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Resumen. Alternaria alternata es un hongo que
ocasiona danos en el cultivo de jitomate, se carac-
teriza por producir manchas negras y marchitez en
plantas y frutos; los fungicidas sintéticos son las
principales herramientas para controlar este hongo.
El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la
aplicacion de mezclas de quitosano y extractos de
Pseudomonas fluorescens en el control de A. alter-
nata bajo condiciones in vitro sobre micelio y co-
nidios, asi como la incidencia y severidad en plantas
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Abstract. Alternaria alternata is a fungus that
causes damage to the tomato crop, it is characterized
by producing black spots and wilting in plants and
fruits; synthetic fungicides are the main tools to
control this fungus. The objective of this study was
to evaluate the effect of the application of mixtures
of chitosan and extracts of Pseudomonas fluorescens
in the control in vitro of A. alternata on mycelium
and conidia, as well as the incidence and severity in
greenhouse tomato plants. The use of the mixture of
chitosan 1.5% (w/v) + extract of P fluorescens 50%
(v/v) resulted in 60 and 100% of in vitro inhibition
of mycelial growth and conidia germination of 4.
alternata respectively. In greenhouse, the plants
were inoculated with 4. alternata, later they were
sprayed with the mixture of chitosan 1.5% (w/v)
+ extract of P. fluorescens 50% (v/v) every 7 days
until flowering. The incidence was 100%, while the
severity was 51.8 and 38.9% for 7 days and 16.9
and 16.2% for 60 days, respectively. The mixture
used is an option for the control of A. alternata.
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de jitomate en invernadero. El uso de la mezcla de
quitosano 1.5% (p/v) + extracto de P. fluorescens
50% (v/v) resultd en 60 y 100% de inhibicion in
vitro de crecimiento micelial y germinacion de co-
nidios de A. alternata respectivamente. En inver-
nadero, las plantas se inocularon con A4. alternata,
posteriormente se asperjaron con la mezcla de qui-
tosano 1.5% (p/v) + extracto de P. fluorescens 50%
(v/v) cada 7 dias hasta la floracion. La incidencia
fue del 100 %, mientras que la severidad fue 51.8
y 38.9 para 7 dias y 16.9 y 16.2% para 60 dias,
respectivamente. La mezcla utilizada es una opcion
para el control de 4. alternata.

Palabras clave: actividad antifungica, control bio-
logico, incidencia, severidad.

México es uno de los diez paises a nivel mun-
dial con mayor produccion de jitomate (Solanum
lycopersicum), el cultivo en México satisface la
demanda interna y se exporta aproximadamente el
46% de la cosecha (FAO, 2016). Diversos micro-
organismos fitopatogenos pueden ocasionar enfer-
medades en el cultivo de jitomate, principalmente
los hongos (Orbera et al., 2014). Los géneros que
ocasionan las mayores pérdidas en pre y poscose-
cha son Alternaria, Botrytis, Penicillium, Colleto-
trichum y Rhizopus (Petriacq, 2018; Trigos et al.,
2008). Las afectaciones que provocan son variadas,
desde sintomas poco visibles hasta devastaciones
completas de areas de cultivo (Dean ef al., 2012;
Strange y Scott, 2005). Los dafios por Alternaria
son comunes alrededor del mundo, se caracterizan
por la aparicion de manchas negras y marchitez,
que afectan hojas, tallos, flores y frutos (Agrios,
1997; Logrieco et al., 2009). Los fungicidas de ori-
gen sintético son las principales herramientas para
el control y manejo de enfermedades en plantas;
sin embargo, el uso excesivo genera problemas
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Key words: antifungal activity, biological control,
incidence, severity.

Mexico is one of the ten countries in the world
with the highest production of tomato (Solanum
lycopersicum). The crop satisfies the internal
demand, and approximately 46% of the harvest is
exported (FAO, 2016). Diverse phytopathogenic
microorganisms may cause diseases in the tomato
crop, and particularly fungi(Orberaetal.,2014). The
genera which cause the greatest losses in pre- and
postharvest are Alternaria, Botrytis, Penicillium,
Colletotrichum and Rhizopus (Petriacq, 2018;
Trigos et al., 2008). Their effects range from hardly
visible symptoms to the devastation of complete
plantations (Dean et al., 2012; Strange and Scott,
2005). Damages by Alternaria are common
around the world and characteristically display
black spots and wilting that affects leaves, stems,
flowers and fruits (Agrios, 1997; Logrieco et al.,
2009). Synthetic fungicides are the main tools for
the control and management of plant diseases;
however, excessive use produces important health
and environmental problems, which has led to a
demand for the management of agrochemical-free
crops and foods by consumers (Sanchez-Bayo and
Tennekes, 2015).

An alternative for the reduction of agrochemicals
is the use of biopolymers such as chitosan, which
is an abundant compound in nature, and can be
obtained by the partial deacetylation of chitin
(main component of the exoskeleton of arthropods)
through a thermal alkaline treatment; it has
properties of biodegradability and inocuity, as
well as antifungal activities, making it an ideal and
easily manageable product (Waewthongrak et al.,
2015). Diverse authors report that this biopolymer
controls diseases caused by phytopathogenic fungi
in papaya (Carica papaya), tomato (Physalis
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importantes en la salud y medio ambiente. Por lo
que existe una exigencia de manejo de cultivos y
alimentos libres de agroquimicos por parte de los
consumidores (Sanchez-Bayo y Tennekes, 2015).

Una alternativa para la reduccion de agroquimi-
cos es el uso de biopolimeros como el quitosano,
el cual es un compuesto abundante en la naturale-
za, que se obtiene por la desacetilacion parcial de
la quitina (componente principal del exoesqueleto
de artrépodos) a través de un tratamiento térmico
alcalino, tiene propiedades de biodegradabilidad,
inocuidad y actividad antifingica que lo hacen un
producto ideal y de facil manejo (Waewthongrak
et al., 2015). Diversos autores reportan que este
biopolimero controla enfermedades causadas por
hongos fitopatdogenos en cultivos de papaya (Ca-
rica papaya), tomate (Physalis ixocarpa), platano
(Musa x paradisiaca) y otros (Bautista-Bafios et
al., 2003; De Oliveira et al., 2016; Liu et al., 2007,
Magbool et al., 2010). Ademas, tiene la capacidad
de formar peliculas o recubrimientos y sirve como
matriz para incorporar otros aditivos o componen-
tes que pueden afiadir o potenciar alguna propiedad
(Zargar et al., 2015).

En este sentido, el quitosano es una opcion para
mezclarse con otros agentes antifungicos, tales
como metabolitos secundarios, como los presentes
en los extractos libres de células de Pseudomonas
fluorescens. Esta bacteria muestra efectos de con-
trol frente a hongos fitopatégenos en los cultivos de
col (Brassica oleracea), alfalfa (Medicago sativa),
trigo (Triticum aestivum), haba (Vicia faba) y otros
(Alemu y Alemu, 2013; Mishra y Arora, 2012; Ya-
nes et al., 2012;), mediante la produccion de meta-
bolitos extracelulares, que pueden recuperarse del
medio de cultivo y ejercen un efecto antifingico
sin la necesidad de tener la bacteria presente (Pal
y McSpadden, 2006) y abordar las limitaciones
del uso de biomasa. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto antifungico de la combinacion de
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ixocarpa), banana (Musa x paradisiaca) and other
crops (Bautista-Banos et al., 2003; De Oliveira et
al., 2016; Liu et al., 2007; Magbool et al., 2010). It
also has the ability to produce films or coatings and
it serves as a matrix to incorporate other additives
or components that can add or strengthen some
properties (Zargar et al., 2015).

In this sense, chitosan is an option for mixing
with other antifungal agents, such as secondary
metabolites like the ones found in the free extracts
in Pseudomonas fluorescens cells. This bacteria
displays control effects over phytopathogenic fungi
in plantations of cabbage (Brassica oleracea),
alfalfa (Medicago sativa),
aestivum), broad bean (Vicia faba) and others
(Alemu and Alemu, 2013; Mishra and Arora, 2012;
Yanes et al., 2012;) by producing extracellular
metabolites, which can be recovered from the
culture medium and have an antifungal effect,
without the need of having the bacteria present (Pal
and McSpadden, 2006) and tackle the limitations
of the use of biomass. The aim of this study was to
evaluate the antifungal effect of the combination of
chitosan and P. fluorescens extracts on the control

wheat  (Triticum

in vitro of mycelia and A. alternata conidia, as well
as the incidence and severity on tomato plants in
greenhouse as an alternative possibility to reduce
the use of agrochemicals.

MATERIALS AND METHODS

Biological material. The bacteria Pseudomonas

fluorescens was isolated from the bacterial
rhizosphere of strawberry
sp.) from the location of Ejido de la Finca, Villa
Guerrero, State of Mexico (18° 53° 07” N, 99°
37’ 36” W and an altitude of 1839 masl) during
the 2012-2013 production cycle. The bacteria

was purified and identified at the level of genus,

stolons  (Fragaria
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quitosano y extractos de P. fluorescens en el control
in vitro de micelio y conidios de A. alternata; asi
como, la incidencia y severidad en plantas de jito-
mate en invernadero, como una posible alternativa
para reducir el uso de agroquimicos.

MATERIALES Y METODOS

Material biologico. La bacteria Pseudomonas
Sfluorescens se aislo de la rizosfera microbiana de
estolones de fresa (Fragaria sp.) de la localidad del
Ejido de la Finca, Villa Guerrero, Estado de Méxi-
co (18°5307” N, 99° 37’ 36” O y altitud de 1839
msnm) durante el ciclo productivo 2012-2013. La
bacteria se purifico e identifico a nivel género de
acuerdo con la metodologia propuesta por Schaad
(1988). Se realizo la caracterizacion molecular por
amplificacion y secuenciacion del rARN 16s y ali-
neacion con las bases de datos del Banco de Genes
del Centro Nacional para la Informacion Biotecno-
logica (NCBI, por sus siglas en inglés).

El hongo fitopatdgeno Alternaria alternata se
aislo de frutos de jitomate con sintomas caracte-
risticos de la enfermedad, se identifico y caracteri-
z6 molecularmente en el Laboratorio de Fisiologia
Postcosecha del Centro de Desarrollo de Produc-
tos Bioticos del Instituto Politécnico Nacional, se
cultivo en medio Papa Dextrosa Agar (PDA, BD
Bioxon, México) durante 4-7 dias e incubo a tem-
peratura ambiente (25 + 2 °C) para los ensayos pos-
teriores.

Para los experimentos en invernadero, se utili-
zaron plantas de jitomate de la variedad Saladett
(Eterno F1) en la etapa vegetativa (de 15 a 25 cm
de altura) hasta la floracion, obtenidas de siembra
directa en pellets de peatmoss y cultivadas en ma-
cetas de 5 L aproximadamente, en una mezcla de
tierra organica-peatmoss-agrolita en proporcion
4:1:1, en invernadero (32 °C, 75% HR, aproxima-
damente) de febrero a junio de 2017.
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following the methodology proposed by Schaad
(1988). The molecular characterization was carried
out by amplifying and sequencing the rRNA 16s
and aligning with the bases of the National Center
for Biotechnology Information (NCBI).

The phytopathogenic fungus Alternaria
alternata was isolated from tomato fruits with
typical symptoms of the disease, then identified
and characterized molecularly in the Postharvest
Physiology Lab in the Center for the Development
of Biotic Products of the National Polytechnic
Institute; it was then cultivated a Potato Dextrose
Agar medium (PDA, BD Bioxon, Mexico) for 4-7
days and incubated at room temperature (25+
2 °C) for later trials.

Experiments performed in greenhouse were
carried out using tomato plants of the Saladett
(Eterno F1) variety in stages between vegetative
(15 to 25 cm in height) to a flowering states,
obtained from direct seeding in peatmoss pellets
and grown in pots with an approximate capacity of
5 L, in a mixture of organic soil-peatmoss-agrolite
in a proportion of 4:1:1, in greenhouse (32 °C, 75%
RH, approximately) between February and June,
2017.

Preparation of chitosan and P. fluorescens
extracts. The chitosan solution (Qs) (Sigma
Aldrich, USA) was prepared at 3% (w/v) and
obtained by dissolving 3.0 g of chitosan of low
molecular molecular weight (50-190 kDa, 85%
deacetylation) in 100 mL of distilled water, it
was adding slowly glacial acetic acid (Fermont,
Mexico) at 1% (v/v). The solution was stirred and
warmed to 40 °C for 24 h, the pH was adjusted at
5.6 with sodium hydroxide 1 N and sterilized for
15 min at 15 psi. The P. fluorescens (EPf) extract
was obtained by cultivating bacteria in a King's
B medium (25£2 °C, 72 h, 120 rpm), centrifuged
for 15 min at 10015 xg, and the supernatant was
filtered with 0.22 pum sterile membranes (Cole
Palmer, USA) to retain the remaining cell biomass.

205



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

Preparacion de quitosano y extractos de P. fluo-
rescens. La solucion de quitosano (Qs) (Sigma Al-
drich, EUA) se preparo6 al 3% (p/v) y se obtuvo al
disolver 3.0 g de quitosano de bajo peso molecular
(50-190 kDa, 85% desacetilacion) en 100 mL de
agua destilada, se afiadio lentamente acido acético
glacial (Fermont, México) al 1% (v/v). La solucién
se agitd y calento a 40 °C durante 24 h, el pH se
ajusto a 5.6 con hidroxido de sodio 1 Ny se esterili-
z6 por 15 min a 15 psi. El extracto de P, fluorescens
(EPf) se obtuvo al cultivar la bacteria en medio B
de King (25 £ 2 °C, 72 h, 120 rpm), se centrifugo
15 min a 10015 xg, el sobrenadante se filtr6 con
membranas estériles (Cole Palmer, EUA) de
0.22 pm para retener la biomasa celular remanente.

Pruebas de control in vitro de A. alternata: creci-
miento micelial y germinacion de conidios. Para
las pruebas de inhibicion del crecimiento micelial
se realizo un disefo de tratamientos en arreglo fac-
torial, los factores y niveles fueron Qs [0, 0.5, 1.0,
y 1.5% (p/v)] y EPf [0, 15, 30 y 50% (v/v)] con
seis repeticiones por tratamiento. Se incluydé Cap-
tan (0.25% p/v) como control positivo. El pH de
todos los tratamientos se ajustd a 5.6. La unidad
experimental fue una caja Petri (90 x 15 mm) con
medio de cultivo PDA, se deposito y distribuyo de
manera uniforme sobre la superficie del medio 0.5
mL de cada uno de los tratamientos y se dejo secar
de 5 a 10 min. Después se colocaron en el centro
de la caja discos (5 mm de didmetro) de PDA con
micelio del hongo e incubaron a temperatura am-
biente. El tiempo limite de incubacion se determin6
cuando el crecimiento micelial del control negati-
vo (Qs 0% + Epf 0%) alcanzo el borde de la caja.
Para cada unidad experimental se midi6 y prome-
di6 el diametro de la colonia en dos direcciones. El
porcentaje de inhibicion micelial se calculd segun
Korsten y Jager (1995) con la formula: Inhibicion
(%) = [(DC - DT) / DC) x 100]; donde DC es el
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Control tests in vitro of A. alternata: mycelial
For the
inhibition trials, was carried out in a treatments

growth and conidia germination.

design in a factorial arrengement, the factors and
levels were Qs [0, 0.5, 1.0, and 1.5% (w/v)] and
EPf [0, 15, 30 and 50% (w/v)] with six repetitions
per treatment it was included Captan (0.25% w/v)
as a positive control. The pH of all treatments was
adjusted to 5.6. The experimental unit was a Petri
dish (90 x 15 mm) with PDA culture medium; 0.5
mL of each of the treatments was evenly placed and
distributed on the surface of the medium, and left to
dry for 5 to 10 min. PDA discs (5 mm in diameter)
with fungal mycelia were then placed in the center
of the dishes and incubated at room temperature.
The time limit for incubation was determined when
the mycelial growth of the negative control (Qs
0% + Epf 0%) reached the edge of the dish. For
each experimental unit was measured and averaged
the diameter of culture in two directions. The
percentage of mycelial inhibition was calculated
following Korsten and Jager (1995) using the
formula: Inhibition (%) = [(DC - DT) / DC) x 100],
where DC is the diameter of the control culture,
and DT is the diameter culture of the treatment.

For the conidia germination trials, it was used
the mixture that displayed the most statistically
significant mycelial inhibition in vitro (%)*=p<0.05.
Distilled water was included as a negative control,
and Captan (0.25% w/v) as a positive control, with
6 repetitions for each treatment. It was placed 0.5
mL of each treatment on the surface of the Petri
dishes with PDA, spread it out evenly, left it to
dry for 5 to 10 min, inoculated using a conidial
suspension (0.1 mL) (10° mL"') and incubated at
25+2 °C for 4 days, and the percentage of conidia
germination was determined.

A. alternata control tests in tomato plants

in greenhouse conditions. For the trial in a
greenhouse, it was used the mixture that presented
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diametro del cultivo control, y DT el didmetro del
cultivo del tratamiento.

Para la prueba de germinacion de conidios se
utilizé la mezcla que presentd la mayor inhibi-
cion micelial in vitro (%) estadisticamente signi-
ficativa *=p < 0.05. Se incluyeron agua destilada
como control negativo y Captan (0.25% p/v) como
control positivo, con 6 repeticiones para cada tra-
tamiento. Se depositd 0.5 mL de cada tratamiento
sobre la superficie de las cajas Petri con PDA, se
distribuy6 de manera uniforme, se dejo secar de 5
a 10 min, se inocul6 con una suspension (0.1 mL)
de conidios (10° mL") e incub6 a 25 + 2°C durante
4 dias y se determind el porcentaje de germinacion
de conidios.

Pruebas de control de A. alternata en plantas de
jitomate en invernadero. Para la prueba en inver-
nadero se utilizd la mezcla que present6d la mayor
inhibicion micelial in vitro (%) estadisticamente
significativa *=p < 0.05. Se incluyeron agua des-
tilada como control negativo y Captan (0.25 %
p/v) como control positivo, con 15 repeticiones
para cada tratamiento. Las plantas se colocaron
en camaras humedas 24 h antes de la inoculacién
por aspersion con una suspension de conidios (10°
mL"). Las plantas inoculadas se incubaron 72 h
en camaras hiimedas, después se asperjaron los
tratamientos y se llevaron a invernadero (32 °C,
75% HR, aproximadamente). Después de la prime-
ra aplicacion, los tratamientos se asperjaron cada
7 dias hasta la floracion y se evalud la incidencia
como la fraccion de unidades experimentales por
tratamiento con sintomas (tizon de hojas, clorosis,
defoliacion o marchitez) y la severidad de la enfer-
medad como la fraccion de hojas dafiadas respecto
al total de hojas de cada unidad experimental por
cada tratamiento (Terna et al., 2016). Las evalua-
ciones se realizaron 7, 30 y 60 dias después de la
inoculacion (DDI).
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the most the most in vitro mycelial inhibition
(%) statistically significant. Distilled water was
included as a negative control and Captan (0.25%
w/v) as a positive control, with 15 repetitions
per treatment. The plants were placed in wet
chambers for 24 h before inoculation by spraying
a suspension of conidia (10° mL™). Inoculated
plants were incubated for 72 h in wet chambers,
and the treatments were later sprayed and taken
to a greenhouse (32 °C, 75% HR, approximately).
After the first application, the treatments were
sprayed every 7 days until flowering. Incidence
was evaluated as the fraction of experimental
units per treatments with symptoms (leaf smut,
chlorosis, defoliation or wilting) and the severity
of the disease as the fraction of leaves damaged in
regard to the total of leaves of each experimental
unit per treatment (Terna ef al., 2016). Evaluations
were carried out 7, 30 and 60 days after inoculation
(DAI).

Data analysis. For the treatments in vitro and in
greenhouse, a completely random design was
used, and they were analyzed using an ANOVA;
the treatments were compared using Tukey’s Test
(*=p<0.05). Before the analysis, the severity data
as percentages were transformed with a logarithm
[log (x + 1)]. The analyses were carried out using
SAS® 9.4

RESULTS AND DISCUSSION

Biological material. The P. fluorescens bacteria
isolated in strawberry stolons was Gram negative;
in the specific yeast-dextrose-calcium carbonate
(YDC) growth medium, the colonies displayed a
creamy-white color after 48 h in incubation; in King
B agar (KB), after 48 h of incubation, the colonies
produced a yellow pigment that surrounded the
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Analisis de datos. Para los tratamientos in vitro y
en invernadero se utiliz6 un disefio completamen-
te al azar y se analizaron por medio de un ANDE-
VA, los tratamientos se compararon con la prueba
Tukey (*=p < 0.05). Antes del analisis, los datos de
severidad en porcentaje se transformaron con loga-
ritmo [log (x + 1)]. Estos analisis se realizaron con
SAS®9.4.

RESULTADOS Y DISCUSION

Material biolégico. La bacteria P. fluorescens
aislada en estolones de fresa fue Gram negativa,
en el medio de crecimiento especifico levadura-
dextrosa-carbonato de calcio (YDC) las colonias
mostraron coloracion crema-blanco después de 48
h de incubacion; en agar B de King (KB), después
de 48 h de incubacion, las colonias produjeron un
pigmento amarillo que rode¢ la colonia y que bajo
condiciones de luz ultravioleta fue verde-amarillo
fluorescente (Figura 1). Las colonias blancas en
YDC pueden corresponder a los géneros Pseudo-
monas, Erwinia o Agrobacterium, mientras que la

colony, which was fluorescent greenish-yellow
under UV light (Figure 1). The white colonies in
YDC may belong to the genera Pseudomonas,
Erwinia or Agrobacterium, while pigmentation
and fluorescence in King’s B agar are typical of P
Sfluorescens (Schaad, 1988).

The result of the culture characterization was
corroborated using molecular characterization
(Table 1) with the analysis of the gene 16s and the
alignment of the sequence of base pairs (bp) with
those from the NCBI Gene Bank. The DNA had
a molecular weight of 425 bp; the sequence was
aligned in first, second and third places, respectively
with Pseudomonas lutea (Access number NZ
JRMB01000004.1, NZ JRMB01000003.1 and
NZ JRMBO01000002.1, Kwak et al., 2016), with
a similarity index of 99% and 467 bp for all
sequences; the difference was two nucleotides
(NZ JRMBO01000004.1) and three nucleotides
(NZ_JRMBO01000003.1, NZ JRMB01000002.1)
and maximum scores of 774, 769 and 769,
respectively, out of a total score of 774. In seventh
place, it aligned with P. fluorescens (access number
NR113647, Redondo et al., 2012) with a value

Figura 1. Caracteristicas culturales de P. fluorescens. Colonias en medio YDC (A), pigmento amarillo en agar King B (B), y

fluorescencia bajo luz UV (C).

Figure 1. Cultural characteristics of P. fluorescens. Colonies in YDC medium YDC (A), yellow pigment in King’s B agar (B),

and fluorescence under UV light (C).
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pigmentacioén y fluorescencia en agar B de King es
caracteristico de P. fluorescens (Schaad, 1988).

El resultado de la caracterizacion cultural se co-
rrobord con la caracterizacion molecular (Cuadro
1) mediante el analisis del gen 16s y el alineamien-
to de la secuencia de los pares de bases (pb) con
las del Banco de Genes del NCBI. El ADN tuvo
un peso molecular de 425 pb, la secuencia se ali-
ned en primer, segundo y tercer lugar respectiva-
mente con Pseudomonas lutea (Numero de acceso
NZ_JRMB01000004.1, NZ JRMBO01000003.1 y
NZ_JRMBO01000002.1, Kwak et al., 2016), con un
indice de similaridad del 99% y 467 pb para to-
das las secuencias, la diferencia fue de dos nucleé-
tidos (NZ_JRMBO01000004.1) y tres nucleotidos
(NZ_JRMBO01000003.1, NZ JRMB01000002.1)
y puntuaciones maximas de 774, 769 y 769 res-
pectivamente de una puntuacion total de 774. En
séptimo lugar se alined con P, fluorescens (Nimero
de acceso NR113647, Redondo et al., 2012) con
un valor de 763 y un indice de 99 %, con una di-
ferencia de cuatro nucleétidos, ambas secuencias
con 425 pb. Las diferencias entre nucleoétidos de P,
Sfluorescens y la secuencia de estudio se encuentran
distribuidas de manera aleatoria a lo largo de toda
la secuencia, a diferencia de P. lutea, donde las di-
ferencias se localizan en los mismos codones para
las tres secuencias; la diferencia de los nucleotidos
y pares de bases entre la secuencia de estudio y P,
lutea indica diferencias moleculares que caracte-
rizan a cada especie, mientras que las diferencias

of 763 and an index of 99 %, with a difference of
four nucleotides, both sequences with 425 pb. The
differences between P. fluorescens nucleotides and
the sequence under study are distributed at random
throughout the sequence, unlike P. /utea, where the
differences are found in the same codons for the
three sequences; the difference of the nucleotides
and the base pairs between the sequence under study
and P lutea indicates molecular differences that
distinguish such species, whereas the differences
between P. fluorescens and the sequence under
study may be due to polymorphisms by substitution
of base pairs, attributable to a possible mutation;
based on the high molecular homology and
culture characterization, the biocontrol agent was
concluded to be P. fluorescens.

In vitro A. alternata control tests: mycelial
growth and conidia germination. The radial
growth in the negative control A. alternata in PDA
medium covered 100% of the Petri dish after 26
days of incubation. All treatments had a reduction
mycelial growth statistically significant (¥*=p<0.05)
in regard to the negative control, as well as an
inhibiting effect (Table 2, Figure 2).

Inthe treatments containing only Qs, the mycelial
growth of A. alternata was inhibited between 9
and 33%, although in other studies the inhibiting
effect was observed with concentrations starting
at 0.5% of chitosan and higher than those reported
in the present paper, with an inhibition of 54.6%

Cuadro 1. Secuencia de pares de bases de P. fluorescens aislada en Villa Guerrero, Estado de México
Table 1. Sequence of base pairs of P. fluorescens isolated in Villa Guerrero, State of Mexico.

CCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACT-
GCGATCCGGACTACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTA-
GCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGG-
CAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCA-
ACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTG-
GAAAGTTCATTGGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTC
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entre P. fluorescens y la secuencia de estudio puede
deberse a polimorfismos por sustitucion de pares de
bases, atribuibles a una posible mutacion; con base
a la alta homologia molecular y la caracterizacion
cultural, se concluye que el agente de biocontrol
fue P. fluorescens.

Pruebas de control in vitro de A. alternata: cre-
cimiento micelial y germinacién de conidios. El
crecimiento radial en el control negativo de A. al-
ternata en medio PDA cubri6 el 100% de la caja
de Petri después de 26 dias de incubacion. Todos
los tratamientos tuvieron una reduccién en el cre-
cimiento micelial estadisticamente significativo
(*=p<0.05) con respecto al control negativo, asi
como un efecto inhibitorio (Cuadro 2, Figura 2).
En los tratamientos que contenian Unicamente
Qs, el crecimiento micelial de A. alternata se inhi-

for Fusarium solani f.sp. glycines (Prapagdee et
al., 2007) and 100% for Botrytis cinerea (Liu et
al., 2007) and Alternata chikunkiana (Meng et al.,
2008).

On the other hand, the individual antifungal
effect of the EPfs were higher than for Qs in all
cases, with a maximum inhibition of 47%; in
comparison with other cell extracts, the extracts of
Streptomyces griseus reduced the in vitro growth
of Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Zacky and
Ting, 2013) by 33% and Bacillus subtilis extracts
inhibited the in vitro mycelial development of
Penicillium digitatum by 94% (Waewthongrak et
al., 2015).

The mixtures of Qs and EPfs had a higher
inhibition in comparison with the individual
effects in all cases; the mixture with the highest
concentration of both components (Qs 1.5% +

Cuadro 2. Crecimiento micelial e inhibicion (%) in vitro de las mezclas de quitosano y extractos de P.

Sfluorescens sobre A. alternata.

Table 2. In vitro mycelial growth and inhibition (%) of the mixtures of chitosan and extracts of P. fluore-

scens on A. alternata.

Tratamiento (Qs % + EPf %)

Crecimiento de 4. alternata (mm)

Inhibicion (%) de 4. alternata

Captan (0.25 % p/v) * 2481
Qs 0.0 + EPf0.0Y 85.0°
Qs 0.5+ EPf0.0 77.2°
Qs 1.0 + EPf0.0 75.6°
Qs 1.5 + EPf0.0 56.8¢
Qs 0.0 + EPf 15 55.1°¢
Qs 0.0 + EPf 30 46.31¢
Qs 0.0 + EPf 50 44.4 4
Qs 0.5+ EPf 15 52.7¢
Qs 0.5+ EPf30 43.54¢
Qs 0.5+ EPf 50 39.6¢f
Qs 1.0 + EPf 15 43.8 ¢¢
Qs 1.0 + EPf 30 41.6 def
Qs 1.0 + EPf 50 383 "¢
Qs 1.5+ EPf 15 4444
Qs 1.5+ EPf30 39.6°f
Qs 1.5+ EPf 50 33.8¢

70.8 "
0.0*
9.2°
11.0°
332¢
352¢
4554
48.84¢
38.0¢
48.8 ¢°
54.9¢f
48.54¢
51.04¢f
56.9 ¢
47.8¢
534 ¢f
60.2 ¢

* Control positivo. Y Control negativo. Medias con distinta letra son estadisticamente diferentes (Tukey *=p<0.05)
/ * Positive control. ¥ Negative control. Means with different letters are statistically different (Tukey’s Test

*=p<0.05).
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Figura 2. Efecto de control in vitro de las mezclas de quitosano y extractos de P. fluorescens (Qs % + Epf %) sobre A. alter-

nata.

Figure 2. Figure 2. Effect of the control in vitro of the mixtures of chitosan and extracts of P. fluorescens (Qs % + Epf %) on

A. alternata.
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bid entre 9y 33%, sin embargo, en otros estudios el
efecto inhibitorio se observo con concentraciones
desde 0.5% de quitosano y mayores a las reporta-
das en el presente trabajo, con una inhibicion del
54.6% para Fusarium solani f.sp. glycines (Prapag-
dee et al., 2007) y del 100% para Botrytis cinerea
(Liu et al., 2007) y Alternata chikunkiana (Meng
et al., 2008).

Por otro lado, el efecto antifungico individual
de los EPf fue mayor que la del Qs en todos los ca-
sos, con una inhibicién maxima del 47 %; en com-
paracion con otros extractos celulares, los extractos
de Streptomyces griseus redujeron un 33 % el de-
sarrollo in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. cu-
bense (Zacky y Ting, 2013) y extractos de Bacillus
subtilis inhibieron un 94% el desarrollo micelial in
vitro de Penicillium digitatum (Waewthongrak et
al., 2015).

Las mezclas de Qs y EPf tuvieron mayor inhibi-
cioén en comparacion con los efectos individuales en
todos los casos, la mezcla con la mayor concentra-
cion de ambos componentes (Qs 1.5 % + EPf 50%)
tuvo el mayor efecto de control en el crecimiento
micelial de 4. alternata; ya se report6 el efecto de
la mezcla de quitosano y otros compuestos anti-
fingicos para el control de hongos fitopatogenos,
la mezcla de quitosano con cera de abeja y aceite
esencial de limon inhibe el 100% el crecimiento
micelial de Rhizopus stolonifer (Ramos-Garcia et
al., 2012), la mezcla de quitosano con etanol (Qs
0.5% + etanol 20%) redujo hasta 94% el deterioro
por B. cinerea en uva (Romanazzi et al., 2007), la
mezcla de quitosano con extractos de hojas de pa-
paya y chirimoya redujeron el crecimiento micelial
de Colletotrichum gloeosporoides hasta 50% con
respecto al control (Bautista-Bafos et al., 2003).

La mayor inhibicion del crecimiento micelial de
este estudio (60.2%) fue menor respecto a ensayos
anteriores, en donde los agentes antifungicos se
mezclaron con el sustrato (PDA) como un medio
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EPf 50%) had the greatest effect of controlling the
mycelial growth of 4. alternata. The effect of the
mixture of chitosan and other antifungal effects for
the control of phytopathogenic fungi was reported
earlier; the mixture of chitosan with beeswax and
essential lemon oil inhibits the mycelial growth of
Rhizopus stolonifer (Ramos-Garcia et al., 2012)
by 100%, the mixture of chitosan with ethanol
(Qs 0.5% + ethanol 20%) reduced by up to 94%
the deterioration caused by B. cinerea in grapes
(Romanazzi et al., 2007), whereas the mixture of
chitosan with papaya and custard apple leaf extracts
reduced the mycelial growth of Colletotrichum
gloeosporoides by up to 50% in comparison with
the control (Bautista-Bafos et al., 2003).

The greatest inhibition of mycelial growth
in this study (60.2%) was lower than in previous
studies, where antifungal agents were mixed
with the substrate (PDA) as poisoned medium,;
for this investigation, it was applied as a cover
on the surface of the culture medium to simulate
the conditions of in vivo applications, where the
biocontrol agents are sprayed on the surface of
leaves and fruits (Feliziani et al., 2015; Saavedra
et al., 2016). The mixture of Qs 1.5% + EPf 50%
was used to evaluate the conidia germination, and
had an inhibiting effect of 100%, equal to the effect
of the commercial fungicide, in comparison with
the negative control, 4 days after applying the
treatments (Figure 3).

The control effect of the mixture Qs 1.5% +
EPf 50% is related to the antifungal capacity of
the components. The polycationic nature of the
chitosan interferes with the negative charges of the
cell membrane, modifies permeability and causes
the leak of intracellular material, as well as the
separation between cell membrane and wall of
hyphae and conidia (Bautista-Bafios et al., 2016;
Sanchez-Dominguez et al., 2011). The slimming of
hyphae and the loss of cytoplasmic content is due
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envenenado; para este trabajo, se aplico como recu-
brimiento en la superficie del medio de cultivo, que
simula las condiciones de aplicaciones in vivo en
donde los agentes de biocontrol se asperjan sobre la
superficie de hojas y frutos (Feliziani et al., 2015;
Saavedra et al.,2016). La mezcla de Qs 1.5% + EPf
50% se utiliz6 para evaluar la germinacion de co-
nidios y tuvo un efecto inhibitorio de 100 %, igual
al efecto del fungicida comercial, en comparacion
con el control negativo, después de 4 dias de apli-
car los tratamientos (Figura 3).

El efecto de control de la mezcla Qs 1.5% + EPf
50%, se relaciona con la capacidad antifungica de
los componentes. La naturaleza policationica del
quitosano interfiere con las cargas negativas de
la membrana celular, modifica la permeabilidad y
provoca la fuga del material intracelular, asi como
la separacion entre membrana y pared celular de
hifas y conidios (Bautista-Bafos et al., 2016; San-
chez-Dominguez et al., 2011). El adelgazamiento
de hifas y perdida del contenido citoplasmatico se
debe al aumento en la permeabilidad de la membra-
na, inducida por la interaccion electrostatica de los

to the increase in membrane permeability, induced
by the electrostatic interaction of the amino groups
of the chitosan with the negative charges of the
membrane (Palma et al., 2008).

The use of P. fluorescens extracts (Epf) is an
interesting option for tackling the limitations of the
use of cell biomass. P. fluorescens is commonly
used as a biocontrol agent by the application of
viable cells in the soil or plants, with variable
results due to the lack of long term viability
and inability to produce specialized resistance
structures (endospores) like other biocontrol genera
do (Narayasamy, 2003). In addition, inoculation is
inconsistent between fields and between years, due
to the variability in colonization, which results in a
variable expression of the biocontrol mechanisms
as antibiotics (Mark et al., 2006). Another limitation
of the use of P. fluorescens is the environmental
impact on the native saprophytic populations, with
negative effects on the rhizosphere (Couillerot
et al., 2008). In addition, there is the possible
antibiotic transference (Nwosu, 2001) to other
bacteria, it been documented the transference

Figura 3. Germinacion de conidios de Alternaria alternata en PDA; control negativo (A), mezcla de Qs 1.5% + EPf 50% (B),

Captan 0.25% p/v (C).

Figure 3. Conidia germination of Alternaria alternata in PDA; negative control (A), mixture of Qs 1.5% + EPf 50% (B),

Captan 0.25% w/v (C).

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2019

213



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

grupos amino del quitosano con las cargas negati-
vas de la membrana (Palma et al., 2008).

El uso de extractos de P. fluorescens (Epf) re-
presenta una interesante opcion para abordar las li-
mitaciones del uso de biomasa celular. Comunmen-
te P. fluorescens se usa como agente de biocontrol
mediante la aplicacion de células viables en el sue-
lo o plantas, con resultados variables debido a la
falta de viabilidad a largo plazo e incapacidad para
producir estructuras especializadas de resistencia
(endosporas) como otros géneros de biocontrol
(Narayasamy, 2003). Adicionalmente la inocula-
cion es inconsistente de un campo de cultivo a otro
y de un afio a otro, debido a la variabilidad en la
colonizacion que resulta en una expresion variable
de los mecanismos de biocontrol como antibidti-
cos (Mark et al., 2006). Otra limitante del uso de
P, fluorescens es el impacto ecoldgico en las pobla-
ciones saprofitas indigenas, con efectos negativos
sobre la rizosfera (Couillerot et al., 2008). Ademas,
existe la posible transferencia a antibidticos (Nwo-
su, 2001) a otras bacterias, ya que se ha documen-
tado la transferencia de plasmidos entre cepas in-
troducidas e indigenas de bacterias del suelo (Daa-
ne et al., 1996). El uso de los extractos producidos
por P. fluorescens (Epf) de este estudio demuestra
el efecto antifungico in vitro, como una alternativa
viable para el control de A. alternata.

En los extractos de P. fluorescens del presente
estudio, no se determinaron las identidades de los
compuestos antifingicos, pero el control bioldgico
por P. fluorescens se atribuye a la produccion de
compuestos extracelulares como fenazinas, fluo-
roglucinoles, pirrolidina, pirrolnitrina, lipopépti-
dos ciclicos, siderdforos y cianuro de hidroégeno
(Gerhardson, 2002; Hass y Defago, 2005). Se ha
propuesto que estos compuestos actian como in-
hibidores enzimaticos en el metabolismo de la
glucosa, que se difunden a través de la membrana,
actian como agentes reductores, producen com-
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of plasmids due to the transference of plasmids
between introduced and native strains of soil
bacteria (Daane et al., 1996). The use of extracts
produced by P. fluorescens (Epf) in this study show
the in vitro antifungal effect as a viable alternative
for the control of 4. alternata.

In the extracts of P. fluorescens in this study,
the identities of the antifungal compounds were
not determined, yet the biological control by
P fluorescens 1is attributed to the production of
extracellular compounds such as phenazines,
fluoroglucinols, pyrrolidine, pyrrolnitrine, cyclic
lipopeptides, siderophores and hydrogen cyanide
(Gerhardson, 2002; Hass and Defago, 2005). It
has been suggested that these compounds act as
enzyme inhibitors in the metabolism of glucose,
which diffuse through the membrane, act as
reduction agents, produce toxic compounds that
affect the morphology of hyphae and conidia, and
speed up the death process (Chin-A-Woeng et al.,
2003; Premachandra et al., 2016).
A. alternata control trials in tomato in
greenhouse. The incidence of the disease caused by
A. alternata was 100 %. All plants treated showed
the characteristic symptoms, such as leaves with
dark brown to black circle-shaped spots and wilting.
The severity of the disease showed variations
throughout the application of the treatments; at
the end of the applications we observed a behavior
with no statistical difference between Qs 1.5 % +
EPf 50 % and Captan (Table 3).

The success of a biological control product
depends on the pathogen’s control ability, although
reaching high effectiveness levels (95-98%) with
the use of one single biocontrol agent is difficult
(Guetsky et al., 2002). Nowadays there is a search
for the mixtures of biological agents or additives
to overcome the variable performance of the
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puestos toxicos que afectan la morfologia de hifas
y conidios y aceleran el proceso de muerte (Chin-
A-Woeng et al., 2003; Premachandra ef al., 2016).

Pruebas de control de A. alternata en plantas
de jitomate en invernadero. La incidencia de la
enfermedad causada por 4. alternata fue 100%,
todas las plantas tratadas mostraron los sintomas
caracteristicos, como hojas con manchas circulares
de color café obscuro a negro y marchitez. La se-
veridad de la enfermedad mostré variaciones a lo
largo de la aplicacion de los tratamientos, al final
de las aplicaciones se observo un comportamiento
sin diferencia estadistica entre Qs 1.5% + EPf 50%
y Captan (Cuadro 3).

El éxito de un producto de control biologico,
depende de la capacidad de control del patogeno,
sin embargo alcanzar niveles de efectividad altos
(95-98%), mediante el uso de un tnico agente de
biocontrol resulta dificil (Guetsky et al., 2002). Ac-
tualmente se busca el uso de mezclas de agentes de
bioldgicos o aditivos para superar el rendimiento
variable de los agentes de biocontrol y aumentar
la efectividad del control (Droby, 2006). El uso de
mezclas de agentes de biocontrol que exhiben va-
rios o distintos mecanismos de accion dara lugar a
efectos sinérgicos y en algunos casos antagonicos
(Guetsky et al., 2001).

biocontrol agents and increase the effectiveness of
the control (Droby, 2006). The use of mixtures of
biocontrol agents that display various or different
action mechanisms will give rise to synergistic, and
in some cases, antagonistic effects (Guetsky et al.,
2001).

There are diverse reports about the management
of diseases caused by fungi in crops of nutritional
interest with the application of mixtures of chitosan
with extracts of biocontrol microorganisms or their
viable cells, yet results are variable. Contrary to
this study, Postma et al., (2009) observed that a
mixture of extract of Lysobacter enzymogenes and
chitosan (1.0%) did not inhibit the disease caused
by Pythium aphanidermatum in cucumber plants,
but the mixture with viable biomass reduced the
incidence of the disease by 74 %. On the other
hand, concentrations starting at 0.01 % of chitosan
reduce the number of viable cells of the biocontrol
agent Cryptococcus laurentii (Ting et al., 2012),
therefore a mixture of both agents is not viable.

The combination of chitosan with the extracts of
P. fluorecens (Qs + Epf) proved to be effective for
the control of 4. alternata. The mode of action of the
chitosan can be attributed to a direct antimicrobial
effect on the pathogen or the induction of resistance
of the plant (Bakeer et al., 2016). On the other
hand, the main mechanism of action attributable

Cuadro 3. Efecto de la aplicacion de la mezcla Qs 1.5% + EPf 50% en la severidad en plantas de jitomate en invernadero.
Table 3. Effect of the application of the mixture Qs 1.5% + EPf 50% on the severity in tomato plants in the greenhouse.

Tratamiento Severidad (%)
7 DDI* 30 DDI* 60 DDI*
Control negativo (agua) 57.4¢ 36.0° 21.3%
Control positivo (Captan) 38.9° 21.0° 169"
Qs1.5 % + EPf50 % 51.8¢ 29.8 ® 16.2°

Medias con distinta letra en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey *=p<0.05) / Means with different letters in each

column are statistical different (Tukey’s Test *=p<0.05).

*DDI (dias después de la inoculaciéon) / * DAI (days after inoculation).
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Existen diversos reportes sobre el manejo de
las enfermedades causadas por hongos en culti-
vos de interés alimentario mediante la aplicacion
de mezclas de quitosano con extractos de microor-
ganismos de biocontrol o células viables de éstos,
pero los resultados son variables. Contrario a este
estudio, Postma et al., (2009) observaron que una
mezcla de extracto de Lysobacter enzymogenes y
quitosano (1.0%) no inhibid la enfermedad causada
por Pythium aphanidermatum en plantas de pepi-
no, pero la mezcla con biomasa viable redujo en
74% de la incidencia de la enfermedad. Por otro
lado, concentraciones a partir de 0.01% de quito-
sano disminuyen el niimero de células viables del
agente de biocontrol Cryptococcus laurentii (Ting
et al.,2012) por lo que una mezcla de ambos agen-
tes no es viable.

La combinacion del quitosano en combinacion
con los extractos de P. fluorecens (Q + Epf) demos-
tré ser efectiva para el control de 4 alternata. El
modo de accidn del quitosano puede ser atribuido a
un efecto antimicrobiano directo sobre el patdogeno
o induccién de resistencia de la planta (Bakeer et
al., 2016). Por otro lado, el principal mecanismo
de accion atribuible a P. fluorecens es la produc-
cion de diferentes tipos de antibidticos (Walsh et
al., 2001). En el presente estudio la reduccién de la
severidad de A. alternata podria atribuirse la com-
binacion de los distintos mecanismos de accion de
ambos agentes.

Los mejores resultados de inhibicion de las en-
fermedades se obtienen con quitosano en concen-
traciones superiores a 0.5% (Miranda, 2016), pero
los mecanismos de accion que se ejercen sobre
los hongos fitopatdogenos también podrian inhibir
el crecimiento de algunos microrganismos de bio-
control (Xing et al., 2015). Por lo tanto, la mezcla
antifingica de este estudio es una alternativa a este
comportamiento, ya que no existe un efecto anta-
gonico del quitosano sobre el inoculo o las células
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to P. fluorecens is the production of different types
of antibiotics (Walsh et al, 2001). In this study,
the reduction of the severity of A. alternata may
be due to the combination of the different action
mechanisms of both agents.

The best results of disease inhibition are
obtained with chitosan in concentrations above
0.5% (Miranda, 2016),
mechanisms exerted on the phytopathogenic fungi
could also inhibit the growth of some biocontrol

although the action

microorganisms (Xing et al., 2015). Therefore, the
antifungal mixture of this study is an alternative to
this behavior, since there is no antagonistic effect
of chitosan on the inoculum or on the cells of P
Sfluorescens, and the effect of both antifungal agents
is maintained.

CONCLUSIONS

The P. fluorescens extracts, chitosan and the
mixture of both agents inhibited mycelial growth
and the conidia germination of A. alternata in
trials in vitro. In the trials in greenhouse, all plants
presented the typical symptoms of the 4. alternata
fungus. The antifungal effect of the mixtures of
chitosan and extracts of P. fluorescens was greater
than the control agents used individually. The trials
in the greenhouse show that there is no significant
difference between the use of the mixture of
chitosan and extracts of P. fluorescens and the
commercial agrochemical, hence the mixture could
be a strategy for the control of phytopathogenic
fungi in fruit and vegetable crops.

End of the English version """~
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de P. fluorescens y se mantiene el efecto de ambos
agentes antifiingicos.

CONCLUSIONES

Los extractos de P. fluorescens, el quitosano y
la mezcla de ambos agentes, inhibieron el creci-
miento micelial y la germinacion de conidios de
A. alternata en pruebas in vitro. En las pruebas en
invernadero todas las plantas mostraron los sinto-
mas tipicos del hongo 4. alternata. El efecto an-
tifingico de las mezclas de quitosano y extractos
de P, fluorescens, fue mayor respecto a los agentes
de control usados de forma individual. Las pruebas
en invernadero muestran que no hay diferencia sig-
nificativa entre el uso de la mezcla de quitosano y
extractos de P, fluorescens y el agroquimico comer-
cial, por lo que la mezcla podria ser una estrategia
para el control de hongos fitopatdogenos en cultivos
hortofruticolas.
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