garcia et al., 2010).

The objective of the present study was to obtain the
adequate concentration of chitosan for inhibiting mycelial
growth, germination and sporulation of A. alternata isolated
from mango fruit. As second objective, the possible altera-
tions at the morphological and cellular level resulting from
the application of this compound were observed. The third
objective was to evaluate the fungicidal effect on the de-
velopment of the disease in mango ‘Tommy Atkins’ and its
influence on some physio-chemical properties associated
with fruit quality after a storage period of 12 days.

MATERIALS AND METHODS
Isolation of the fungus

The strain of the fungus A. alternata that was used
in the study was isolated in “Tommy Atkins’ mango fruits
and was stored at 2 °C in the strain collection of the
Technological Institute of Tepic. Afterwards it was acti-
vated in potato dextrose agar (PDA) and in mango fruits
of this variety.

Preparation of the chitosan and sowing of A. alternata
in Petri dishes

The preparation of the different concentrations of
chitosan (Q) was carried out following the methodology of
Ghaouth et al. (1991b). A stock solution was made of 1.0
g of chitosan under molecular weight (Mw = 1.74x10* Da,
75 — 85 % degree of desacetilation; FW = 161 20,000cps)
(Sigma-Aldrich), which was dissolved in 100 ml of distilled
water with 2 ml of acetic acid and constant agitation for 24
h at room temperature. The necessary dilutions were made
to adjust the concentrations to 0.05, 0.1, 0.5 and 1 %. The
solutions were adjusted to pH 5.5 with a solution of NaOH
at 1N. 0.1 ml of Tween 80 was added. Next, the chitosan
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destilada con 2 ml de 4cido acético y agitacion constante
por 24 h a temperatura ambiente. Se hicieron las dilucio-
nes necesarias para ajustar las concentraciones a 0.05,
0.1, 0.5y 1 %. Las soluciones se ajustaron a pH 5.5 con
una solucion de NaOH al 1N. Se afadi6é 0.1 ml de Tween
80. Posteriormente, el quitosano y el PDA se esterilizaron
en forma separada para después vaciarse en cajas Petri
de 85 mm de diametro. La inoculacién de A. alternata se
realiz6 en el centro de las cajas Petri tomando peque-
fos circulos de aproximadamente 5 mm de diametro de
PDA que contenia el hongo de aproximadamente ocho
dias de desarrollo. Para los tratamientos testigo o control
se utilizaron cajas Petri unicamente con PDA. Para cada
tratamiento (concentracion) y el control se hicieron cinco
repeticiones. Las cajas se incubaron a 25 + 1 °C durante
12 dias.

Variables evaluadas in vitro
Crecimiento e inhibicion micelial

El crecimiento micelial de los hongos se midié cada
24 h durante 12 dias utilizando un vernier marca Truper,
en cinco cajas Petri por tratamiento. EI promedio de los
valores obtenidos (mm) se graficd en una cinética de creci-
miento. El porcentaje de inhibicion correspondié a los valo-
res finales que se obtuvieron del crecimiento micelial.

Esporulacién

Para determinar la esporulacion final se utilizaron las
mismas cajas Petri donde se midié el crecimiento mice-
lial. A cuatro cajas Petri por tratamiento se les agregaron
10 ml de agua estéril. Con una varilla de vidrio estéril se
raspo la superficie de la caja, y posteriormente se filtrd la
solucién resultante dos veces a través de una gasa estéril,
para eliminar el micelio presente. Se tomaron 50 pul de la
solucién filtrada, se colocaron en un hemacitometro y se
midio la concentracion final de esporas. Se llevaron a cabo
100 observaciones por tratamiento en un microscopio 6pti-
co Nikon Eclipse E600.

Germinacion

Para la evaluacion de la germinacion de las esporas
se tomaron alicuotas de 50 ul de una suspensién conidial
de esporas provenientes de cultivos de A. alternata sin tra-
tar de ocho dias de desarrollo. La concentracion utilizada
fue 108-ml, la cual se pipeted sobre tres discos por trata-
miento con medio PDA que contenia las diferentes con-
centraciones de quitosano arriba mencionadas y el con-
trol. Los discos se observaron al microscopio 6ptico (Nikon
Eclipse E600) cada hora durante ocho h. La germinacion
se detuvo agregando una gota de lactofenol-safranina. Los
valores se expresaron en numero de esporas por ml.

and the PDA were sterilized separately to later be emptied
into Petri dishes of 85 mm of diameter. The inoculation of
A. alternata was made in the center of the Petri dishes tak-
ing small circles of approximately 5 mm diameter of PDA
that contained the fungus of approximately 8 days of devel-
opment. For the control treatments Petri dishes with only
PDA were used. For each treatment (concentration) and
the control five replicates were made. The dishes were in-
cubated at 25 + 1 °C during 12 days.

Variables evaluated in vitro
Mycelial growth and inhibition

Mycelial growth of the fungi was measured every 24
h during 12 days using a Truper vernier, in five Petri dishes
per treatment. The average of the values obtained (mm)
was graphed in a growth kinetic. The percentage of inhibi-
tion corresponded to the final values that were obtained of
mycelial growth.

Sporulation

To determine the final sporulation the same Petri dish-
es were used where the mycelial growth was measured. To
four Petri dishes per treatment, 10 ml of sterile water were
added. The surface of the dish was scraped with a sterile
glass rod, and then the resulting solution was filtered twice
through a sterile gauze to eliminate the mycelia present. 50
WL of the filtered solution were taken and placed in a hema-
cytometer and the final spore concentration was measured.
100 observations were made per treatment in an optical
Nikon Eclipse E600 microscope.

Germination

For the evaluation of germination of the spores, ali-
quots of 50 uL were taken from a conidial suspension of
spores from cultures of A. alternata without treatment,
of eight days of development. The concentration used
was 108-ml', which was applied with a pipette over three
discs per treatment with PDA medium that contained the
abovementioned different concentrations of chitosan and
the control. The discs were observed through the opti-
cal microscope (Nikon Eclipse E600) every hour during
eight h. Germination was detained by adding a drop of
lactofenol-safranine. The values were expressed in num-
ber of spores per ml.

Processing of the samples for observations in electronic
scan (ESM) and transmission microscope (ETM)

For the observations in both microscopes cultures of
A. alternata of 12 days were used from the treatments with
the chitosan concentration at 1 % and the control.
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Procesamiento de las muestras para observaciones
en microscopia electrénica de barrido (MEB) y de
transmision (MET)

Para las observaciones en ambas microscopias se
utilizaron cultivos de A. alternata de 12 dias de desarrollo
provenientes de los tratamientos con la concentracion de
quitosano al 1 % y el control.

MEB

Las muestras de A. alternata se fijaron en soluciones
de glutaraldehido al 2.5 %, las cuales se colocaron en va-
cio para eliminar cualquier burbuja de aire presente en las
muestras. Se lavaron con buffer de fostato sorensen (pH
7.1 1 M) tres veces por 20 min. Se realizaron lavados con
etanol a concentraciones graduales (30, 40, 50, 60, 70, 80
y 90 %) por 50 min cada uno y al 100 % tres veces por 20
min. Las muestras se secaron en presencia de CO, por
40 min (Sandri-780A), se montaron en portamuestras de
platén y se recubrieron con oro en una ionizadora de me-
tales (lon Sputter JFC-1100, Jeol, Fine Coat) por 15 min.
Se observaron en un microscopio electrénico de barrido
(JEOL- JSM 6390) operando a 10 Kv.

MET

Las muestras de A. alternata se fijaron en 1 mm cubi-
co de glutaraldehido al 2.5 %. Se enjuagaron en PBS (solu-
cion buffer de fosfatos) durante media hora y posteriormen-
te se fijaron en tetradxido de osmio al 1 % por una horay se
les hicieron cuatro lavados con PBS de cinco minutos cada
uno. Después, las muestras fueron deshidratadas con eta-
nol en concentraciones graduales (70, 80, 90 y 96 %) por
10 min cada vez y se lavaron tres veces por cinco minutos
con etanol al 100 %. Las muestras se colocaron en tres
cambios de 6xido de propileno por cinco minutos cada una
y en resina epoxica durante 16 h a temperatura ambiente.
Las muestras se incluyeron en resina a 60 °C por 15 h. Se
obtuvieron cortes ultrafinos de 70 um que se colocaron en
rejillas de cobre para ser contrastados con acetato de ura-
nilo por 20 min y citrato de plomo por 10 min. Las rejillas se
observaron en un microscopio electronico de transmision
de electrones (Joel modelo 1010).

Pruebas in vivo
Material vegetal

Los frutos de mangos “Tommy Atkins’ se recolectaron
de una huerta localizada en el poblado de Atonalisco, Tepic,
Nayarit, en estado de madurez de consumo (coloracion del
fruto verde oscuro). Los frutos fueron desinfectados con
una solucién al 2 % de hipoclorito de sodio y agua estéril
durante un minuto para eliminar impurezas y se dejaron
secar a temperatura ambiente.
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ESM

The samples of A. alternata were fixed in solutions
of glutaraldehyde at 2.5 %, which were placed in a
vacuum to eliminate any air bubbles present in the
samples. They were washed with Sorensen phosphate
buffer (pH 7.1 1M) three times for 20 min. Washings were
made with ethanol at gradual concentrations (30, 40, 50,
60, 70, 80 and 90 %) for 50 min each one and at 100 %
three times for 20 min. The samples were dried in the
presence of CO, for 40 min (Sandi-780A), were mounted
on plate slides and covered with gold in a metals ionizer
(lon Sputter JFC-1100, Jeol, Fine Coat) for 15 min. They
were observed in an electronic scan microscope (JEOL-
JSM 6390) operating at 10 Kv.

ETM

The samples of A. alternate were fixed in 1 cubic
mm of glutaraldehyde at 2.5 %. They were rinsed in PBS
(phosphate buffer solution) during half an hour and then
they were fixed in osmium tetraoxide at 1 % for one hour
and four washings were made with PBS of five minutes
each one. Then, the samples were dehydrated with etha-
nol in gradual concentrations (70, 80, 90 and 96 %) for 10
min each time and they were washed three times for five
minutes with ethanol at 100 %. The samples were placed
in three changes of propylene oxide for five minutes each
one and in epoxy resin during 16 h at room temperature.
The samples were included in resin at 60 °C for 15 h. Ul-
trafine cuts of 70 ym were obtained and placed in copper
screens to be contrasted with uranyl acetate for 20 min
and lead citrate for 10 min. The screens were observed
in an electronic microscope of electron transmission (Joel
model 1010).

In vivo assays
Plant material

The fruits of “Tommy Atkins” mango were collected
in an orchard located in the town of Atonalisco, Tepic,
Nayarit, in a state of consumption ripeness (dark green
fruit coloration). The fruits were disinfected with a solu-
tion at 2 % of sodium hypochlorite and sterile water during
one minute to eliminate impurities and left to dry at room
temperature.

Inoculation of A. alternata in mango fruits

The harvested fruits were inoculated by means of
a system of lesions of 1 cm depth made with a sterile
probe. 150 ul of the suspension of spores at a concentra-
tion of 10® were placed in the wound. The mangos were
left to air during 24 h before making the application of the
chitosan treatments.
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Inoculacién de A. alternata en los frutos de mango

Se procedio a inocular los frutos cosechados median-
te un sistema de herida de 1 cm de profundidad realizada
con un punzon estéril. Se colocaron en la herida en ambas
caras del fruto 150 ul de la suspension de esporas de una
concentracion de 10°. Los mangos se dejaron al aire libre
durante 24 h antes de llevar a cabo la aplicacion de los
tratamientos con quitosano.

Tratamiento de los frutos con quitosano

Se preparé una solucion de quitosano al 1 % siguien-
do la metodologia antes descrita, cuya concentracion fue el
mejor tratamiento en las pruebas in vitro. Esta solucion se
aplicé por inmersioén de los frutos de mango por 40 seg. Des-
pués se dejaron al aire libre por cinco horas y se almacena-
rona12+1°Cy25+1°Cpor15dias. Para las evaluaciones
fitopatoldgicas, la unidad experimental consistié en 25 frutos
por tratamiento con cuatro repeticiones. Las evaluaciones
fisicoquimicas se realizaron en cinco frutos por tratamiento
con cuatro repeticiones. El experimento se repitié en su tota-
lidad dos veces. Los resultados se promediaron.

Variables evaluadas in situ
Evaluacion fitopatologica

La incidencia de la enfermedad se evalué como por-
centaje de infeccion al término de los 12 dias de almacena-
miento en ambas temperaturas de almacenamiento.

Diariamente se midi6 el crecimiento del desarrollo mi-
celial en las heridas artificialmente inoculadas. La severi-
dad se calculé utilizando la ecuacion propuesta por Vero y
Mondino (1999).

% Severidad = L:;—\: x 100

Donde:

DLA = Diametro promedio de las lesiones de las heridas
tratadas

DLC = Diametro promedio de las lesiones de las heridas
control

Evaluaciones fisicoquimicas
Pérdida fisioldégica de peso

Cinco frutos por tratamiento se pesaron diariamente
en una bascula digital marca Sartorius modelo BL 3100.

Los resultados se reportaron en porcentaje de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

Treatment of the fruits with chitosan

A solution of chitosan at 1 % was prepared following
the abovementioned methodology, whose concentration
was the best treatment in the in vitro assays. This solution
was applied by immersion of the mango fruits for 40 sec.
Later they were left out to air for five hours and stored at 12
+1°Cand 25 £ 1 °C for 15 days. For the phytopathology
evaluations, the experimental unit consisted of 25 fruits per
treatment with four replicates, The physiochemical evalua-
tions were made in five fruits per treatment with four rep-
licates. The experiment was repeated in its totality twice.
The results were averaged.

Variables evaluated in situ
Phytopathological evaluation

The incidence of the disease was evaluated as per-
centage of infection at the end of the 12 days of storage at
both temperatures of storage.

Growth of mycelia development was measured in the

artificially inoculated wounds. Severity was calculated us-
ing the equation proposed by Vero and Mondino (1999).

x100

DLA
% Severity = DLC

Where:
DLA = Average diameter of the treated lesions
DLC = Average diameter of the control lesions
Physiochemical evaluations
Physiological weight loss
Five fruits per treatment were weighed daily in a Sar-

torius model BL 3100 digital scale. Results were reported in
percentage according to the following equation:

Initial weight - Actual weight
% Loss = x100
Initial weight

Firmness

For the determination of firmness five fruits per treat-
ment were taken. The penetration (6 mm) test was used
in both sides of the fruit (three penetrations per side) with
a Shimpo model FGE-50 universal texturometer. The re-
sults were the average of the values obtained and were
expressed in Newtons (N).

Evaluacion de la actividad...
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Firmeza

Para la determinacién de la firmeza se tomaron cinco
frutos por tratamiento. Se empleé la prueba de penetracién
(6 mm) en ambas caras del fruto (tres penetraciones por
cara) con un texturémetro universal marca Shimpo modelo
FGE-50. Los resultados fueron el promedio de los valores
obtenidos y se expresaron en Newtons (N).

Sdlidos solubles totales (SST)

En los frutos empleados para evaluar la firmeza se de-
terminaron también los SST con un refractometro Abbé. Los
resultados obtenidos se reportaron en °Brix, con correccion
por temperatura para los datos correspondientes a 20 °C.

pH

El pH se determiné con la ayuda de un potenciémetro
marca Hanna Instrument pH 300 en los frutos previamente
utilizados para evaluar la firmeza y los SST.

Acidez titulable

La acidez titulable se determiné empleando mues-
tras homogenizadas de 5 g provenientes de 10 frutos
por tratamiento, las cuales se titularon con NaOH 0.044
N valorado usando fenolftaleina como indicador. Los cal-
culos se reportaron en % de acido citrico aplicando la
siguiente ecuacion:

_ NxVxMeq "
P

A 100

Donde:
A =Acidez en % de acido citrico

N = Normalidad de NaOH V = Volumen de NaOH gastados
(cm?)

Meq = miliequivalentes de acido citrico (0.064)
P = Cantidad de muestra (g)

Para la firmeza, SST, pH y acidez titulable también se
obtuvieron valores de ambas caras del fruto, y se calculd
un promedio final.

Analisis estadistico

Todos los experimentos se llevaron a cabo bajo un
disefio completamente al azar. Se realizé un analisis de
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Total soluble solids (TSS)

To evaluate firmness, the TSS were also determined
in the fruits with an Abbé refractometer. The obtained re-
sults were reported in °Brix, with correction for temperature
for the data corresponding to 20 °C.

pH

The pH was determined with the aid of a Hanna Ins-
trument potenciometer pH 300 in the fruits that were pre-
viously used to evaluate firmness and the TSS.

Titratable acidity

Titratable acidity was determined using homogenized
samples of 5 g from 10 fruits per treatment, which were ti-
trated with NaOH 0.044 N valued by using phenolphthalein
as indicator. The calculations were reported in % of citric
acid applying the following equation:

_ NxVxMeq "
P

A 100

Where:

A = Acidity in % of citric acid

N = Normality of NaOH V = Volume of NaOH spent (cm?®)
Meq = milequivalents of citric acid (0.064)

P = Quantity of sample (g)

For firmness, TSS, pH and titratable acidity, values
were obtained from both sides of the fruit, and a final aver-
age was calculated.

Statistical analysis

All of the experiments were carried out under a com-
pletely randomized design. An analysis of variance was
made along with comparison of means of Tukey (P< 0.05).

RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows the results of mycelia growth of A.
alternata during the 12 days of incubation at 25 °C. An in-
verse relationship was observed between mycelia growth
and the concentration of chitosan applied. With respect to
the control, all of the treatments with chitosan influenced
the growth of this fungus. The lowest growth of A. alter-
nata was registered in the concentration of 1.0 %. With re-
spect to mycelial inhibition, germination and sporulation,
significant differences were observed (P < 0.05) among
the treatments of the three variables analyzed (Table 1).
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varianza y se hicieron pruebas de comparacion de medias
de Tukey (P < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestran los resultados del creci-
miento micelial de A. alternata durante los 12 dias de in-
cubacion a 25 °C. Se observé una relacion inversa entre
el crecimiento micelial y la concentracion de quitosano
aplicada. En comparacion con el control, todos los trata-
mientos con quitosano influyeron en el crecimiento de este

Inhibition of mycelia growth and of germination of A. al-
ternata was not determined in the treatment with PDA
alone. However, in the concentration of 1.0 %, there was
no germination of the fungus, and lower sporulation was
registered (1.4 x 108 spores-ml') compared with the other
treatments and the control.

In agreement with these results, other investiga-
tions have also reported the same behavior in a diversity
of microorganisms, such as C. gloeosporioides, Fusarium
sp. and P. digitatum, among others. Bautista-Bafnos et al.

- - N N w w P
o [$)] o (@] o )] o
J

(3]

Crecimiento micelial / Mycelial growth (mm)

o

—&—Control
——Q 0.05%
—4—Q0.1%
—&-Q0.5%
——Q 1.0%

3 4 6 7

Concentracion de quitosano /
Concentration of chitosan

% 1

Dias de incubacion / Days of incubation (25 °C)

8 9 10 11

FIGURA 1. Cinética del crecimiento del hongo Alternaria alternata aislado de mango ‘Tommy Atkins’, durante 12 dias de incubacién a 25 °C
en medio PDA solo o con diferentes concentraciones de quitosano.

FIGURE 1. Growth kinetic of the fungus Alternaria alternata isolated from ‘Tommy Atkins’ mango, during 12 days of incubation at 20 °C in PDA

medium, alone or with different concentrations of chitosan.
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hongo. El menor crecimiento de A. alternata se registré en
la concentracion de 1.0 %. En relacién a la inhibicion mice-
lial, germinacion y esporulacion se observaron diferencias
significativas (P < 0.05) entre los tratamientos de las tres
variables analizadas (Cuadro 1). No se determiné inhibi-
cién del crecimiento micelial y de la germinacion de A. al-
ternata en el tratamiento con PDA solo. Sin embargo, en la
concentracién de 1.0 % no hubo germinacién del hongo, y
se registroé la menor esporulacion (1.4 x 108 esporas-ml™)
en comparacioén con los tratamientos restantes y el control.

En concordancia con estos resultados, en otras in-
vestigaciones también se ha reportado el mismo comporta-
miento en una diversidad de microorganismos, tales como
C. gloeosporioides, Fusarium sp y P. digitatum entre otros.
Bautista-Barios et al. (2004) mencionan que en general, las
concentraciones superiores al 1.5 % inhibieron el desarro-
llo de estos hongos, aunque la concentracion inhibitoria de-
pendié del microorganismo evaluado. Estudios previos con
A. alternata aislado de jitomate demostraron similitud con
los resultados del presente trabajo, pues se reporté que el
crecimiento micelial disminuyé a medida que se aumentd
la concentracion de quitosano. La inhibicion completa se
encontrd a la concentracion de 2.5 %. Asimismo, el quito-
sano de medio peso molecular tuvo un mayor efecto inhibi-
torio en comparacién con el de bajo o alto peso molecular
(Sénchez-Dominguez et al., 2011). En el presente estudio
el quitosano de bajo peso molecular mostré una inhibicion
significativa de A. alternata.

Se ha mencionado en numerosas investigaciones (Hi-
rano y Nagao, 1989; Song et al., 2002; Bautista-Bafios et
al., 2006), que la respuesta inhibitoria de los hongos y bac-
terias tratadas con quitosano puede deberse al caracter
catiénico de este compuesto (Sandford, 1989). Se indica
que la interaccién de los grupos amino libres, cargados po-
sitivamente en medio acido, con los residuos negativos de
las macromoléculas expuestas en la pared de los hongos,
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(2004) mention that in general, the concentrations higher
than 1.5 % inhibited the development of these fungi, al-
though the inhibitory concentration depended on the micro-
organism being evaluated. Previous studies with A. alter-
nata isolated from tomato demonstrated similarity with the
results of the present study, given that it was reported that
mycelia growth decreased as the concentration of chitosan
was increased. Complete inhibition was found at a concen-
tration of 2.5 %. Similarly, the chitosan of medium molecu-
lar weight had a higher inhibitory effect compared with that
of low or high molecular weight (Sdnchez-Dominguez et
al., 2011). In the present study the chitosan of low molecu-
lar weight presented a significant inhibition of A. alternata.

It has been mentioned in numerous investigations (Hi-
rano and Nagao, 1989; Song et al., 2002; Bautista-Bafos
et al., 2006) that the inhibitory response of the fungi and
bacteria treated with chitosan may be due to the cationic
character of this compound (Sandford, 1989). It is indicat-
ed that the interaction of the free amino groups, positively
charged in acid medium, with the negative residues of the
exposed macromolecules in the wall of the fungi, change
the permeability of the plasmatic membrane, with the re-
sulting alteration of its principal functions, such as the out-
put of wastes and intake of nutrients (Benjamou, 1992). In
recent studies made by Palma-Guerrero et al. (2009; 2010),
it was reported that chitosan affects the permeability of the
membrane and its composition in the fungus Neurospora
crassa. In other studies it was demonstrated that chitosan
influences the output of potassium, the pH of the medium
and the activity of the ATPasa in the cell membrane of the
fungus R. stolonifer (Garcia-Rincon et al., 2010).

Figures 2 and 3 present the micrographs made of the
mycelia and conidia of A. alternata treated with chitosan at
1.0 % and without treatment. In general, in the micrographs
in MEB no differences were observed in the morphology
of the mycelia and the conidia treated and untreated with

CUADRO 1. Efecto del quitosano a diferentes concentraciones en el crecimiento micelial, germinacién y esporulaciéon del hongo

Alternaria alternata.

TABLE 1. Effect of chitosan at different concentrations on mycelial growth, germination and sporulation of the fungus Alternaria alternata.

Inhibicién del crecimiento micelial /

Quitosano / Chitosan (%) "\ ipition of mycelial growth (%)+

Germinacioén / Germination

(%)

Esporulacion (esporas ml')+/

Sporulation(spores ml-')+

0.05 11.5d*

0.1 23.1c

0.5 55.0b

1.0 70.0a
Control (PDA) 0.0e

6.4c 2.2 x10%
17.6b 24x10%c
1.7d 2.1 x 10%
0.0e 1.0 x 10°b
100a 1.4 x 10°a

*Letras similares en columnas son iguales de acuerdo a la prueba de Tukey (P < 0.05). + 12 dias y *8 h de incubacion, respectivamente.

*Similar letters in columns are equal according to the Tukey test (P < 0.05). + 12 days and *8 h of incubation, respectively.
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cambian la permeabilidad de la membrana plasmatica,
con la consecuente alteraciéon de sus principales funcio-
nes, como la salida de desechos y entrada de nutrientes
(Benhamou, 1992). En recientes estudios realizados por
Palma-Guerrero et al. (2009; 2010), se reportd que el qui-
tosano afecta la permeabilidad de la membrana y su com-
posicion en el hongo Neurospora crassa. En otros estudios
se demostro que el quitosano influye la salida de potasio, el
pH del medio y la actividad de la ATPasa en la membrana
celular del hongo R. stolonifer (Garcia-Rincén et al., 2010).

En las Figuras 2 y 3 se muestran las micrografias
realizadas al micelio y conidios de A. alternata tratado con
quitosano al 1.0 % vy sin él. En general, en las micrografias
en MEB no se observaron diferencias en la morfologia del
micelio y los conidios tratados y no tratados con el quito-
sano (Figura 2). Sin embargo, en las micrografias en MET
se observo en el micelio y conidio tratados con quitosano
una intensa y amplia vacuolizacion a lo largo de estas es-
tructuras (Figura 3). Ademas, también se observo ruptura
de la membrana celular del micelio que origina la salida
del material citoplasmico (Figura 3B). Alrededor de la pared
celular del micelio y conidios tratados con quitosano se de-
sarrollé6 material mucilaginoso. Contrario a este efecto, en
A. alternata del tratamiento control se observaron algunos
organelos bien delimitados como el nucleo y vacuolas (Fi-
gura 3D y E), pared y membrana celular.

Sanchez-Dominguez et al. (2011) reportaron altera-
ciones similares a nivel celular en un aislamiento de A. al-
ternata de jitomate, debidas a la aplicacién de quitosano
en concentracion de 1.5 %. Observaron desintegracion de
la pared celular, contracciéon de la membrana citoplasmi-
ca y la eventual salida del material citoplasmico. En otros
hongos fitopatégenos como Phythium aphanidermatum, R.
stolonifer, F. oxysporum f. sp. radicis-lycopercisi y Pocho-
nia chlamidosporia se observaron alteraciones en la pared
y membrana celular de estos fitopatégenos y desorganiza-
cion celular no sélo en micelio sino en los conidios cuando
fueron incubados con quitosano en diferentes concentra-
ciones de 100 a 400 pg:ml’, 3.0 mg-ml”', y 1.0 mg-ml, res-
pectivamente (Ghaouth et al.,1992a; Ghaouth et al., 1994;
Benhamou, 1992; Palma-Guerrero et al., 2008).

Contrario a lo reportado en otras investigaciones, la
aplicacién del quitosano en frutos de mango no controlé la
infeccion causada por A. alternata (Cuadro 2). La inciden-
cia de la enfermedad fue de 100 % en ambas temperatu-
ras de almacenamiento. Sin embargo, el desarrollo de la
enfermedad sobre los frutos tratados con el quitosano al
1 % fue menor (58 %) en comparacion con los no tratados
y almacenados a 25 °C (90 %) y los frutos del tratamiento
control (100 %). Como se ha mencionado anteriormen-
te, similares resultados fueron reportados por Sanchez-
Dominguez et al. (2011), quienes obtuvieron notables
efectos fungicidas sobre A. alternata en estudios in vitro,

chitosan (Figure 2). However, in the micrographs in MET
an intense and ample vacuolization along these structures
was observed in the mycelia and conidia treated with chito-
san (Figure 3). Furthermore, rupture of the cell membrane
of the mycelia was also observed, which caused the out-
put of the cytoplasmic material (Figure 3B). Mucilaginous
material developed around the cell wall of the mycelia and
conidia treated with chitosan. Contrary to this effect, in A.
alternata of the control treatment some well delimited or-
ganelles were observed such as the nucleus and vacuoles
(Figure 3D and E), wall and cellular membrane.

Sanchez-Dominguez et al. (2011) reported similar al-
terations at the cell level in an isolate of A. alternata of to-
mato, due to the application of chitosan at a concentration
of 1.5 %. They observed disintegration of the cell wall, con-
traction of the cytoplasmic membrane and the eventual out-
put of the cytoplasmic material. In other phytopathenogenic
fungi such as Phythium aphanidermatum, R. stolonifer, F.
oxysporum f. sp. radicis-lycopercisi and Pochinia chlami-
dosporia alterations were observed in the cell membrane
and wall of these phytopathogens and cell disorganization,
not only in the mycelia, but also in the conidia when they
were incubated with chitosan in different concentrations of
100 to 400 pg'ml*, 3.0 mg-ml" and 1.0 mg-ml, respectively
(Ghaouth et al., 1992a; Ghaouth et al., 1994; Benhamou,
1992; Palma-Guerrero et al., 2008).

Contrary to what was reported in other investigations,
the application of chitosan in mango fruits did not control
the infection caused by A. alternata (Table 2). The
incidence of the disease was of 100 % in both storage
temperatures. However, the development of the disease
on fruits treated with chitosan at 1 % was lower (58 %) with
respect to the untreated fruit and stored at 25 °C (90 %)
and those of the control treatment (100 %). As has been
previously mentioned, similar results were reported by
Sanchez-Dominguez et al. (2011), who obtained notable
fungicidal effects over A. alternata in studies in vitro, but
with no outstanding effect when the chitosan was applied
in tomatoes artificially inoculated with this phytopathogen
and later stored at room temperature.

Figures 4 and 5 present the development of maturation
of the mangos treated with and without chitosan, and then
stored at 12 to 25 °C. With respect to weight loss, it was
observed that the lowest percentage (approximately 3 % at
the end of 15 days of storage) corresponded to the fruits
treated with chitosan and stored at 12 °C (Figure 4A). The
mangos treated with chitosan and stored at 25 °C had the
highest weight loss (approximately 16 %) with respect to the
other treatments. Fruit firmness fell in a range of 30 to 10 N
in the fruits with chitosan and without treatment, respectively,
independently of the storage temperature (Figure 4B). The
values of °Brix and pH varied from 14 to 18 %, and from 4
to 5.5, respectively (Figures 5A and B). The highest content
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FIGURA 2. Micrografias electrénicas de barrido del hongo Alternaria alternata aislado de mango cv. ‘Tommy Atkins’. A) Tratamiento control
y B) tratamiento con quitosano al 1.0 %.

FIGURE 2. Electronic scan micrographs of the fungus Alternaria alternata isolated from cv. ‘Tommy Atkins’ mango. A) Control treatment and
B) treatment with chitosan at 1.0 %.

FIGURA 3. Micrografias electronicas de transmision del hongo Alternaria alternata aislado de mango cv. ‘Tommy Atkins’. A y B) micelio y
C) conidio tratado con quitosano al 1.0 %. D y E) micelio y conidio incubado solo en PDA. v = vacuola, m = mucilago o material
fibrilar, ¢ = contenido citoplasmico, pc = pared celular, mc = membrana celular, o = organelos y n = nucleo.

FIGURE 3. Electronic transmission micrographs of the fungus Alternaria alternata isolated from cv. ‘Tommy Atkins’ mango. A and B) mycelia
and C) conidia treated with chitosan at 1.0 %. D and E) mycelia and conidia incubated only in PDA. v = vacuole, m = mucilage or
fibrilar material, ¢ = cytoplasmic content, pc = cell wall, mc = cell membrane, o = organelles and n = nucleus.
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CUADRO 2. Efecto del quitosano y temperatura de almacenamiento en la incidencia y severidad de Alternaria alternata en frutos de mango

cv. ‘Tommy Atkins’.

TABLE 2. Effect of chitosan and storage temperature on the incidence and severity of Alternaria alternata in ‘Tommy Atkins’ cv. mango fruits.

Incidencia / Incidence Severidad / Severity
Tratamientos / Treatments

(%) (%)*
Quitosano / Chitosan 1 %

100 58
Temperatura / Temperature 12 °C
Quitosano / Chitosan 1 %

100 90
Temperatura / Temperature 25 °C
Control 100 100

*12 dias de almacenamiento.

*12 days of storage.

pero ningun efecto sobresaliente cuando el quitosano fue
aplicado en jitomates inoculados artificialmente con este
fitopatdgeno y posteriormente almacenados a temperatu-
ra ambiente.

En las Figuras 4 y 5 se muestra el desarrollo de la ma-
duracion de los mangos tratados con quitosano y sin este,
y posteriormente almacenados a 12 y 25 °C. En relacion
con la pérdida de peso, se observé que el menor porcentaje
(aproximadamente de 3 % al término de 15 dias de almace-
namiento) correspondio a los frutos tratados con quitosano y
almacenados a 12 °C (Figura 4A). Los mangos tratados con
quitosano y almacenados a 25 °C tuvieron la mayor pérdida
de peso (aproximadamente 16 %) en comparacion con los
tratamientos restantes. La firmeza de los frutos cayé en un
rango de 30 a 10 N en los frutos con quitosano y sin este,
respectivamente, independientemente de la temperatura de
almacenamiento (Figura 4B). Los valores de °Brix y pH va-
riaron de 14 a 18 %, y de 4 a 5.5 respectivamente (Figuras
5A y B). El contenido de SST mas alto correspondi6 a los
frutos provenientes del control, almacenados a 25 °C, en
tanto que el pH mayor fue en los frutos tratados con quito-
sano y almacenados a esta temperatura. En relacion con el
contenido de acido citrico (Figura 5C), el porcentaje mayor
(0.8 %) correspondié a los mangos tratados y sin tratar con
quitosano cuando se almacenaron a 12 °C.

La respuesta fisioldgica de los frutos tratados con quito-
sano en este trabajo concuerda con investigaciones previas
en varios productos hortofruticolas donde se reporta sobre
Su accidon como una cubierta semipermeable, que regula el
intercambio gaseoso y por lo tanto disminuye la transpiracion
(Bautista-Barios et al., 2006). En general, en estudios lleva-
dos a cabo sobre el efecto de la aplicacion de quitosano en
frutos como el litchi, el platano y el pimiento morrén, se ob-
servé menor pérdida de peso que en productos no tratados,
al ser almacenados a temperaturas menores de los 15 °C
(Kittur et al., 1998; Du et al., 1997; Ghaouth et al., 1991b).
En relacion a las otras variables analizadas, no se encontrd
un efecto significativo por la aplicacion del quitosano, y se
observé que durante el almacenamiento los jitomates trata-
dos con quitosano y sin él siguieron una maduracién normal

of TSS corresponded to the fruits from the control, stored
at 25 °C, while the highest pH was in the fruits treated with
chitosan and stored at this temperature. With respect to the
content of citric acid (Figure 5C), the highest percentage (0.8
%) corresponded to the mangos treated and untreated with
chitosan when they were stored at 12 °C.

The physiological response of the fruits treated with
chitosan in this work agrees with previous investigations
in various fruit products where its action as a semi-per-
meable coating is reported, which regulates the gas ex-
change and therefore diminished transpiration (Bautista-
Bafios et al., 2006). In general, in studies made on the
effect of the application of chitosan on fruits such as litchi,
banana and red bell pepper, lower weight loss was ob-
served than in untreated products, when stored at temper-
atures lower than 15 °C (Kittur et al., 1998; Du et al., 1997,
Ghaouth et al., 1991b). With respect to the other variables
analyzed, no significant effect was found from the applica-
tion of chitosan, and it was observed that during storage
the tomatoes treated with chitosan and without treatment
followed a normal maturation (Sanchez-Dominguez et al.,
2011). However, different authors demonstrate that tem-
perature was the factor that most influenced the final val-
ues of most of the physio-chemical variables evaluated
(Zhang and Quantick, 1998; Ramos-Garcia et al., 2010;
Zhu et al., 2008).

Chitosan is a compound that presents bio-functional
characteristics, given that it can also be used without prob-
lems to elaborate edible coatings. Although in this investiga-
tion the fungicidal activity of chitosan was not demonstrated
when it was applied in situ, it is considered convenient to
experiment in future investigations with this compound as
an edible coating added with other natural compounds
such as botanical extracts and essential oils.

CONCLUSIONS
Mycelial growth, germination and sporulation of A.

alternata showed significant inhibition in the presence of
chitosan at 1.0 %.
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FIGURA 4. Evolucién de la pérdida de peso y firmeza en frutos de mango cv. ‘Tommy Atkins’, tratados con y sin quitosano al 1.0 % y alma-
cenados a 12 y 25 °C durante 15 dias.

FIGURE 4. Evolution of weight loss and firmness in mango fruits cv. ‘Tommy Atkins’, treated with and without chitosan at 1.0 % and stored
at 12 and 25 °C during 15 days.
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FIGURA 5. Evolucién del contenido de sélidos solubles, pH y contenido de acido citrico en frutos de mango cv. ‘Tommy Atkins’, tratados con
y sin quitosano al 1.0 % y almacenados a 12 y 25 °C durante 15 dias.

FIGURE 5. Evolution of the content of soluble solids, pH and citric acid content in mango fruits cv. ‘Tommy Atkins’, treated with and without
chitosan at 1.0 % and stored at 12 and 25 °C during 15 days.
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(Sanchez-Dominguez et al., 2011). Sin embargo, distintos
autores evidenciaron que la temperatura fue el factor que
mas influyd en los valores finales de la mayoria de las va-
riables fisico-quimicas evaluadas (Zhang y Quantick, 1998;
Ramos-Garcia et al., 2010; Zhu et al., 2008).

El quitosano es un compuesto que presenta caracte-
risticas biofuncionales, ya que puede utilizarse también sin
problemas para elaborar recubrimientos comestibles, Aun-
que en esta investigacion no se demostro la actividad fun-
gicida del quitosano cuando se aplico in situ, se considera
conveniente experimentar en futuras investigaciones con
este compuesto como un recubrimiento comestible adicio-
nado con otros compuestos naturales tales como extractos
botanicos y aceites esenciales.

CONCLUSIONES

El crecimiento micelial, germinacion y esporulacién
de A. alternata mostraron una inhibicion significativa en
presencia del quitosano al 1.0 %.

La incubacién de A. alternata en presencia del quito-
sano al 1 % ocasiond una intensa y amplia vacuolizacion
del micelio y esporas, la salida de material citoplasmico y
la formacion de material fibrilar alrededor de las células.

El quitosano aplicado en los frutos de mango no con-
trol6 la mancha negra del fruto pero si inhibio la extension
de la enfermedad.

El proceso de maduracién no se vio afectado por la
combinacion del quitosano y la temperatura.

La temperatura fue el principal factor que afecto los
cambios en el contenido de SST (°Brix), la firmeza y el con-
tenido de acido citrico en los frutos de mango.
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Temperature was the principal factor that affected the
changes in the content of TSS (°Brix) firmness and the citric
acid content in the mango fruits.
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