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RESUMEN

EVALUACION DE EXTRACTOS DE HOJAS DE VID SILVESTRE

(Vitis spp.) SOBRE EL CRECIMIENTO DE Botrytis cinerea Pers.:Fr.

Isela Apolonio Rodriguez. Programa de Doctorado en Ciencias Agropecuarias y Recursos
Naturales. Universidad Autonoma del Estado de México. Comité de Tutores: Dr. Omar
Franco Mora, Tutor Académico; Dr. Jesis Gaudencio Aquino Martinez, Tutor Adjunto y
Dra. Martha Lidya Salgado Siclan: Tutor Adjunto.

Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Fitomejoramiento. Facultad de Ciencias

Agricolas. Universidad Auténoma del Estado de México. Centro Universitario “El Cerrillo”,
El Cerrillo Piedras Blancas, Toluca, Estado de México. C.P. 50200. Tel (722) 2965531.

Botrytis cinerea, agente causal del moho gris, es un patégeno que ataca a un amplio nimero
de especies cultivadas, ocasionando pérdidas econdmicas importantes en campo y en
poscosecha. Para su control, el uso de extractos vegetales con propiedades antifingicas
representa una alternativa amigable con el ambiente y la salud humana. En este sentido, la
vid silvetre (Vitis spp.), con especies nativas presentes en México, posee compuestos
fenolicos con potencial como agentes de control natural a enfermedades de plantas. El
objetivo de este trabajo fue “Evaluar la actividad antifungica de extractos de hojas de vid
silvestre en el control de B. cinerea”. Para ello, se evalud in vitro e in vivo la actividad
antifngica contra B. cinerea de extractos de hojas de las accesiones de vid silvestre, (1) P-
178, originaria de Hueytamalco, Puebla, (2) E-200, originaria de Tejupilco y (3) TN-4,
originaria de Tenancingo; provenientes del banco de germoplasma de vid silvestre en
Zumpahuacéan, México. En la evaluacion in vivo, extractos de hojas de vid silvestre (EHVS)
fueron evaluados a dosis de 6, 8 y 12% v/v. Comparativamente, se empleo resveratrol (RVS)
(60, 90, 120 pg/mL), extracto de citricos (EC) (3, 5 y 8% v/v) y cyprodinil + fludioxonil

(SW) (500, 800 y 1000 png/mL). Para conocer la efectividad de los EHVS sobre B. cinerea
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se determiné el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (ICM), inhibicion de la
germinacién conidial (IGC) e inhibicion de la esporulacion (IE) en cada tratamiento. Ademas
se determiné el contenido de polifenoles presentes en cada una de las accesiones de vid

silvestre.

SW inhibid el crecimiento micelial (ICM), esporulacion (IE) y germinacion conidial (IGC)
en 88.9, 85.5 y 93.7% con respecto al control, respectivamente. RVS presento el segundo
mejor resultado. Todos los EHVS tuvieron accion inhibitoria, especialmente P-178 al 12%
tuvo 72, 75 y 62% de inhibicion de ICM, IE e IGC, respectivamente. Todas las
concentraciones de EHVS de las tres accesiones presentaron ICM. P-178 12% mostr6 mayor

ICM, superior al 70% en relacion al control.

Como resultado de la determinacion del contenido de polifenoles con propiedades
antifungicas, en los EHVS de las tres accesiones se report6 la presencia de acido géalico y
acido ferulico, mientras que en P-178 se reportd la presencia de resveratrol. P-178 al 12%
tuvo 19.9 mg/mL de compuestos fendlicos, RVS 1.7 mg/mL, acido galico 3.8 mg/mL y acido
feralico 2.5 mg/mL. La presencia de estos polifenoles en las accesiones de vid silvestre

podria explicar el efecto inhibitorio de los EHVS sobre el desarrollo de B. cinerea.

La prueba in vivo, consistio en la evaluacion de extractos de hojas frescas de vid silvestre
mexicana contra Botrytis cinerea en fresa (Fragaria * ananassa (Duchesne ex Weston)
Duchesne ex Rozier). Frutos de fresa ‘Festival’ se sumergieron 3 minutos en solucion de
extractos de hojas (7.2% wi/v) de vid silvestre ‘P-178’, “‘TN-4" o ‘E-200°, resveratrol (0.450
g L1, &cido galico (0.450 g L) y agua destilada (control). Cada fruto fue inoculado con 1 x

108 conidias de B. cinerea, y posteriormente almacenado a 19°C y 70% de humedad relativa.
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La evaluacion poscosecha consistio en el andlisis visual diario de cada uno de los
tratamientos para determinar la presencia o ausencia de B. cinerea. Cada dia, se
contabilizaron todos los frutos enfermos presentes en cada repeticion, asi se determind el
porcentaje de frutos con sintomas de la enfermedad. De los frutos sin sintomas, se
seleccionaron 10 para determinar la tasa de pérdida de peso fresco, contenido de sélidos

solubles totales, acidez titulable y firmeza del fruto.

Como resultado de la incidencia de B. cinérea en frutos de fresa en poscosecha, se observé
que cuatro dias después de la inoculaciéon (DDI) de estos, mas del 50% de los frutos del
control desarrollaron sintomas de la enfermedad y 6 DDI; todos los frutos control presentaron
la enfermedad. Contrariamente, 8 DDI, menos del 25% de los frutos tratados con RVS
desarrollaron la enfermedad, y alrededor del 40% de los frutos tratados con acido gélico,

extractos de hojas de las accesiones ‘P-178 y‘E-200" presentaron sintomas de la enfermedad.

En relacion a la calidad poscosecha de los frutos, durante los primeros 3 DDI la pérdida de
peso del fruto fue similar en todos los tratamientos. Ademas, en los dias 4 y 5 DDI la pérdida
de peso de frutos en el control fue mayor comparada con la del resto de los tratamientos.
RVS limito el ablandamiento de las bayas, es decir, las bayas tratadas con RVS perdieron
menos de 1 N de la firmeza inicial de la pulpa durante 8 dias de almacenamiento, mientras
que los frutos control perdieron aproximadamente 2.5 N durante los primeros 5 DDI.
También, durante los primeros 5 dias de almacenamiento la firmeza en las bayas tratadas con
extractos de hojas de vid silvestre y acido galico fue entre 0.5 y 1 N menor que la de los
frutos tratados con RVS vy alrededor de 1.5 N sobre los frutos del control. La aplicacion de
extractos vegetales no afectd comercialmente el contenido de solidos solubles totales; en los

frutos control el contenido de SST fue de 8° Brix, en 5 dias de almacenamiento, en el resto
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de los tratamientos el valor méximo alcanzado fue de 7.5° Brix. En acidez titulable no hubo

diferencias entre tratamientos.

Los resultados obtenidos en la prueba in vitro e in vivo sugieren la factibilidad de aplicar los
extractos de hojas de vid silvestre de México para reducir la incidencia e infeccion de B.
cinerea. Asimismo, estos extractos parecen ser una alternativa de bajo costo para mejorar la

conservacion poscosecha de la fresa, especialmente reduciendo el ablandamiento de la fruta.

Palabras clave: actividad fungica, enfermedad poscosecha, compuestos fendlicos,

resveratrol, calidad de fruta.
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ABSTRACT
EVALUATION OF EXTRACTS OF WILD GRAPEVINE (Vitis spp.) LEAVES ON
GROWTH OF Botrytis cinerea Pers.:Fr.

Isela Apolonio Rodriguez. Ph. D Program in Agriculture and Natural Resources. Universidad
Auténoma del Estado de México. Ph D. Omar Franco Mora: Academic Advisor, Ph. D. Jesus
Gaudencio Aquino Martinez: Member of the academic committee and Dra. Martha Lidya
Salgado Siclan: Member of the academic committee.

Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Fitomejoramiento. Facultad de Ciencias
Agricolas. Universidad Autonoma del Estado de México. Centro Universitario “El Cerrillo”,
El Cerrillo Piedras Blancas, Toluca, Estado de México. C.P. 50200. Tel (722) 2965529.

Botrytis cinerea, causal agent of gray mold, is a pathogen that attacks a large number of
cultivated species, it causes significant economic losses in the field and postharvest. For its
control, the use of plant extracts with antifungal properties represents an eco-friendly
alternative as well as for human health. In this sense, the wild grapevine (Vitis spp.) grows
naturally in Mexico, that plant has phenolic compounds with potential as disease control
agents. The objective of this work was to "Evaluate the antifungal potential of wild grapevine
leaf extracts on B. cinerea development". For this, the antifungal activity of leaf extracts of
the wild grapevine accessions, (1) P-178, originally from Hueytamalco, Puebla, (2) E-200,
originally from Tejupilco and (3) TN-4, originally from Tenancingo; all coming from the
wild grape germplasm bank of Zumpahuacén, Mexico, were evaluated in vitro and in vivo.
In the in vivo evaluation, wild grapevine leaf extracts (EHVS) were evaluated at doses of 6,
8 and 12% v / v. Comparatively, resveratrol (RVS) (60, 90, 120 ug / mL), citrus extract (EC)
(3, 5 and 8% v / v) and cyprodinil + fludioxonil (SW) (500, 800 and 1000 pg / mL) were

used.



In order to know the effectiveness of EHVS on B. cinerea, the percentage of mycelial growth
inhibition (ICM), inhibition of conidial germination (IGC) and inhibition of sporulation (IE)
in each treatment were determined. In addition, the content of polyphenols present in each of

the accessions of wild grapevine was determined.

SW inhibited mycelial growth (ICM), sporulation (IE) and conidial germination (IGC) in
88.9, 85.5 and 93.7%, respectively. RVS presented the second best result. All EHVS had
inhibitory action; especially, P-178 at 12% had 72, 75 and 62% of ICM, IE and IGC,
respectively. All concentrations of EHVS of the three accessions presented ICM. P-178 12%
presented higher ICM, higher than 70% in relation to control. EC inhibited no more than 25%

mycelial growth.

As a result of the determination of the content of polyphenols with antifungal properties, in
the EHVS of the three accessions the presence of gallic acid and ferulic acid was reported,
whereas in P-178 the presence of resveratrol was reported. P-178 at 12% had 19.9 mg/mL of
phenolic compounds, RVS 1.7 mg/mL, gallic acid 3.8 mg/mL and ferulic acid 2.5 mg/mL.
The presence of these polyphenols in wild grapevines accessions could explain the inhibitory

effect of EHVS on the development of B. cinerea.

The in vivo test consisted in the evaluation of fresh leaf extracts of Mexican wild grapevine
against Botrytis cinerea in strawberries. ‘Festival” strawberry fruits were immersed 3 minutes
in a solution of leaf extracts (7.2% w/v) of wild grapevine ‘P-178°, “TN-4" or ‘E-200°,
resveratrol (0.450 g/L), gallic acid (0.450 g/L) and distilled water (control). Each fruit was
inoculated with 1 x 10° conidia of B. cinerea, and subsequently stored at 19 °C and 70% of

relative humidity.



The postharvest evaluation consisted of the daily visual analysis of each of the treatments to
determine the presence or absence of B. cinerea. Each day, diseased fruit were counted to
determine the percentage of fruits with symptoms of the disease. From the rest of the fruits
without symptoms, 10 fruits were selected to determine the rate of fresh weight loss, total

soluble solids content, titratable acidity and firmness.

As a result of the incidence of B. cinerea in postharvest strawberry fruits, it was observed
that four days after inoculation (DAI), more than 50% of the control fruits developed
symptoms of the disease, and 6 DAI all the control fruits presented the disease. In contrast,
8 DA, less than 25% of the fruits treated with RVS developed the disease, and about 40%
of the fruits treated with gallic acid, EHVS ‘P-178" and ‘E-200° presented symptoms of the

disease.

In relation to the post-harvest quality of the fruits, during the first 3 DAI the weight loss of
the fruit was similar in all treatments, also on day 4 and 5 DDI, the weight loss of fruits in
the control was higher compared to the rest of the treatments. RVS limited the softening of
the berries, that is, the berries treated with RVS lost less than 1 N of the initial firmness of
the flesh during 8 days of storage, while the control fruits lost approximately 2.5 N during
the first 5 DAL In addition, during the first 5 day, the firmness in berries treated with EHVS
and gallic acid was between 0.5 and 1 N less than those fruits treated with RVS and about
1.5 N over control fruits. Dipping in plant extracts had not affected strawberry commercial
content of total soluble solids. In the control fruits the content of SST was 8 ° Brix, in 5 days
of storage, in the rest of the treatments the maximum value reached was 7.5 ° Brix. In

titratable acidity there were no differences among treatments.
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The results obtained in the in vitro and in vivo test suggest the reliability of applying the
EHVS of Mexico to reduce the dispersion and effective infection of B. cinerea. In addition,
these extracts seem to be a low cost alternative to improve postharvest preservation of the

strawberry, especially reducing the softening of the fruit.

Key words: Fungal activity, postharvest disease, phenolic compounds, resveratrol, fruit

quality.

Xl



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Concentracion de compuestos fendlicos en medio de cultivo avena agar
adicionado con extractos de hoja de vid silvestre (VitiS SPP). ....ccccevveerreeveerreenne. 34

Cuadro 2. Actividad inhibitoria de diferentes tratamientos sobre crecimiento micelial
(ICM), esporulacion (IE) y germinacion de la espora (IGC) de Botrytis cinerea

I VIEEO. et e e e e ettt e e e e e e e e e e eeeeeeeeeaaa e eneeeeeeeeaaananeees 38

INDICE DE FIGURAS

Figural. Aislado de Botrytis cinerea obtenido a partir de frutos de Capsicum annuum......35

Figura.2. Crecimiento de Botrytis cinerea en medio avena agar a los 8 dias de la
INOCUIACION 8 26 £ 2°C. ... et 35

Figura. 3. Efecto de los extractos de hojas frescas de accesiones de vides silvestres de
México, resveratrol y acido galico en la incidencia de Botrytis cinerea inoculada

en fresa almacenada a 19°C y 70% de H. R .c.ooviiiiiiiiiiiceeee 52

Figura.4. Efecto de los extractos de hoja fresca de accesiones de vides silvestres mexicanas,
resveratrol o acido galico en el peso del fruto durante la vida postcosecha de fresa

inoculada con BOLrytiS CINEIEA. ... ....c.ccveieieiierieie e e 54

Figura.5. Efecto de los extractos de hoja frescas de vides silvestres mexicanas, resveratrol o
acido galico en el contenido de so6lidos solubles totales durante la vida postcosecha

de fresa inoculada con BOtrytiS CINEIEA.........cccuevvieiieiiieiie e 57



1. INTRODUCCION

Botrytis cinerea Pers.: Fr. (Teleomorfo: Botryotinia fuckeliana Whetzel.), agente
causal de la pudricion gris, ataca un amplio rango de plantas en todo el mundo, ocasionado
pérdidas econdmicas importantes en campo y en poscosecha (Piesik et al., 2015). EI método
mas empleado para el control de esta enfermedad es la aplicacion de fungicidas sintéticos;
sin embargo, algunos grupos de fungicidas, particularmente benzimidazoles y
dicarboximidas han desencadenado el desarrollo de resistencia del patégeno (Panebianco et
al., 2015). Ademas, maltiples aplicaciones de los diferentes tratamientos de control quimico
en frutas y hortalizas pueden generar problemas a la salud del personal de campo agricola 'y
al consumidor, detencion de exportaciones por residuos de plaguicidas, dafios al ambiente y
efectos perjudiciales a organismos benéficos para la agricultura (Yadav et al., 2015). Por
consiguiente, es necesario reemplazar el uso de sustancias toxicas por alternativas naturales
amigables con el ambiente y la salud humana (Enriquez-Guevara et al., 2010).

Una de las diversas alternativas en el manejo integrado de enfermedades, es el uso de
extractos vegetales de plantas, alternativas que han sido foco de estudios alrededor del mundo
(Gholamnezhad, 2019). Estos productos ademas de ser econdmicos han demostrados ser
eficaces para el control de enfermedades, por lo que se consideran candidatos para su uso
como biopesticidas (Senhaji et al., 2014). En este sentido, se ha reportado la actividad
antifangica de extractos de plantas de Vitis. Particularmente, un extracto de 800 ppm de
zarcillos de V. vinifera inhibié completamente el crecimiento in vitro de B. cinerea
(Fraternale et al., 2015); en extractos de cascara de una mezcla de tres cultivares chilenos de
V. vinifera se reportd la mayor actividad antifingica de &cido p-coumarico (98.5 pg/mL) y

kaempferol (100.9 pg/mL) contra B. cinerea (Mendoza et al., 2013). La capacidad



antifungica de extractos del género Vitis estd relacionada con la presencia de diversos
compuestos con actividad antimicrobiana y antifangica como rutin, quercetina, miricetina,
acido el&gico, resveratrol, acido p-coumarico, acido cafeico y &cidos caftaricos entre otros
(Schnee et al., 2013). Asimismo, el resveratrol (RVS), compuesto presente en varios 6rganos
de plantas Vitis, y su sintesis han sido relacionados con el incremento de la resistencia de las
plantas contra B. cinerea (Salgado et al., 2015). La caracteristica de resistencia esta
relacionada con la metiolacion de grupos hidroxifenol de RVS (Adrian y Jeandet et al., 2012).
Ademas, diversos autores demuestran la efectividad de RVS sobre la inhibicion de
crecimiento micelial y germinacion conidial de B. cinerea (Caruso et al., 2011; Adrian y
Jeandet, 2012; Salgado et al., 2015).

México es centro de origen y dispersion del género Vitis, a la fecha se ha reportado la
presencia de 28 especies silvestres. Actualmente, en la localidad de Zumpahucén, Estado de
México existe un banco de germoplasma donde se han establecido varias accesiones de vides
silvestres de esta region y de otros estados del centro de México (Sabas-Chavez et al., 2016).
Particularmente, la hoja de las especies silvestres de vid en el centro de Meéxico (Vitis spp.),
al igual que la hojas de V. vinifera, presenta cantidades importantes de compuestos fendlicos
(Franco et al., 2012). Tobar-Reyes et al. (2009) menciona que de resveratrol se puede
encontrar de 0.04 a 39.5 pg/g de peso fresco; ademas, reporto la presencia de &cido gélico,
rutin y acido caféico. La presencia de compuestos fenolicos en hojas de vid silvestre indica
el potencial como agentes de control natural de enfermedades en vegetales.

El presente trabajo de investigacion se plantea el objetivo general de:

Evaluar la actividad antifungica de extractos de hojas de vid silvestre (Vitis spp.) en el control

de B. cinerea in vivo e in vitro.



Los objetivos especificos son:

Evaluar el efecto in vitro de extractos vegetales de hojas de vid silvestre en el crecimiento
micelial, germinacion y esporulacion de B. cinerea.

Evaluar el efecto in vivo de extractos vegetales de hojas de vid silvestre sobre la incidencia
de B. cinerea en frutos de fresa en poscosecha.

Determinar el efecto de los extractos vegetales de hojas de vid silvestre sobre algunos

pardmetros de calidad poscosecha en frutos de fresa.

Hipotesis
Los extractos vegetales de hojas de vid silvestre tienen potencial antiflngico para ser usados

como alternativa de control del hongo B.cinerea en fresa.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia Botrytis cinerea como hongo fitopatdgeno

Botrytis cinerea es un hongo con habito necrotréfico que ataca a més de 500 especies
de plantas, resultando en pérdidas econdmicas que van de $10 mil millones a $100 mil
millones de ddlares en todo el mundo (Li et al., 2018). Este patdégeno tiene impacto
econdmico desastroso en varios cultivos econdmicamente importantes como la uva, fresa y
el tomate rojo (Solanum lycopersicum L.) (Doehlemann et al., 2017) y ha sido considerado
como uno de los patdgenos poscosecha mas importante en frutas y verduras frescas (Zhang
et al., 2014). Ademas de su capacidad de crecer como saprofito sobre tejidos de plantas
muertas o en descomposicion, esta presente en tallos, hojas, flores, bulbos, frutos y semillas.
Puede desencadenar sintomas evidentes de enfermedad en el periodo previo a la cosecha o
permanecer inactivo hasta el periodo posterior a la cosecha (Fillinger y Eland, 2016). Gracias
a su importancia cientifica y econdémica, B. cinerea ha sido clasificado como el segundo
patégeno mas importante de las plantas a nivel mundial después de Magnaporthe oryzae

(Ascomiceta, Pyricularia oryzae Sacc.) (Li et al., 2018).

2.1.2 Clasificacion taxonomica

El género Botrytis se encuentra clasificado dentro de los hongos superiores, los cuales
presentan micelio septado y quitina en la pared celular. Pertenece al orden Moniliales,
indicando que las esporas asexuales se forman sobre las hifas y se encuentran libres en el
ambiente; estd ubicado en la subdivision Deuteromycotina lo cual se refiere a hongos

imperfectos u hongos asexuales (Agrios, 2004).



Fase sexual

Phylum: Ascomycota

Clase: Discomycetes

Orden: Heliotales

Familia; Sclerotiniaceae

Género: Botryotinia (telomorfo)

Especie: Botryotinia fuckeliana

Nombre cientifico: Botryotinia fuckeliana Whetzel

Fase asexual

Phylum: Deuteromycota

Clase: Hyphomycetes

Orden: Moniliales

Familia: Moniliaceae

Género: Botrytis (anamorfo)

Especie: Botrytis cinerea

Nombre cientifico: Botrytis cinerea Pers.: Fr.

Adaptado de: Ten Have, 2000 (35)



2.1.3. Morfologia

B. cinerea posee conidios multinucleados, hialinas o levemente coloreadas,
unicelulares, ovoides o esféricas, sobre pequefios esterigmas en el extremo de conidi6foros
ramificados (Agrios, 2004). Los conidios son esporas asexuales, considerados como el
principal in6culo producido y disperso (Holz et al., 2004). B. cinerea aislado del cultivo de
fresa presenta conidioforos grandes y gruesos (més o menos 10 um de didmetro), de color
café oscuro, ramificados en la parte distal, con &pices hinchados y pequefios esterigmas
productores de conidios lisos, unicelulares, café claro, de elipsoides a ovoides de 10.8-19.6
X 5.9-9.8 um (en promedio 13.0-7.4 um) (Agrios, 2004). La adhesion y germinacion de los
conidios en la superficie de las plantas representan pasos cruciales que preceden a la
penetracion y colonizacion del huésped, mediante el cual se detectan y reconocen las
caracteristicas de la superficie del huésped, incluidas la hidrofobicidad y las fuentes de azUcar

(Doehlemann et al., 2017).

Las hifas son septadas ramificadas y forman variedad de estructuras de penetracion,
incluyendo apresorios que invaden la epidermis del tejido vegetal. Las hifas que crecen en la
superficie de la planta, ramifican y forman agregados bulbosos de células (Barnett y Hunter,
1998). Ademas, las especies del género Botrytis producen esclerocios que actian como
estructuras de resistencia para proteger al patégeno de condiciones climaticas desfavorables.
La produccion, tamafio y forma de los esclerocios en cultivo y sobre sustratos naturales es

variable (Zang et al., 2016).

2.1.4. Sintomatologia
B. cinerea induce amplia variedad de sintomas, los cuales no pueden ser

generalizados a través de los 6rganos Yy tejidos vegetales (Blanco-Ulate et al., 2016b). Las



hojas nuevas, recientemente expandidas, se infectan sin mostrar sintomas debido a que el
hongo permanece inactivo (latente) en estos tejidos. Cuando las hojas infectadas maduran, al
iniciar la senescencia, el hongo puede activarse y producir cubierta aterciopelada gris en las
partes muertas de la hoja. Ademas, B. cinerea puede infectar flores y causar su pudricion
(Elad et al., 2007). Las flores sintométicas muestran lesiones de color café en los pétalos,

sepalos y en el receptaculo (Petrasch et al., 2019).

En frutos que comienzan a expandirse, el patdgeno se vuelve activo y causa pudricién
seca, de color café en el extremo de la fruta donde se ubica el céliz y también pudricién seca
similar en las diferentes etapas de desarrollo del fruto (Bristow et al., 1986). En campo, los
frutos maduros con moho gris avanzado resultan en una cubierta de esporas como alfombra
que se propagan por todo el fruto (Petrasch et al., 2019). En poscosecha, B. cinerea ocasiona
pudricién de vegetales, frutas y flores y produce prolificos conidi6foros grises tipicos de la
enfermedad (Williamson et al., 2007). Bennett et al. (2020) encontré que en frutos de fresa
almacenados en frio, el moho gris puede aparecer mas blanco, debido a que el patégeno

requiere luz para desarrollar el color gris de las esporas.

2.1.5. Ciclo Bioldgico de B. cinerea
B. cinerea es un hongo parasito facultativo, por lo que puede crecer ya sea como
saprofito en tejidos necroticos o bien como parasito (Braun y Sutton, 1988). El ciclo de vida

de este patogeno se ilustra en la Figura 1.
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Figura 1. Ciclo de vida de Botrytis cinerea Pers. Ciclo de verano. Tomado de: Agrios, 2004.

Durante la época invernal es posible detectar al hongo en forma de micelio en tejido
vegetal en descomposicion, o como esclerocios. Pasado el invierno, el micelio crece y los
esclerocios germinan para producir micelio, el cual produce conidioéforos. Las conidias son
liberadas desde los conididforos hasta llegar al hospedero y bajo condiciones climaticas
favorables, comienza el proceso de infeccidén. Una vez que las conidias entran en contacto
con el hospedero, éstas producen micelio, el cual invade el tejido provocando la
desintegracion de las células vegetales, el tejido se ablanda y pudre. El micelio en el tejido
infectado vuelve a producir conidiéforos y se liberan nuevas conidias. El proceso continda y

al invierno siguiente, el hongo vuelve al estado de hibernacion (Agrios, 2004).



El hongo puede penetrar tejidos de la planta, principalmente por heridas a a través de
tejido muerto, generalmente flores, y posteriormente frutos; asi, la enfermedad se inicia en
tejido senescente, y una vez que el hongo se multiplica invade tejido juvenil (Bristow et al.,
1986). En tejidos afectados por pudricién, se producen nuevos conidiéforos y conidias que
completan el ciclo, volviendo a pasar la época estival en forma de micelio o esclerocios. La
dispersion se los esclerocios depositados en el suelo o en restos vegetales se produce,

principalmente, por labores culturales (Petrasch et al., 2019).

2.2. Proceso de infeccion de B. cinerea

La infeccion o inoculacion es el proceso mediante el cual un patégeno y su hospedero
entran en contacto. En el caso de B. cinerea se produce cuando el conidio diseminado entra
en contacto con el hospedero; también ocurre, cuando una superficie infestada con micelio

entra en contacto con tejido sano (Elad et al., 2007).

2.2.1. Adhesion y germinacion de esporas

Durante la época invernal es posible detectar al hongo en forma de micelio en tejido
vegetal en descomposicion, o como esclerocios. Pasado el invierno, el micelio crece y los
esclerocios germinan para producir micelio, el cual produce conidi6foros. Los conidios son
liberados desde los conidi6foros hasta llegar al hospedero donde se adhiere y bajo

condiciones climaticas favorables, comienza el proceso de infeccion (Bristow, 1986).

2.2.2. Penetracion
La penetracion en el tejido vegetal puede ser a traves de heridas o de aberturas
naturales, directamente mediante la participacion de distintas actividades enzimaticas o

mediante la intervencion de diversos procesos mecanicos (incluyendo la diferenciacion de



estructuras de penetracion en algunos sistemas) (Choquer et al., 2007). En las etapas
tempranas del proceso de infeccion, los hospederos generalmente desencadenan procesos
oxidativos que generan grandes cantidades de especies oxigeno reactivas (EOR) para
contrarrestar al patdgeno invasivo (Schumacher, 2016). Por otra parte, para lograr la
degradacion de la estructura de los polisacaridos de la pared celular, es necesario que B.
cinerea secrete una serie de enzimas (Wubben et al., 2000). Enzimas como cutinasa, la cual
hidroliza a los polimeros de la cutina para permitir la penetracion del patdégeno; endo y exo-
poligalacturonasa (bcpgl y bcpg2) que acttan en la infeccion primaria y expansion de la
lesion; pectinliasas (PLs) y pectinmetilesterasas (PMEs) que inducen la
desmetilesterificacion de los poligalacturonanos de la pared celular. Ademas de la
produccion de metabolitos fitotoxicos no especificos (botrioidales y botcinolidos)

(Williamson et al., 2007)

2.2.3. Infeccion

La enfermedad puede manifestarse en forma sintomatica o latente. La infeccion
sintomatica corresponde a la infeccion comdn, en la cual el patégeno ha penetrado
directamente o por heridas (Feliziani y Romanazzi, 2016). La infeccion latente o asintomatica
es aquella en la que el patdgeno ha cesado de estar agresivo temporalmente o
permanentemente y los sintomas no estan presentes. Los mecanismos que conducen a
infecciones inactivas aun no se entienden completamente pero se sabe que las
proantocianinas (AP) parecen inducir la inactividad de B. cinerea en frutos inmaduros de
fresa al restringir la actividad de enzimas flngicas como las poligalacturonasas (PG) que son

necesarias para la infeccion (Petrasch et al., 2019).
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Las infecciones también pueden ser el resultado de la anidacion, que corresponde a la
penetracion directa del micelio que crece en los 6rganos vegetales vecinos, como las hojas y
los frutos infectados (Braun y Sutton, 1988). En frutos maduros de fresa, la fase necrotréfica
puede desencadenarse por cambios en la composicién bioquimica de los tejidos asociados
con el proceso de maduracion, como el aumento del contenido de azUcar, la produccion de
volatiles y la alteracion de las defensas de las plantas (Neri et al., 2015). Estas modificaciones
promueven no solo el crecimiento de hongos sino también la susceptibilidad del huésped, a

través de la liberacion de &cido oxalico y el flujo de toxinas (Prusky y Lichter, 2007).

2.2.4. Dispersion

En clima himedo, B. cinerea libera facilmente sus conidios y éstos son diseminados
por el viento (Agrios, 2004; Araujo et al., 2005). La lluvia por salpicado, tiene también
importancia en la liberacion y diseminacion de los conidios al interior del invernadero, los
conidios son liberados al ambiente por un mecanismo higroscépico asociado a un cambio

rapido en la humedad relativa (Latorre y Rioja, 2002).

2.2.5. Sobrevivencia

B. cinerea puede sobrevivir como saprofito en gran nimero de plantas cultivadas y
malezas, 0 en materia organica en descomposicion (Aradjo et al., 2005). Los conidios pueden
sobrevivir por mas de 14 meses en almacenamiento, aunque disminuye su viabilidad
(Carisse, 2016); sin embargo, sobre el suelo no son capaces de lograrlo. En el suelo, el hongo
hiberna en forma de esclerocios producidos sobre restos organicos acumulados luego de
cosechar las flores, o de micelio que se desarrolla en restos de plantas en proceso de

descomposicion (Elad et al., 2007).
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2.3. Mecanismos patogénicos de B. cinerea en poscosecha

2.3.1. Rol de especies oxigeno reactivas (EOR)

En la etapa temprana de la infeccion, los hospederos generalmente desencadenan
procesos oxidativos que generan grandes cantidades de EOR para contrarrestar el patdgeno
invasivo (Mellersh et al., 2002; Tian et al., 2013). Sin embargo, como hongo necrotréfico,
B. cinerea puede interrumpir los procesos oxidativos e incluso contribuir al mismo
produciendo su propio EOR. Se sabe que las unidades cataliticas BcNoxA y BcNoxB
derivadas de las EOR son responsables de la patogenicidad y la formacion de esclerocios,
que permiten que los hongos sobrevivan en condiciones ambientales adversas y son

fundamentales para la reproduccion sexual (Siegmund et al., 2015).

2.3.2. Proteinas extracelulares

Es necesario que B. cinerea secrete enzimas que degraden los polisacaridos
estructurales de la pared celular del huésped. Entre las enzimas que han sido confirmadas por
tener funcion en la patogenicidad de B. cinerea se encuentran dos endopoligalacturonasas
(BcPG1 y BcPG2) involucradas en la virulencia del patdgeno. Se conoce que el gen Bepgl
no es necesario para la infeccion primaria, pero es necesario para una mayor colonizacion en
manzana (Malus domestica Borkh.) y tomate (Ten Have et al., 1998); mientras que, Bcpg2
afecta tanto la infeccion primaria como la expansion de la lesion en tomate y frijol ancho
(Phaseolus vulgaris L.) (Kars et al., 2005a). Ademas, la endo-B-1,4-xilanasas (BCXYN11A),
que degrada el contenido de xilano de la pared celular tienen un efecto pronunciado sobre la
virulencia (Brito et al., 2006). La pectinmetilesterasa induce desmetilesterificacion de los

componentes de la pared celular (Kars et al., 2005b). La cutinasa tiene el potencial de
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hidrolizar la cutina, lo que facilita la penetracion del patdgeno a través de la cuticula (Van

Kan et al., 1997).

2.4. Factores que afectan la patogenicidad de B. cinerea

2.4.1. pH

El pH es un factor ambiental importante que afecta la interaccion entre B. cinerea y
sus huéspedes. Las frutas generalmente presentan pH que oscila entre 3.32 y 4.39; mientras
que las hojas, los tallos y las raices exhiben pH més alto que fluctta entre 5.81 y 6.3 (Manteau
et al., 2003). La identificacion de proteinas a pH 4 demostré que la mayoria de las proteinas
identificadas eran proteasas, mientras que a pH 6 eran enzimas degradadoras de pared celular
(CWDE) (Li et al., 2012). Los hongos suelen utilizar las proteasas para degradar la células
estructurales de la planta o las proteinas antifungicas secretadas por la planta huésped (Have
et al., 2004); las enzimas degragadadoras son esenciales para que los hongos descompongan

la pared celular de la planta para lograr la virulencia completa (Kubicek et al., 2014).

24.2. Luz

Botrytis cinerea es una cepa sensible a la luz, asi, detecta activamente las condiciones
de luz para ajustar su desarrollo y patogenicidad (Zhang et al., 2016). La luz es una sefial de
desarrollo esencial para B. cinerea, ya que desencadena exclusivamente la formacion de
conidios, mientras que en oscuridad constante inicia Unicamente la formacién de esclerocios
(Fillinger y Elad, 2016). Zhang et al. (2016) menciona que los conidios formados por B.

cinerea en la oscuridad fueron mayores que los producidos en la luz.
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2.4.3. Temperatura

B. cinerea presenta temperaturas de desarrollo 6ptimo entre 15-25°C, sin embargo, el
patdgeno es también activo a temperaturas méas bajas. Asi, la germinacion de los conidios y
el crecimiento micelial puede ocurrir a temperaturas tan bajas como 0°C. En condiciones
favorables, una infeccion completa el ciclo puede ocurrir en 3 a 4 dias dependiendo del tipo
de tejido atacado (Fernandez et al., 2014). Ciliberti et al. (2015) mencionan que en bayas
maduras de fresa la infeccién ocasionada por conidios de B. cinerea fue favorecida con
temperaturas de 15 a 25°C. Por el contrario, con temperaturas de 5, 10 y 30°C los niveles de
infeccion por el patdgeno fueron bajos. Ademas, el micelio crecio rapidamente sobre bayas

infectadas a 21°C y 94% de humedad relativa.

2.5. Madurez de frutos de fresa y su interaccién con B. cinerea

La maduracion de los frutos estd asociada con el desmontaje de las paredes celulares
de la fruta, lo que conduce al ablandamiento de los tejidos. La degradacion de la pared celular
beneficia a B. cinerea, ya que reduce las barreras mecanicas para la infeccion y la
propagacion, provocando la presencia de heridas para la entrada de patdgenos y proporciona
al hongo acceso a azlcares simples como fuente de carbono (Blanco-Ulate et al., 2016;
Brummel y Harpster, 2001). La solubilizacion de la pared celular ocurre con el desarrollo del
fruto cuando las paredes comienzan a hincharse y esta correlacionada con aumento en el
contenido de azucar de la fruta, como resultado de la descomposicion del polisacarido (Knee
et al., 1977). El grado de solubilizacion y despolimerizacion de la pectina estd muy
relacionado con la firmeza del fruto de fresa (Rosli et al., 2004). Santiago-Domenech et al.,
(2008) mencionan que el silenciamiento del gen de pectinliasa endégena (PL) en fresa resultd

en frutos con mayor firmeza externa e interna, principalmente debido a la baja solubilizacién
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de pectina, paredes celulares mas rigidas y mayor adhesion de célula a célula. Ademas de
PL, otras enzimas que pueden afectar la firmeza de la fresa son PG, B-galactosidasas,

endoglucanasas, a-arabinofuranosidasas y B-xilosidasas (Figueroa et al., 2010).

2.6. Control de B. cinérea

El control de B. cinerea es complicado debido a su amplio nimero de hospederos,
varias formas de ataque y etapas tanto sexuales como asexuales para sobrevivir en
condiciones favorables o desfavorables (Fillinger y Elad, 2016). Hasta la fecha, los
principales medios para controlar la podredumbre por B. cinerea incluyen control quimico,
uso de compuestos naturales de plantas vegetales, inductores de resistencia y control

bioldgico (Elad et al., 2007).

2.6.1. Control quimico

La aplicacion de fungicidas sintéticos para el control de enfermedades en campo y
postcosecha causadas por B. cinerea es el método principal de control en la produccién.
Existen cinco categorias de fungicidas, respectivamente, que actGan sobre la respiracion,
montaje de microtibulos, osmoregulacion, biosintesis de esteroles y aquellos cuyos efectos
pueden ser revertidos por la metionina (Romanazzi et al., 2016). Sin embargo, existen dos
problemas principales en la aplicacion de fungicidas. Por un lado, Botrytis cinerea presenta
mutaciones y recombinaciones genéticas derivadas de la heterocariosis (conidios
multinucleados) y de la reproduccion sexual, y por otra parte, las modificaciones en el modo
accion de los funguicidas. Frecuentemente se descubren cepas resistentes a diferentes
categorias de fungicidas (Pokorny et al., 2016). Por ejemplo, se observo que Botrytis cinerea
desarrollaba cepas resistentes cuando se usan por primera vez los fungicidas bencimidazoles,

dicarboximidas, anilino-pirimidinas y quinonas (Panebianco et al., 2015; Pokorny et al.,
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2016). Mercier et al. (2010) al evaluar cuatro funguicidas a dosis de 50 mg/L en 65
aislamientos de B. cinerea de la costa de California, encontraron 25% de resistencia para

fenhexamid, 28% a cyprodinil/fludioxonil, y 66% a bocalid/pyraclostrobin.

Por otro lado, la aplicacién de fungicidas sintéticos es costosa, ya que el control de B.
cinerea generalmente requiere dosis mas altas que otros patdgenos fungicos. El control de B.
cinerea y especies relacionadas representan aproximadamente 8% del costo total de los
fungicidas del mercado mundial y los gastos globales anuales superan los mil millones de
euros (Fillinger y Elad, 2016). Ademas, los efectos nocivos para el ambiente y la salud
humana de los plaguicidas quimicos en general han supuesto la regulacion de su uso por parte

de los estados y han provocado rechazo por parte de los consumidores (Yadav et al., 2015).

2.6.2. Fitoalexinas

La resistencia de las plantas al ataque de microorganismos causantes de enfermedades
esta relacionada con la presencia de barreras fisicas y quimicas de defensa. Entre las barreras
quimicas, destacan las fitoalexinas, sustancias fungitoxicas sintetizadas por las plantas
principalmente después de la invasion o el contacto de sus tejidos con microorganismos.
Estas sustancias incluyen varios grupos de compuestos naturales como terpenos, compuestos
fenolicos, isoflavonoides y poliacetilenos. La acumulacion de fitoalexinas puede ser inducida
por organismos vivos, productos (elicitores) o agentes, productos quimicos; como sales de

metales pesados, y fisicos (congelacion, lignificacion, etc) (Montes-Belmont, 2009).

2.6.3. Propiedades fungicas de compuestos fenélicos

Diversas investigaciones demuestran la actividad antifangica que algunos

flavonoides, diterpenoides, sesquiterpenoides, monoterpenoides, estilbenos, glicoalcaloides
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esteroideos y tri-terpenoides tienen contra B. cinerea (Soylu et al., 2010). Estudios realizados
con diferentes compuestos fendlicos indican su potencial como agentes de control de
enfermedades. Tao et al. (2010) reportaron que el &cido galico mostro6 inhibicion fuerte y
lineal (r = —0.95) sobre la germinacion de esporas de B. cinerea. Por otra parte, al evaluar
una emulsion bioactiva de compuestos fenolicos contra B. cinerea, el &cido ferdlico (0.085%
m/v) resulté altamente efectivo contra el crecimiento del hongo (Patzke y Schieber, 2018).
Tambien el RVS ha sido reportado como compuesto activo contra diferentes hongos
fitopatdgenos en el cultivo de la vid, i. e. Erysiphe necator (Schwein) Burrill; anamorfo
Oidium tuckeri (Berk.), Plasmopara viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl. & De Toni y B.
cinerea (Alonso-Villaverde et al., 2011; Wu et al., 2013). Adrian y Jeandet (2012) indicaron
que RVS, a 60 pg/mL, ocasiond disrupcion de la membrana de los conidios de B. cinerea.
Salgado et al. (2015) mencionan que el crecimiento micelial de B. cinerea in vitro se inhibio
entre 50 y 70% por accion de RVS. Ademaés, al evaluar la efectividad, de manera separada
de RVS vy tres compuestos relacionados con éste, (E)-,4,5-trimethoxy-p-(2-furyl)-estireno,
(E)-4-methoxy-B-(2-furyl)-estireno y (E)-3,5-dimethoxy-p-(2-furyl)-estireno a 100 pug/mL,

se logro inhibir 70% de la germinacion de conidios de B. cinerea (Caruso et al., 2011).

2.6.4. Control con extractos vegetales

Varios extractos vegetales han sido evaluados contra B. cinerea. Mendoza et al.
(2013) reportd que los acidos p-coumarico (98.5 pg/mL) y kaempferol (100.9 pg/mL)
presentes en extractos de cascara de una mezcla de tres cultivares chilenos de V. vinifera
presentaron la mayor actividad antifungica contra B.cinerea. Asimismo, extractos acuosos
de Asteriscus imbricatus (Cav.) DC. a 20000 ppm inhibieron completamente el crecimiento

de B. cinerea (Senhaji et al., 2014). Por otra parte, extractos de neem (Azadirachta indica
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A.Juss) evaluados in vitro e in vivo inhibieron la germinacion de esporas en 17.4 y 20.8%

con extractos metanolicos y acuosos, respectivamente (Gholamnezhad, 2019).

2.7. La vid silvestre en México

En México se ha reportado la presencia de 24 especies de vides, V. arizonica
(Engelm), V. biformis (Rose), V. cinerea ((Engelm.) Engelm. Ex Millardet), V. tiliifolia
(Humb & Bonpl. Ex Schult.), V. berlandieri (Planch.), V. bourgaeana (Planch.), V. popenoei
(J.L. Fennell), V. rotundifolia (Michx.), V. peninsularis (M.E.Jones), V. blancoi (Munson) V.
acerifolia (Raf.), V. aestivalis (Michx.), V. arizonica (Engelm.), V. bloodwothiana
(Comeaux), V. girdiana (Munson), V. incisa (Jacg.), V. indivisa (Willd.), V. jaegeriana
(Comeaux), V. labrusca (L.), V. linsecomii (Buckey), V. monticola (Bucley), V. mustangensis
(Bucley), V, nesbittiana (Comeaux), V. rupestris (Scheele) (Anonimo, 1973; Sabéas-Chavez
et al., 2018). Su crecimiento se ha observado desde el nivel del mar hasta 2540 de altitud, en
los estados de México, Morelos, Puebla, Veracruz, Tamaulipas y Tabasco. La temperatura
media de las regiones en donde naturalmente crecen las vides, especialmente las del centro-
sur de la Republica, varian de 14°C en los climas templados de Tezuitlan, Puebla y partes
altas de Temascaltepec, Edo. de México, hasta los 26°C en los climas célidos de San Antonio

Cafiada, Puebla y Paraiso, Tabasco (Franco et al., 2012).

2.7.1. Potencial farmacoldgico de la vid silvestre

En cuanto al potencial farmacoldgico, las plantas de las vides silvestres producen
abundante cantidad de productos naturales de bajo peso molecular. La mayoria de estos
compuestos desempefian un papel importante en la defensa que presentan las plantas ante
infecciones o condiciones que inducen estrés. Dos agentes antimicrobianos corresponden a

moléculas secundarias fitoanticipinas y fitoalexinas (Boriello et al., 2010).
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La hoja de las especies silvestres de vid del centro de México (Vitis spp.), al igual que
las hojas de V. vinifera, presenta cantidades importantes de compuestos fendlicos (Franco et
al., 2012). Tobar-Reyes et al. (2009) mencionan que de RVS se pueden encontrar de 0.04 a
39.5 ug/g de peso fresco; ademas, determinaron la existencia de acido galico, rutin y &cido

caféico.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Evaluacién in vitro
3.1.1. Cepa fungica

Se colectaron frutos de pimiento morron (Capsicum annuum L.) con sintomas de
pudricion gris, en el Centro de Investigacion y Transferencia de Tecnologia (CITT) “Rancho
El Islote”, del Instituto de Investigacion y Capacitacion Agropecuaria, Acuicola y Forestal
del Estado de México (ICAMEX), localizado en Villa Guerrero, Estado de México a 18° 58’
04’ latitud norte y 99° 39’ 21”° longitud oeste y a 2199 msnm. Posteriormente, en el
Laboratorio de Fitopatologia del ICAMEX se tomaron fragmentos de aproximadamente 5 x
5 mm de tejido de los frutos enfermos, los cuales se desinfestaron con hipoclorito de sodio
al 1% (v/v) por 3 min, se enjuagaron con agua destilada estéril tres veces, se secaron en papel
filtro y se transfirieron a cajas de Petri con medio de cultivo avena-agar (MCAVA)
acidificado con acido lactico al 25 % (v/v), a pH 4.5 y se incubaron a 26 + 2°C durante 8
dias. Posteriormente, usando la técnica de punta de hifa, una porcién de tejido micelial se
transfirid a otra caja de Petri con MCAVA, con la finalidad de obtener una cepa pura del
hongo. Para comprobar la patogenicidad de los aislamientos se inocularon frutos sanos de
fresa cv. Festival, previamente desinfestados como se describi6 anteriormente. A los frutos
se les ocasionaron tres heridas, de aproximadamente 2 mm de didmetro por 2 mm de
profundidad, con agujas de diseccion previamente esterilizadas. En dichas heridas se
depositaron 20 pL de una suspension de 1 x 108 conidios por mililitro. Una vez que se
observaron los sintomas tipicos de pudricion gris, se procedio a la identificacion del hongo
comparando las estructuras morfoldgicas observadas (tipo y color de la colonia, septacion

del micelio, conididforos, ramificacion de conididéforos, largo y ancho de conidios) con las
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claves de Barnett y Hunter (1998); mientras que para la determinacion de la especie se

emplearon las descripciones especializadas de Ellis (1971) y Crous et al. (2007).

Adicionalmente, se enviaron muestras del hongo al Laboratorio de Diagnostico
Fitosanitario del Colegio de Postgraduados, Montecillo, México, en donde se analizaron
molecularmente. La secuencia ITS obtenida del hongo se comparé con secuencias de
organismos referencia con mayor similitud, por medio de una busqueda en la base de datos
BLAST del GenBank® (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Una vez
comprobada la especie, el hongo fue cultivado para realizar las pruebas del presente

experimento.

3.1.2. Obtencion de extractos vegetales

Se obtuvieron hojas sanas y uniformes en tamafio y color (Franco et al., 2012) de tres
accesiones de vid silvestre: (1) E-200, originaria de Tejupilco, Estado de México, (2) TN-4,
originaria de Tenancingo, Estado de México y (3) P-178, originaria de Hueytamalco, Puebla;
todas establecidas en el banco de germoplasma de vid silvestre de Zumpahuacéan, México. El
tejido vegetal se trasladd al Laboratorio de Horticultura de la Universidad Autonoma del
Estado de México, Toluca, México; en donde se maceraron 200 g de hojas por accesion en
250 mL de metanol al 99%; esta mezcla se dejé en reposo en oscuridad durante una semana.
Posteriormente, el extracto se filtrd y se concentrd en un rotavapor, hasta tener 50 mL de la
solucion madre libre del solvente de extraccion. Los extractos se envasaron en un frasco

ambar y se colocaron en refrigeracion (4°C) para su conservacion.
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3.1.3. Identificacion de polifendles

Empleando como estandar &cido galico, se determind el contenido de fenoles totales
en los extractos de hoja de vid silvestre (EHVS) con el método Folin-Ciocalteu (Mora et al.,
2009), a 760 nm en un espectrofotometro; el resultado se expreso en equivalentes de &cido
gélico (EAG). La identificacion de algunos compuestos polifendlicos de los EHVS de cada
accesion se realizo con un HPLC Shimadzu bomba isocratica (serie 42205), empleando una
columna Spherisorb fase reversa C18 1 pm x 250 mm x 4.6 mm (Waters, USA). Como fase
movil se us6 agua: acetonitrilo: acido acético (70:29.9:0.1). El nivel de flujo fue 1 mL min?
permitiendo cinco minutos de estabilizacion entre cada muestra. La sefial fue monitoreada a
270 nm (Lorrain et al., 2013). Las muestras fueron inyectadas por triplicado en el sistema

cromatografico, cuantificando los compuestos detectados por el método de estandar interno.

3.1.4. Actividad antifangica

En matraces con MCAVA a pH 4.5, sin solidificar, se vertieron las cantidades
correspondientes de los EHVS de cada una de las accesiones, resveratrol (RVS) (Sigma),
extracto de citricos (EC) (Tecnosafe), cyprodinil+ fludioxonil (fungicida Switch® 62.5 WG)

(SW), como testigo absoluto (TA) se tuvo MCAVA sin ningun ingrediente adicional.

De cada EHVS se tomaron 6, 8 y 12 mL para aforar a 100 mL de MCAVA a pH 4.5.
Cada solucidn se vacio en cajas de Petri debidamente etiquetadas y se dejo solidificar. Los
tratamientos con RVS (60, 90 y 120 pg/mL), EC (3,5 y 8 % (v/v)) y SW (500, 800 y 1000
pg/mL) se prepararon de la misma manera, empleando RVS disuelto en agua: metanol 1:1,

SW en agua destilada, mientras que EC se empleo en su forma comercial liquida.
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Para cada uno de los 19 tratamientos se realizaron cuatro repeticiones con tres cajas
de Petri por repeticion, siendo cada placa una unidad experimental. El experimento se realiz6
por duplicado, debido a la similitud de ambos resultados, el analisis estadistico presentado
en este reporte corresponde a uno de los experimentos. Posteriormente, se colocd, en el centro
de cada una de las cajas de Petri con MCAVA y su respectivo tratamiento, un disco de 5 mm
de didmetro de MCAVA con micelio activo de B. cinerea de 5 dias de edad. Las cajas se
incubaron a 26 + 2°C y el diametro de la colonia de B. cinerea se midi6 cada 48 h con ayuda
de un vernier digital. Para cada repeticion, las mediciones concluyeron cuando la superficie
del MCAVA en todas las cajas del TA fue cubierta totalmente por el micelio del hongo. Los
valores medios del crecimiento micelial fueron transformados a porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial (ICM) en relacién con el TA utilizando la formula ICM (%) = [(dTa —
dt)/dTa (ICM)] x 100, donde dTa y dt representan el didmetro del crecimiento micelial del
TA y de cada uno del resto de los tratamientos, respectivamente (Soylu et al., 2010). La
disposicion de las cajas de Petri en la incubadora permitioé tener un disefio experimental

completamente al azar.

Al final del experimento, de cada tratamiento se obtuvieron esporas del MCAVA con
ayuda de una varilla de vidrio y agua destilada estéril. Por cada unidad experimental
previamente descrita, se tomd una alicuota de la suspensidn con conidios y fue transferida a
una camara de Neubauer para realizar el conteo de los conidios de acuerdo con la
metodologia de Moo-Koh et al. (2014). Los datos se convirtieron a porcentajes y los
resultados se reportaron como inhibicién de la esporulacién (IE) siguiendo la formula: IE
(%) = [(ETa — Et)/ETa] x 100, donde ETa y Et representan el nimero de conidios en el TA

y en cada uno de los tratamientos restantes, respectivamente (Soylu et al., 2010).
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Por otro lado, a partir de un cultivo esporulado (8 dias de edad), se preparé una
suspension de 1 x 10° conidios por mililitro en agua destilada estéril. Se colocaron 200 uL
de esta suspension en cajas de Petri con MCAVA suplementadas con las diferentes dosis de
cada uno de los 19 tratamientos. Al final de un periodo de 48 h de incubacion a 22+2 °C, se
evalud la germinacion de 100 conidios ubicados de manera aleatoria. Se consider6 germinado
cuando el largo del tubo germinativo fue igual o mayor al tamafio del didmetro del conidio.
El porcentaje de inhibicion de la germinacion (IGC) se determind mediante la formula
empleada por Soylu et al. (2010): IGC (%) = [(GTa — Gt)/GTa] % 100, donde GTa y Gt
representan el numero de conidios germinados en el TA y en cada uno del resto de los
tratamientos, respectivamente. El disefio experimental y el nimero de repeticiones por

tratamiento fue el mismo del trabajo de crecimiento micelial.

3.2. Evaluacién in vivo

3.2.1. Material vegetal e inoculacion

Las bayas de fresa ‘Festival’, en la escala de maduracién No. 3 (Gobierno de México,
2002), fueron cosechadas en el municipio de San Felipe del Progreso, Estado de México.
Luego, las bayas fueron transportadas, aproximadamente 45 min, al laboratorio de
Horticultura de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Autonoma del Estado de

México.

En el laboratorio, los frutos de fresa se desinfectaron en una soluciéon acuosa de
hipoclorito de sodio al 1% durante 2 min; luego, los frutos se enjuagaron con agua destilada
estéril y se dejaron secar a temperatura ambiente. Las bayas fueron aleatorizadas y divididas
en seis grupos homogéneos, 210 frutos cada uno. Los seis tratamientos fueron los siguientes:

0.450 g L resveratrol, 0.450 g L™ de &cido galico, extractos de hojas frescas de accesion de
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vid silvestre (EHVS) ‘P-178’, ‘E-200°, ‘TN-4" a 7.2 % y control (agua destilada); Las 210

bayas de cada tratamiento se separaron en tres repeticiones, 70 bayas cada una.

Antes de la imbibicién de las bayas, el resveratrol (SIGMA) se disolvid en agua
destilada: solucion de metanol (1:1), mientras que el acido galico (SIGMA) se disolvié en
agua destilada. Por otro lado, en primer lugar, las hojas jovenes (alrededor de tres semanas
después de la expansion completa de la hoja) de las accesiones de vid silvestre ‘P-178’, ‘E-
200" y ‘TN-4" se cosecharon en el banco de germoplasma de vid silvestre ubicado en
Zumpahuacén, Estado de México (Sabas-Chavez et al., 2016). Después de enjuagar las hojas
en agua corriente, se maceraron hasta disolver el tejido vegetal en agua destilada. Luego, las
soluciones de hojas se llevaron a 1 L para obtener la concentracidn final de hojas frescas de
7.2% (p/v). En contenedores de 2 L, las bayas se sumergieron en las soluciones EHVS

durante 3 minutos; se empled un contenedor para cada replicacién en cada tratamiento.

Posteriormente, las bayas se dejaron secar a temperatura ambiente, luego, las bayas
se infiltraron, con una jeringa, con suspension fungica, cepa de B. cinerea de una semana de
edad, 1 x 10° conidias por fruto. Después de la inoculacion, las bayas se colocaron en
superficies de plastico a una distancia de 0.5 cm entre las frutas continuas, la sala de
almacenamiento se mantuvo a 19 ° C y 70% de humedad relativa. Las superficies de plastico
y su distribucion en la sala de almacenamiento permitieron una distribucion en un

experimento de blogques completos al azar.

3.2.2 Evaluacion poscosecha
Diariamente, todos los frutos de cada repeticion se analizaron visualmente para

determinar la presencia o0 no de B. cinerea. Si la baya mostraba una mancha marron de B.
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cinerea de al menos 0.5 cm de diametro, la fruta se determind como enferma y se descart6
inmediatamente del almacenamiento. Cada dia, se contaban todas las bayas enfermas y el
nimero se usé para determinar el porcentaje de frutas que mostraban sintomas de
enfermedad. Del resto de las frutas sin sintomas, se pesaron 10 bayas para determinar la tasa
de pérdida de peso fresco; esta tasa se expreso en porcentaje del peso inicial de la fruta. Para
cada repeticidn, se usaron 10 frutas para determinar el contenido de s6lidos solubles totales
(SST) con un refractdbmetro (Atago, Japdn) y acidez titulable mediante titulacion con
hidréxido de sodio (Franco-Mora et al., 2015). La firmeza de la pulpa se determin6 con un
texturometro Brookfield CT 1000 utilizando el cilindro P72 que penetra 5 mm del fruto a una

velocidad de 5 mm/s.

3.3. Andlisis estadistico

En la evaluacion in vitro, los datos de porcentajes de ICM, IE e IGC se transformaron ay =
arsin [sqrt (y/100)]. Para la prueba in vivo el experimento se realiz6 en bloques completos al
azar unifactorial y con tres repeticiones por tratamiento. Para cada determinacion, los valores
de 10 frutas se consideraron como una repeticiéon. Los datos fueron procesados mediante
analisis de varianza de bloques completos al azar y en caso de significancia se procedié a la
comparacion de medias con la prueba de Tukey (P <0.05) con el programa estadistico SAS®
(SAS Institute, 2002).

4. RESULTADOS

Los resultados de este trabajo se resumen en dos documentos
a) Apolonio-Rodriguez, I., Franco-Mora O., Salgado-Siclan M., Aquino-Martinez, J. G.

2017. Inhibicion in vitro de Botrytis cinerea con extractos de hojas de vid silvestre (Vitis
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spp.). Revista Mexicana de Fitopatologia 35: 170-185. Revista incluida en el indice

CONACYT de Revistas Cientificas con Competencia Internacional.

b) Apolonio-Rodriguez, I., Franco-Mora O, J. G. Aquino-Martinez, J. G., Salgado-Siclan M.
Extracts of leaves of wild grapevine (Vitis spp.) delay Botrytis cinerea postharvest decay in
strawberry fruit. Revista Scientia Fungorum (en revision). Revista incluida en el indice

CONACYT de Revistas Cientificas En Desarrollo.
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4.1 Inhibicidn in vitro de Botrytis cinerea con extractos de hojas de vid silvestre (Vitis

spp.

Resumen
Resumen. Extractos de hoja de vid silvestre (EHVS) (Vitis spp.) de tres accesiones (P-178,
E-200 y TN-4) se evaluaron in vitro a 6, 8 y 12 % v/v con el fin de medir el efecto inhibitorio
en el crecimiento de Botrytis cinerea. Comparativamente, se empled resveratrol (RVS) (60,
90, 120 pg/mL), extracto de citricos (EC) (3, 5 y 8 % v/v) y cyprodinil + fludioxonil (SW)
(500, 800 and 1000 pg/mL). En promedio, SW inhibi6 el crecimiento micelial (ICM),
esporulacién (IE) y germinacién conidial (IGC) en 88.9, 85.5 y 93.7 %, respectivamente.
RVS presentd el segundo mejor resultado. Todos los EHVS tuvieron accion inhibitoria;
especialmente, P-178 al 12 % tuvo 72, 75y 62 % de ICM, IE e IGC, respectivamente. Esta
dosis tuvo 19.9 mg/mL de compuestos fendlicos, RVS 1.7 mg/ mL, acido galico 3.8 mg/mL

y &cido ferdlico 2.5 mg/mL.

Palabras clave: Acido ferGlico, 4cido galico, actividad flngica, compuestos fenélicos,

resveratrol.

Abstract.

The extracts of wild grapevines (Vitis) leaves (EHVS) from three accessions (P-178, E-200
and TN-4) at 6, 8 and 12 % v/v, were tested in vitro to evaluate their inhibitory effect on
Botrytis cinerea development. Resveratrol (RVS) (60, 90, 120 pug/mL), citrus extracts (EC)
(3, 5 and 8 % v/v) and cyprodinil + fludioxonil (SW) (500, 800 and 1000 ug/mL) were
compared against EHVS. In average, SW presented inhibition of mycelial growth (ICM),

sporulation (IE) and spore germination (IGC) (88.9; 85.5 and 93.7 %, average respectively).
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RVS presented the second higher inhibition rate. All EHVS presented antifungal activity;
specially, P-178 at 12 % resulted in 72 % ICM, 75 % IE and 62 % IGC. This dose contained
phenolic compounds 19.9 mg/mL, RVS 1.7 mg/mL, gallic acid 3.8 mg/mL and ferulic acid

2.5 mg/mL.

Key words: Ferulic acid, gallic acid, antifungal activity, phenolic compounds, resveratrol.

4.1.1. Introduccidén

Botrytis cinerea (Teleomorfo: Botryotinia fuckeliana), agente causal de la pudricién gris,
ataca un amplio rango de plantas en todo el mundo (Piesik et al., 2015). Este hongo ha
desarrollado resistencia a algunos fungicidas convencionales, particularmente
benzimidazoles y dicarboximidas (Panebianco et al., 2015). Multiples aplicaciones de los
diferentes tratamientos de control quimico en frutas y hortalizas pueden generar problemas a
la salud del personal de campo agricola y al consumidor, detencién de exportaciones por
residuos de plaguicidas, dafios al ambiente y efectos perjudiciales a organismos benéficos
para la agricultura (Yadav et al., 2015). Por consiguiente, es necesario reemplazar el uso de
sustancias toxicas por alternativas naturales amigables con el ambiente y la salud humana
(Enriquez-Guevara et al., 2010). Una alternativa en el manejo integrado de enfermedades es
el uso de compuestos naturales producidos por algunas plantas, a los cuales se les atribuye
propiedades antifungicas (Compean y Ynalvez, 2014). Entre estos compuestos se encuentran
los isoflavonoides, diterpenoides, alcaloides, aceites esenciales, estilbenos y polipéptidos
(Soylu et al., 2010). Particularmente, se ha reportado que Vitis vinifera posee diversos
compuestos con actividad antimicrobiana y antifungica como miricetina, acido elagico,

kaempferol, quercitina, acido galico, entre otros (Schnee et al., 2013). Entre los compuestos
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fendlicos presentes en extractos de cascara de una mezcla de tres cultivares chilenos de V.
vinifera se report6 la mayor actividad antifungica de &cido pcoumarico (98.5 pg/mL) y
kaempferol (100.9 pg/ mL); el extracto fenolico fue reportado con potencial contra B. cinerea

(Mendoza et al., 2013).

De la misma manera, el resveratrol (RVS), compuesto aislado por primera vez de eléboro
blanco (Veratrum album) y perteneciente al grupo de los estilbenos, ha sido reportado como
compuesto activo contra diferentes hongos fitopatdgenos en el cultivo de la vid, i. e. Erysiphe
necator, Plasmopara viticola y B. cinerea (Alonso-Villaverde et al., 2011; Wu et al., 2013).
Adrian y Jeandet (2012) indicaron que RVS, a 60 pg/mL, ocasiond disrupcion de la
membrana de los conidios de B. cinerea. Por otra parte, el crecimiento micelial de B. cinerea
in vitro se inhibid entre 50 y 70 % por accion de RVS (Salgado et al., 2015). Ademas, al
evaluar la efectividad, de manera separada, de RVS y tres compuestos relacionados con éste,
(E)-3,4,5- trimethoxy-p-(2-furyl)-estireno, (E)-4-methoxy-B- (2-furyl)-estireno y (E)-3,5-
dimethoxy-p-(2-furyl)- estireno a 100 pg/mL, se logrd inhibir 70 % de la germinacion de

conidios de B. cinerea (Caruso et al., 2011).

En el territorio de México se reporta la presencia de mas de 16 especies silvestres del género
Vitis (Cruz, 2007). Actualmente, en la localidad de Santa Cruz, Municipio de Zumpahuacan,
Estado de México, México, se tiene una coleccion de plantas de este género; a las cuales se
les estudia sisteméaticamente para incrementar su aprovechamiento. Particularmente, la hoja
de las especies silvestres de vid del centro de México (Vitis spp.), al igual que la hojas de V.
vinifera, presenta cantidades importantes de compuestos fendlicos (Franco et al., 2012).
Tobar-Reyes et al. (2009) mencionan que de RVS se pueden encontrar de 0.04 a 39.5 pg/g

de peso fresco; ademas, determinaron la existencia de acido galico, rutin y acido caféico.
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Debido a que la presencia de compuestos fendlicos en hojas de vid silvestre indica su
potencial como agente de control natural de enfermedades en vegetales, en el presente trabajo
se evalud in vitro la actividad antifngica contra B. cinerea de extractos de hojas frescas de

las accesiones de vid silvestre P-178, E-200 y TN-4.

4.1.2. Materiales y métodos
4.1.2.1. Cepa fangica

Se colectaron frutos de pimiento morrén (Capsicum annuum L.) con sintomas de
pudricion gris, en el Centro de Investigacion y Transferencia de Tecnologia (CITT) “Rancho
El Islote”, del Instituto de Investigacion y Capacitacion Agropecuaria, Acuicola y Forestal
del Estado de México (ICAMEX), localizado en Villa Guerrero, Estado de México a 18° 58’
04>’ latitud norte y 99° 39° 21’ longitud oeste. Posteriormente, en el Laboratorio de
Fitopatologia del ICAMEX se tomaron fragmentos de aproximadamente 5 x 5 mm de tejido
de los frutos enfermos, los cuales se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 1% (v/v) por 3
min, se enjuagaron con agua destilada estéril tres veces, se secaron en papel filtro y se
transfirieron a cajas de Petri con medio de cultivo avena-agar (MCAvVA) acidificado con
acido lactico al 25% (v/v) a pH 4.5 y se incubaron a 26+2°C durante 8 dias. Posteriormente,
usando la técnica de punta de hifa, una porcién de tejido micelial se transfirié a otra caja de
Petri con MCAVA con la finalidad de obtener una cepa pura del hongo. Para comprobar la
patogenicidad de los aislamientos del hongo se inocularon frutos sanos de fresa (Fragaria x
ananassa) cv. Festival, previamente desinfestados como se describio anteriormente. A los
frutos se les ocasionaron tres heridas, de aproximadamente 2 mm de diametro por 2 mm de
profundidad con agujas de diseccion previamente esterilizadas. En dichas heridas se

depositaron 20 pL de una suspension de 1x10° conidios por mililitro de agua. Una vez que
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se observaron los sintomas tipicos de pudricion gris, se procedié a la identificacién del hongo
comparando las estructuras morfoldgicas observadas (tipo y color de micelio, septacion,
conidioforos, ramificacion de conidioforos, largo y ancho de conidios) con las claves de
Barnett y Hunter (1998); mientras que para la determinacion de la especie se emplearon las
descripciones especializadas de Ellis (1971) y Crous et al. (2007). Identificando al hongo B.

cinérea.

Adicionalmente, se enviaron muestras del hongo al Laboratorio de Diagnostico
Fitosanitario del Colegio de Postgraduados, Montecillo, México, en donde se analizaron
molecularmente. La secuencia ITS obtenida del hongo se comparé con secuencias de
organismos referencia con mayor similitud, por medio de una busqueda en la base de datos
BLAST del GenBank® (National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD, USA). Una vez
comprobada la especie (B. cinérea), el hongo fue cultivado para realizar las pruebas del

presente experimento.

4.1.2.2. Obtencion de extractos vegetales

Se obtuvieron hojas sanas y uniformes en tamafio y color (Franco et al., 2012) de tres
accesiones de vid silvestre: (1) E-200, originaria de Tejupilco, Estado de México, (2) TN-4,
originaria de Tenancingo, Estado de México y (3) P-178, originaria de Hueytamalco, Puebla;
todas ellas establecidas en el banco de germoplasma de vid silvestre de Zumpahuacan,
México. El tejido vegetal se traslado al Laboratorio de Horticultura de la Universidad
Auténoma del Estado de México, Toluca, México; en donde se maceraron 200 g de hojas por
accesion en 250 mL de metanol al 99 %; esta mezcla se dejo en reposo en oscuridad durante

una semana. Posteriormente, el extracto se filtro y se concentrd en un rotavapor, hasta tener
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50 mL de la soluciéon madre libre del solvente de extraccion. Los extractos se envasaron en

un frasco ambar y se colocaron en refrigeracion (4 °C) para su conservacion.

4.1.2.3. Identificacion de polifenoles

Empleando como estandar acido galico, se determindel contenido de fenoles totales
en los extractos de hoja de vid silvestre (EHVS) con el método Folin-Ciocalteu (Mora et al.,
2009), a 760 nm en un espectrofotometro; se expreso el resultado en equivalentes de acido
galico (EAG). La identificacidn de algunos compuestos polifendlicos de los EHVS de cada
accesion se realizé con un HPLC Shimadzu bomba isocrética (serie 42205), empleando una
columna Spherisorb fase reversa C18 1 um x 250 mm x 4.6 mm (Waters, USA). Como fase
movil se usd agua: acetonitrilo: &cido acético (70:29.9:0.1). El nivel de flujo fue 1 mL min-
1 permitiendo cinco minutos de estabilizacion entre cada muestra. La sefial fue monitoreada
a 270 nm (Lorrain et al., 2013). Las muestras fueron inyectadas por triplicado en el sistema

cromatografico; cuantificando los compuestos detectados por el método de estandar interno.

4.1.2.4. Actividad antifangica

En matraces con MCAVA a pH 4.5, sin solidificar, se vertieron las cantidades
correspondientes (Cuadro 1) de los EHVS de cada una de las tres accesiones, resveratrol
(RVS) (Sigma), extracto de citricos (EC) (Tecnosafe), cyprodinil + fludioxonil (funguicida
Switch® 62.5 WG) (SW), y como testigo absoluto (TA) se empled MCAVA sin ningln

ingrediente adicional.

De cada EHVS se tomaron 6, 8 y 12 mL para aforar a 100 mL de MCAVA a pH 4.5.
Cada solucidn se vacio en cajas de Petri debidamente etiquetadas y se dejo solidificar. Los
tratamientos con RVS (60, 90 y 120 pg/mL), EC (3, 5 y 8% (v/v)) y SW (500, 800 y 1000
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pug/mL) se prepararon de la misma manera, empleando RVS disuelto en agua: metanol 1:1,

SW en agua destilada, mientras que EC se empleo en su forma comercial liquida.

Cuadro 1. Concentracion de compuestos fenolicos en medio de cultivo avena agar

adicionado con extractos de hoja de vid silvestre (Vitis spp).

Extracto Concentracién (mg/mL)
de hoja Concentracion
de vid (%; viv) fenoles totales
silvestre (EAG) acido galico  acido ferulico Resveratrol
6 20.8d 19¢c 12¢c¢ 09c
P-178 8 27.7¢C 25b 1.7b 1.1b
12 414 a 3.8a 25a 1.7 a
6 139e 19¢c 13c
E-200 8 18.5d 2.5 bc 16b
12 26.7cC 36a 2.3ab
6 18.6 d 1.5d 1.1d
TN-4 8 245¢c 19¢c l4c
12 354D 2.8b 2.5a

EAG: Equivalentes de acido galico. Los datos son la media de tres repeticiones; valores con

letra diferente presentan diferencia estadistica a P < 0.05.

Para cada uno de los 19 tratamientos se realizaron cuatro repeticiones, con tres cajas
de Petri por repeticion, siendo cada caja de Petri una unidad experimental. El experimento se
realizd por duplicado, debido a la similitud de ambos resultados, el analisis estadistico
presentado en este reporte corresponde a uno solo de los experimentos. Posteriormente, se

colocd, en el centro de cada una de las cajas de Petri con MCAVA y su respectivo tratamiento,
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un disco de 5 mm de didmetro de MCAVA con micelio activo de B. cinerea de 5 dias de edad.
Las cajas se incubaron a 26+2 °C y el diametro de la colonia de B. cinerea se midi6 cada 48
h con ayuda de un vernier digital. Para cada repeticion, las mediciones concluyeron cuando
la superficie del MCAVA en todas las cajas del TA fue cubierta totalmente por el micelio.
Los valores medios del crecimiento micelial fueron transformados a porcentaje de inhibicion
del crecimiento micelial (ICM) en relacion con el TA utilizando la formula: ICM (%) = [(dTa
—dt)/dTa (ICM)] x 100, donde dTa y dt representan el diametro del crecimiento micelial del
TA y de cada uno del resto de los tratamientos, respectivamente (Soylu et al., 2010). La
disposicion de las cajas de Petri en la incubadora permitio tener un disefio experimental

completamente al azar.

Al final del experimento, de cada tratamiento se obtuvieron esporas del MCAVA con
ayuda de una varilla de vidrio y agua destilada estéril. Por cada unidad experimental
previamente descrita, se tomo una alicuota de la suspension con conidios y fue transferida a
una camara de Neubauer para realizar el conteo de los conidios de acuerdo con la
metodologia de Moo-Koh et al. (2014). Los datos se convirtieron a porcentajes y los
resultados se reportaron como inhibicién de la esporulacion (IE) siguiendo la formula: IE
(%) = [(ETa — Et)/ETa] x 100, donde ETa y Et representan el nimero de conidios en el TA

y en cada uno de los tratamientos restantes, respectivamente (Soylu et al., 2010).

Por otro lado, a partir de un cultivo esporulado (8 dias de edad), se preparé una
suspension de 1 x 10° conidios por mililitro en agua destilada estéril. Se colocaron 200 uL
de esta suspension en cajas de Petri con MCAVA suplementadas con las diferentes dosis de
cada uno de los 19 tratamientos. Al final de un periodo de 48 h de incubacién a 22+2 °C, se

evalué la germinacién de 100 conidios ubicados de manera aleatoria. Se consideré germinado
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cuando el largo del tubo germinativo fue igual o mayor al tamafio del diametro del conidio.
El porcentaje de inhibicion de la germinacion (IGC) se determiné mediante la formula
empleada por Soylu et al. (2010): IGC (%) = [(GTa — Gt)/GTa] % 100, donde GTa y Gt
representan el nimero de conidios germinados en el TA y en cada uno del resto de los
tratamientos, respectivamente. El disefio experimental y el nimero de repeticiones por

tratamiento fue el mismo del trabajo de crecimiento micelial.

4.1.2.5. Andlisis estadistico

Los datos de porcentajes de ICM, IE e IGC se transformaron a 'y = arsin (sqrt (y/100)).
Los datos fueron procesados mediante analisis de varianza de blogues completamente al azar
con un factor y en caso de significancia se procedio a la comparacion de medias con la prueba

de Tukey (P <0.05) con el programa estadistico SAS® (SAS Institute, 2002).

4.1.3. Resultados

Identificacion morfoldgico-molecular cuatro dias después de la inoculacion con
Botrytis sp., todos los frutos de fresa mostraron sintomasm de pudricién gris, ademas de
abundante esporulacion del hongo (Figura 1A). Por otra parte, en el MCAVA las colonias
exhibieron crecimiento micelial concéntrico, de consistencia afelpada y color blanco y siete
dias después, el micelio se torné de color gris (Figura 1B). Bajo microscopia de luz, se
observaron conidioforos largos, septados, pigmentados, con pared lisa, ramificados
apicalmente y con racimos de conidios (Figura 1C). Los conidios fueron unicelulares,
ovoides, lisos, hialinos y de 8-15 x 6-9 um (Figura 1D). Todas las caracteristicas observadas

correspondieron a B. cinérea de acuerdo con la descripcion de Ellis (1971). Por otro lado, la
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comparacion en el BLAST de la secuencia mostré 100 % de similitud con la secuencia
KR055051. Basado en caracteristicas morfologicas y moleculares se confirmo que el agente
causal de la pudricién gris del pimiento morron en el CITT “Rancho el Islote” del ICAMEX

es Botrytis cinerea.

4.1.3.1. Compuestos fendlicos

En los EHVS de las tres accesiones se determino la presencia de acido galico y acido
feralico, mientras que en P-178 se determino la presencia de resveratrol. Al aumentar la
cantidad de EHVS por mililitro de MCAVA, se incremento la concentracion de los diversos
fenoles indicados (Cuadro 1). Actividad antifingica Todas las concentraciones de EHVS de
las tres accesiones presentaron ICM. P-178 12 % present6 mayor ICM, superior al 70 % en
relacién a TA. SW a sus dos dosis mas altas presentd 90 % de ICM, mientras que, de manera
general, la ICM por RVS grado reactivo se ubico entre SW y los EHVS. El EC inhibié no
mas de 25 % el crecimiento del micelio (Cuadro 2, Figura 2). La mayor IE se presentd con
SW, seguida de RVS; mientras que el porcentaje de los EHVS fue entre 53 a 75 %, en relacion

al TA.

Por otro lado, todos los tratamientos presentaron IGC. SW, en sus tres dosis, inhibid
mas del 90 %, seguido de RVS, cuyo promedio de las tres dosis fue de 64 %. La mayor IGC
de un EHVS fue observada en P-178 12 % cuyo porcentaje fue superior a 60 %, en relacion

al TA.
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Figura 1. Aislado de Botrytis cinerea obtenido a partir de frutos de Capsicum annuum. A)
Sintomas de pudricién gris en fruto de fresa. B). Colonia de 4 dias de edad cultivada en medio
avena agar. C) Apice ramificado de un conidi6foro con racimos de conidios; D) conidio de

Botrytis cinerea.

Cuadro 2. Actividad inhibitoria de diferentes tratamientos sobre crecimiento micelial (ICM),

esporulacién (IE) y germinacion de la espora (IGC) de Botrytis cinerea in vitro.

Concentracion Concentracion (mg/mL)
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(%; viv)

Extracto
ddeerlzjda fenoles totales o N o N
. (EAG) acido galico acido ferulico Resveratrol
silvestre
6 20.8d 19¢c 12c 09c
P-178 8 27.7¢ 25b 1.7b 1.1b
12 414 a 3.8a 25a 1.7a
6 139e 19¢c 13c
E-200 8 18.5d 2.5bc 16b
12 26.7 ¢ 3.6a 2.3ab
6 18.6 d 1.5d 1.1d
TN-4 8 245¢ 19c l4c
12 35.4b 2.8b 25a

Los datos son la media + EE de cuatro repeticiones, tres cajas de Petri por repeticion. Medias

seguidas con la misma letra en cada columna no presentan diferencia significativas con la

prueba de Tukey a P<0.05.
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Figura 2. Crecimiento de Botrytis cinerea en medio avena agar a los 8 dias de la inoculacion
a 26x2 °C. A, testigo absoluto B: extracto de hoja de la accesion de vid silvestre (Vitis spp.)
E-200 12 % (v/v); C: extracto de hoja de la accesionde vid silvestre TN-4 12 % (v/v); D:
extracto de hoja de la accesion de vid silvestre P-178 12 % (v/v); E: extracto de citricos 8 %

(v/v); F: resveratrol 120 pug/mL; G: cyprodinil + fludioxonil 1000 pg/mL.

4.1.4. Discusioén

La mayor concentracién de acido gélico, acido feralico y RVS en los EHVS de P-178
en relacién a E-200 y TN-4 esta relacionado con la variabilidad en la presencia y
concentracion de polifenoles en hojas de distintas accesiones de vid silvestre de México;
identificando a los factores genético, ambiental y genético-ambiental como los responsables
de esta variabilidad (Katalini¢ et al., 2009; Tobar-Reyes et al., 2011). En este trabajo, se
sugiere que la diferencia entre accesiones en el contenido total de compuestos fendlicos y
particular de los tres fenoles identificados, es debida principalmente a la genética, ya que los

tejidos vegetales de las tres accesiones provinieron de un mismo banco de germoplasma.

El efecto inhibitorio del desarrollo de B. cinérea de los EHVS empleados puede
deberse a la presencia de acido galico, feralico y resveratrol, polifenoles que han mostrado
propiedades antifungicas (Katalini¢ et al., 2009; Schnee et al., 2013; Mendoza et al., 2013).
Vio-Michaelis et al. (2012), indicaron la presencia de acido ferdlico en los extractos
etanolicos de dos especies vegetales que poseen potencial para el control de B. cinerea,
mientrasque la aplicacién de acido galico a un sistema in vitro implic6 menor desarrollo de
B. cinerea (Mendoza et al., 2013). Asi, la mayor ICM, IE e IGC de EHVS P-178 12 % en

comparacion al resto de los EHVS puede estar relacionada tanto por la presencia,
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determinada y potencial, de mas compuestos fendlicos, como por la mayor concentracién de
los mismos en relacién a TN-4 y E-200. La elucidacion completa de los polifenoles presentes
en los EHVS vy la actividad antifngica particular de cada compuesto es una actividad

cientifica a desarrollar.

Si bien la ICM, IE e IGC por P-178 12 % fue inferior a lo observado con SW y RVS,
la actividad antifungica de este extracto es importante por ser superior a 70 % para ICM e IE
y superior a 60 % de IGC. En este sentido, la ICM es similar a la reportada por El- Kateeb et
al. (2013) con extractos metandlicos al 0.4 % de hojas de V. vinifera ‘Thompson seedless’ y

‘Flame seedless’ (entre 63 y 72 %). Particularmente, el modo de accidn de los polifenoles

contra B. cinerea no ha sido totalmente explicado, pero se ha sugerido que acttan
sobre la membrana citoplasmatica, produciendo cambios en su permeabilidad, ocasionando
liberacion del contenido celular, coagulacidn del material citoplasmatico y desorganizacion
de organelos y membrana celular, todo ello inhibe el desarrollo del micelio y evita su
esporulacién (Adrian y Jeandet, 2012; Minova et al., 2015). Por otro lado, se ha indicado que
polifenoles del tipo acido 3b-hydroxy-kaurenoico estan involucrados con reduccion en la

germinacién de B. cinerea (Cotoras et al., 2011).

La concentracién de RVS en el MCAVA con EHVS P-178, a cualquier dosis, fue
superior a la obtenida con la adicion de cualquiera de los tratamientos con RVS grado
reactivo, pero el efecto antifingico de los EHVS fue menor. Estos resultadospueden deberse
a lo reportado por Guerrero et al. (2010), indicando que entre los compuestos fendlicos
presentes en un extracto vegetal existen interacciones sinergicas y/o antagonicas, las cuales

pueden modificar su efecto antifungico. A pesar del menor control in vitro de B. cinerea con
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EHVS en relacion a SW, RVS grado reactivo e incluso otros extractos vegetales reportados
en la literatura i.e. extractos de Citrus paradisi (Xu et al., 2007); este trabajo indica el
potencial de los EHVS de México como reductores de la dispersion e infeccion efectiva de
B. cinerea, hongo causante de graves pérdidas econdmicas en diversos cultivos (Piesik et al.,
2005). La amplia presencia de la vid silvestre en México y su bajo costo de adquisicion son
factores que también contribuyen al interés de identificar completamente a los polifenoles

presentes en los EHVS y su efecto particular contra el hongo en estudio.

4.1.5. Conclusiones

Los extractos metanolicos de hojas de tres accesiones de vid silvestre (Vitis spp.) mostraron
actividad antiflngica in vitro contra Botrytis cinerea; particularmente, el extracto de hojas de
la accesion P-178 12% inhibié 70% el crecimiento micelial, 75% la esporulacion y 61% la
germinacion de esporas, siempre en relacion al testigo absoluto. Se detecto resveratrol, acido
galico y acido feralico en los extractos de dicha accesion y se sugiere la participacion de estos
fenoles contra B. cinerea. Resveratrol grado reactivo produjo mejor control del hongo que
los extractos de hoja de vid silvestre; generalmente, cualquier dosis de ambos extractos de
hoja de vid silvestre y resveratrol grado reactivo; no superaron la actividad antifungica de
cyprodinil + fludioxonil.
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4.2. Extractos de hojas de vid silvestre (Vitis spp.) retrasan el decaimiento postcosecha

por Botrytis cinerea en fresa.

(Extracts of leaves of wild grapevine (Vitis spp.) delay Botrytis cinerea postharvest decay

in strawberry fruit)

4.2.1. Introduction

Botrytis cinerea is the most important pathogen responsible of strawberry fruit (Fragaria x
ananasa) postharvest decay (Domnez et al., 2011; Amiri et al., 2013). In extreme cases, l0ss
of over 80% of berry production might be linked to the attack of B. cinerea (Salami et al.,
2010). Mexico has become one of the worldwide top five strawberry producers (SAGARPA,
2018) and its local industry might join the international efforts to increase the use of
sustainable and innocuousness postharvest techniques over addition of agrochemicals to
delay or reduce strawberry postharvest fungus incidence. For example, in preharvest stage,
it has been proposed the, in planta, spray of chitosan on developing berries (Reddy et al.,
2010); whereas techniques proposed at postharvest include the application of chitosan edible
films added with olive (Olea europaea) oil (Khalifa et al., 2016); gelatin-based films
containing cellulose nanocrystals (Fakhouri et al., 2014); 12 h exposure to 0.1 ml L of
essential oil of Solidago canadensis (Liu et al., 2016); irradiation with 4 kJ m combined
with an exposure of 3 h in hot air (45°C) (Pan et al., 2004); inoculation of Bacillus MFDU-

2 (Domnez et al., 2011); applications of nitric oxide (Abdollahi et al., 2013), among others.

43



Particularly, an extract 800 ppm V. vinifera tendrils fully inhibited the in vitro growth of B.
cinerea (Fraternale et al., 2015); and an aqueous solution of leaves, 12% (w/v), of Mexican
wild grapevine (Vitis spp.) successfully inhibited in vitro mycelial growth (72%), sporulation
(75%) and germination of spores (62%) of B. cinerea (Apolonio-Rodriguez et al., 2017).
Successful antifungal activity of Vitis plant extracts over B. cinerea has been related to the
presence of diverse polyphenols i.e. rutin, quercetin, resveratrol and p-coumaric, ellagic,
cafeic and caftaric acids among others (Mendoza et al., 2013; Fraternale et al., 2015;

Apolonio-Rodriguez et al., 2017).

On the other hand, the stilbene resveratrol (RVS) is a natural compound synthetized in several
organs of the Vitis plants and its synthesis has been related to an increment in the plant
resistance against B. cinerea (Langcake and McCarthy, 1979). This resistance has been
related to the methyolation of hydroxyphenol groups of RVS (Adrian et al., 1997). Under in
vitro conditions, 0.120 g L™* RVS inhibited 70% mycelial growth and spore germination and
80% sporulation of B. cinerea (Apolonio-Rodriguez et al., 2017). RVS as well as gallic acid,
rutin and cafeic acid are present in leaves of Mexican wild grapevines, (Tobar-Reyes et al.,
2009, 2011). Thus, present research aimed to determine the effect of extracts of aqueous
extracts of wild grapevine fresh leaves on the development of B. cinerea in strawberry
‘Festival’ fruit and to compare the efficiency of those aqueous extracts versus commercial

RVS and gallic acid.
4.2.2. Material and methods

4.2.2.1. Plant material and inoculation
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Berries of strawberry ‘Festival’, at ripening scale No. 3 (Gobierno de México, 2002), were
harvested in the municipality of San Felipe del Progreso, State of Mexico. Then, berries were
transported, about 45 min, to the laboratory of Horticulture of the Faculty of Agriculture,

Universidad Autdbnoma Del Estado de México.

At the laboratory, the strawberry fruit were disinfected in 1% sodium hypochlorite aqueous
solution for 2 min; then, fruits were rinsed with sterile distilled water and they were allowed
to dry at room temperature. The berries were randomized and divided in six homogenous
groups, 210 fruits each. The six treatments were as follows, 0.450 g L resveratrol, 0.450 g
L7 gallic acid, extracts of 7.2% fresh leaves of wild grapevine accession (FLWGA) ‘Don
José’, ‘E-200°,"TN-4" and control (distilled water); the 210 berries of each treatment were

separated in three replications, 70 berries each.

Previous to berries imbibition, resveratrol (SIGMA) was dissolved in distilled water:
methanol solution (1:1), whereas gallic acid (SIGMA) was dissolved in distilled water. On
the other hand, firstly, young leaves (around three weeks after full leaf expansion) of wild
grapevine accessions ‘Don José’, ‘E-200" and “TN-4" were harvested in the wild grapevine
germplasm bank located in Zumpahuacéan, State of Mexico (Sabas-Chavez et al., 2016) as
indicated by Apolonio-Rodriguez et al. (2017). After rinsing the leaves in tap water, they
were macerated till dissolving the plant tissue in distilled water. Then, leaves solutions were
brought out to 1 L to obtain a final fresh leave concentration of 7.2% (w/v). In 2 L containers,
the berries were plenty imbibed in the FLWGA solutions during 3 min; one container for

each replication in each treatment.
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The berries were allowed to dry at room temperature, then, the berries were infiltrated by
syringe with bacterial suspension, one-week old strain of B. cinerea (Apolonio-Rodriguez et
al., 2017), 1 x 108 conidia per fruit. After inoculation, berries were placed on plastic surfaces
within a distance of 0.5 cm between continuous fruits, the room of storage was maintained
at 19°C and 70% relative humidity. The plastic surfaces and their distribution in the storage

room allowed a distribution in a random complete blocks experiment.
4.2.2.2. Postharvest evaluation

Daily, all the fruit of each replication were visually analyzed to determine the presence or
not of B. cinerea. If the berry showed B. cinerea brown pot of at least 0.5 cm of diameter,
the fruit was determined as diseased and immediately discarded from storage. Each day, all
the diseased berries were counted and the number was used to determine the percentage of
fruits showing symptoms of disease. From the rest of the fruits without symptoms, 10 berries
were weighted to determine the rate of fresh weight loss; this rate was expressed in
percentage of the initial fruit weight. For each replication, 10 fruits were used to determine
the content of total soluble solids (TSS) with a refractometer (Atago, Japan), and titratable
acidity by titulating with sodium hydroxide (Franco-Mora et al., 2015). Flesh firmness was
determined with a texturometer Brookfield CT- 1000 using the cylinder P72 penetrating 5

mm of the fruit at a velocity of 5 mm s™.
4.2.2.3. Statistical analysis

The experiment was conducted as a random complete blocks one, with three replications per

treatment. For each determination the values of 10 fruits were considered as one replication.
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It was performed an analysis of variance, and when the F value was significant, the treatments

were compared with the tukey test at 0.05 of significance.
4.2.3. Results and discussion
4.2.3.1. Incidence of B. cinerea

Four days after B. cinerea inoculation (DAI), over 50% of the control berries developed
symptoms of the disease; and 6 DAI, all the control fruit presented the disease. It has been
determined that after starting fruit ripening, B. cinerea causes rapid decay of infected fruit
(Elad et al., 2007). For example, Mehli et al. (2005) observed spore germination and tissue
infection after 16 h of inoculation. Contrarily, 8 DAL, less than 25% of the berries treated
with RVS developed the disease; and around 40% of the berries treated with gallic acid, and
extracts of FLWGA ‘Don José¢” and ‘E-200" presented the symptoms disease (Figure 1). In
grapes (Vitis vinifera), endogenus resveratrol is produced in response to microbial attack of
B. cinerea (Cichewicz et al., 2000). Moreover, under culture medium conditions, addition of
0.120 g L™* RVS reduced over 70% in vitro mycelial growth of B. cinerea; also extracts of
FLWGA reduced, in relation to control, the in vitro growth of B. cinerea (Apolonio-
Rodriguez et al., 2017). It has been determined that proanthocyanins appears to induce B.
cinerea quiescence in unripe strawberries and, it has been suggested than other phenolic
compounds might have a role in B. cinerea quiescence (Petrasch et al., 2019). The extracts
of FLWGA had a high content of phenolic compounds (Franco et al., 2012) i.e. gallic acic,
cafeic acid, rutin and RVS. Thus, the presence of phenolic compounds in the extracts of
FLWGA might be related in suppressing the development of inoculated B. cinerea in the

strawberries.
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Figure 3. Effect of the extracts of fresh leaves of Mexican wild grapevine accessions,
resveratrol or gallic acid in the incidence of inoculated Botrytis cinerea in strawberry fruit
stored at 19°C and 70% RH. Data are the average of three replications, 70 fruits each.
Different literals indicate statistical difference at 0.05 of Tukey test; for better seeing only

literals to separate statistical groups are showed.

Figura 3. Efecto de los extractos de hojas frescas de accesiones de vides silvestres de
México, resveratrol y acido galico en la incidencia de Botrytis cinerea inoculada en fresa
almacenada a 19°C y 70% de H. R. Los datos son la media de tres repeticiones, 70 frutos por
repeticion. Letras diferentes indican diferencia estadistica con Tukey al 0.05; para mejor

observacion sélo se muestran las letras que separan a los grupos de medias.

48



In the literature, it is possible to find reports with higher control of B. cinerea by other plant
extracts. In strawberry fruit, Vitoratos et al. (2013) observed 100% reduction of B. cinerea
symptoms with the application of 0.05 ml L lemon essential oils. However, present results
suggest the reliability of applying extracts of FLWGA to reduce postharvest incidence of
grey mould decay in strawberry. The State of Mexico, produces around 7800 ton of
strawberry per year (SAGARPA, 2018); recently, its production increased mainly in the
municipalities of Villa Guerrero, Zumpahuacén, Coatepec Harinas, Tonatico and Ixtapan de
la Sal (Mata, 2018). The southern region of the state of Mexico, is a place where wild
grapevines grow extensively (Franco-Mora et al., 2012); and also, several accessions of wild
grapevines from this region and other states of Central Mexico are now well stablished in the
germplasm bank at Zumpahuacan (Sabas-Chavez et al., 2016). Thus, strawberry growers
might obtain in the region wild grapevine tissues easily and they might help by themselves

in ecofriendly and innocuous control of Botrytis.
4.2.3.2. Postharvest quality

During the initial 3 DAL, fruit weight loss was similar in all treatments, then, at 4 and 5 DAL,
control fruit lost more weight than the rest of treatments (Figure 2). Higher dehydration has
been associated to different rates of hormone and sugar metabolism, as well as defense
mechanism (Rizzini et al., 2009). It is possible that the antifungal effect of RVS, gallic acid
and the extracts of FLWGA reported herein might be the principal reason to reduce the rate
of weight loss by reducing water stress. On the other hand, higher water stress was observed
by increment in respiration rate and the presence of injuries in kiwi fruit attacked by B.
cinerea (Cheah et al., 1992). Lower presence of B. cinerea might suggest few amount of

injuries by this pathogen and by consequence reduction in water loss.
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Figure 4. Effect of the extracts of fresh leaves of Mexican wild grapevine accessions,
resveratrol or gallic acid in the rate of fruit weight loss during postharvest life of strawberry
fruit inoculated with Botrytis cinerea. Data are the average of three replications, 10 fruits
each. Different literals indicate statistical difference at 0.05 of Tukey test; for better seeing

only literals to separate statistical groups are showed.

Figura 4. Efecto de los extractos de hoja fresca de accesiones de vides silvestres mexicanas,
resveratrol o &cido galico en el peso del fruto durante la vida postcosecha de fresa inoculada
con Botrytis cinerea. Los datos son la media de tres repeticiones, 10 frutos por repeticion.
Letras diferentes indican diferencia estadistica con Tukey a 0.05; para mejor observacion

s6lo se muestran las letras que separan a los grupos de medias.

50



RVS highly limited berry softening; that is, berries treated with RVS lost less than 1 N of the
initial flesh firmness in 8 days of storage, whereas control fruit lost about 2.5 N in 5 DAI.
Moreover, during the first 5 DA, the firmness in the berries treated with extracts of FLWGA
and gallic acid was between 0.5 and 1 N lower that the fruit treated with RVS and around 1.5
N over the control fruit (Figure 3). The presence of B. cinerea stimulate the activities of
fungal enzymes like pectinases, laccases and proteases, as well as activities of cell wall
degrading enzymes (Petrasch et al., 2019); in concordance, reduction of peel and pulp
softening rate by exogenous application of RVS has been related to delay in
poligalacturonase activity (Franco-Mora et al., 2015). In addition, as previously discussed,
the presence of different phenolic compounds might, also, reduce the softening fruit rate due
to B. cinerea by limiting fungus development. RVS as reagent is expensive and difficult to
adopt as a reliable technique to increase postharvest quality in horticultural commodities in
developing countries. Nevertheless, extracts of FLWGA seem to be a low cost alternative to

improve strawberry postharvest conservation, specially reducing fruit softening.
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Figure 5. Effect of the extracts of fresh leaves of Mexican wild grapevine accessions,
resveratrol or gallic acid in the fruit firmness during postharvest life of Botrytis cinerea
inoculated strawberry fruit. Data are the average of three replications, 10 fruits each.

Different literals indicate statistical difference at 0.05 of Tukey test.

Figura 5. Efecto de los extractos de hojas frescas de accesiones de vides silvestres
mexicanas, resveratrol o acido galico en la firmeza del fruto durante la vida postcosecha de
fresa inoculada con Botrytis cinerea. Los datos son la media de tres repeticiones, 10 frutos

por repeticion. Letras diferentes indican diferencia estadistica con Tukey a 0.05.

As discussed previously, reduction of incidence of Botrytis cinerea, rates of fruit weight loss
and fruit softening resulted in 3 days more of postharvest storage in strawberries treated with

RVS or any of the extracts of FLWGA and gallic acid, all in relation to control. However,
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application of any of the treatments, excepting water, resulted in lower sweetness compared
to control; only control fruit reached 8°Brix, at 5 days of storage, and for the rest of the
treatments 7.5°Brix was the maximum content of total soluble solids (Figure 4). In
strawberry, cell wall solubilization correlates with increase in fruit sugar content, and those
sugars might serve as nutrient for B. cinerea (Petrasch et al., 2019). In this work, it is possible
to suggest that higher total soluble solids content was related to higher cell wall solubilization
and, by consequence, higher fruit softness and more presence of B. cinerea. Nevertheless,
the content of total soluble solids presented in treated berries is commercially acceptable;
strawberry ‘Festival’ grown in the Valley of Jacona-Zamora, State of Michoacan, Mexico,
reached 8.5°Brix at maturity (Martinez-Bolafios et al., 2008), and in Florida, USA, an
average of several seasons determined 7.5°Brix for fruit of the same cultivar (Jouquand et

al., 2008).
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Figure 4. Effect of the extracts of fresh leaves of Mexican wild grapevines, resveratrol or
gallic acid in the content of total soluble solids during postharvest life of Botrytis cinerea
inoculated strawberry fruit. Data are the average of three replications, 10 fruits each.

Different literals indicate statistical difference at 0.05 of Tukey test.

Figura 4. Efecto de los extractos de hoja frescas de vides silvestres mexicanas, resveratrol o
acido galico en el contenido de sélidos solubles totales durante la vida postcosecha de fresa
inoculada con Botrytis cinerea. Los datos son la media de tres repeticiones, 10 frutos por

repeticion. Letras diferentes indican diferencia estadistica con Tukey a 0.05.

In titratable acidity there was not difference among treatments; at the beginning of the
storage, the berries showed 0.35 % citric acid, and that amount descended till around 0.25%.
This acidity is considerably lower in relation to other reports on strawberry ‘Festival’; for

example, in the Valley of Jacona-Zamora, State of Michoacan, berries presented from 0.46
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to 1.34% acidity (Martinez-Bolafios et al., 2008), whereas in Florida, fruits of same cultivar

reached 0.75% acidity (Jouquand et al., 2008).
4.2.4. Conclusions

Five days after inoculation with 1 x 10° conidia of B. cinerea, control fruit presented
symptoms in more than 80% of the fruit. By contraire, berries treated with resveratrol
presented 15% and 28% of fruits with symptoms at 5 and 8 days after inoculation. Resveratrol
treated berries presented the higher reduction, in relation to control, of fresh weight loss rate
and fruit softening rate. Fruits treated with extracts of leaves (7.2% w/v) of wild grapevines,
accessions ‘Don José¢’ and ‘E-200°, presented infection of 40% at 8 and 5 days after
inoculation, respectively; and, in relation to control fruit, reduction of at least 10% of fresh
weight loss, and 1.5 N more firmness. On the other hand, the content of total soluble solids

were 0.5°Brix higher in control fruit than the rest of treatments.
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5. DISCUSION GENERAL

El efecto inhibitorio del desarrollo de B.cinerea in vitro e in vivo que se observé con
la adicién de los EHVS evaluados puede deberse a la presencia de compuestos fenélicos
(Schnee et al., 2013; Mendoza et al., 2013), particularmente a la presencia de acido galico
(Tao et al., 2010), acido ferulico y resveratrol. Por otro lado, la mayor concentracion,
posiblemente de orden genético (Katalini¢ et al., 2009; Tobar-Reyes et al., 2011), de estos
polifenoles en la accesion P-178 en relacion a E-200 y TN-4 puede asociarse a la respuesta
de inhibicidn que cada accesion presentd. Aunque el modo de accidn de los polifenoles contra
B. cinerea no ha sido totalmente explicado, se ha sugerido que acttan sobre la membrana
citoplasmatica, produciendo cambios en su permeabilidad, ocasionando liberacién del
contenido celular, coagulacion del material citoplasmatico y desorganizacién de organelos y
membrana celular, todo ello inhibe el desarrollo del micelio y evita su esporulacion (Adrian
y Jeandet, 2012; Minova et al., 2015).

La efectividad in vitro e in vivo de EHVS, especialmente P-178 en la ICM, IE e IGC
de B.cinerea, asi como la reduccién de la incidencia de B. cinerea en frutos de fresa en
poscosecha puede estar relacionada con la prescencia de otros compuestos fendlicos y la
concentracion de los mismos. La elucidacion completa de los polifenoles presentes en los
EHVS y la actividad antifingica particular de cada compuesto es una actividad cientifica a
desarrollar.

La respueta in vitro de EHVS en ICM, IE e IGC por P-178 12 % fue inferior a lo
observado con SW y RVS; sin embargo, la actividad antifungica de este extracto es
importante por ser superior a 70 % para ICM e IE y superior a 60 % de IGC. En este sentido,
la ICM es similar a la reportada por El- Kateeb et al. (2013) con extractos metanolicos al 0.4

% de hojas de V. vinifera ‘Thompson seedless’ y ‘Flame seedless’ (entre 63y 72 %). Ademas,
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los EHVS P-178 7.2 % desarrollaron sintomas de B. cinerea en 40% de los frutos evaluados
en poscosecha; cuando la aplicacion de RVS presenton 25% de frutos con sintomas. En uvas,
el RVS enddgeno se produce en respuesta al ataque microbiano de B. cinerea (Cichewicz et
al., 2000) y en este sentido, la aplicacion de los EHVS se manifiestan como una opcidn viable
y amigable con el ambiente.

Por otra parte, en la fase in vivo la pérdida de peso del fruto durante los primeros tres
dias fue similar en todos los tratamientos. Sin embargo, al dia 4 y 5 el control perdié mas
peso que el resto de los tratamientos. La firmeza en las bayas tratadas con EHVS vy &cido
gélico fue entre 0.5 y 1 N menor que la fruta tratada con RVS y alrededor de 1.5 N sobre la
fruta de control. Durante los 3 dias después de la inoculacion (DAI), la pérdida de peso de la
fruta fue similar en todos los tratamientos, luego, a los 4 y 5 DAI, la fruta de control perdio6
mas peso que el resto de los tratamientos. Una mayor deshidratacion se ha asociado a
diferentes tasas de metabolismo, deshidratacion y respiracion, asi como al mecanismo de
defensa (Rizzini et al., 2009). Es posible que el efecto antifingico del RVS, el &cido galico
y los EHVS informados en este documento puedan ser la razdn principal para reducir la tasa
de pérdida de peso al reducir el estrés hidrico; sin embargo también es posible que actlen
como bioreguladores vegetales reduciendo tasas metabdlicas. Por otro lado, se observo
mayor estrés hidrico por el incremento en la tasa de respiracion y la presencia de lesiones en
el kiwi (Actinidia deliciosa) atacado por B. cinerea (Cheah et al., 1992). Una presencia menor
de B. cinerea podria sugerir pocas lesiones por este patdgeno y, por consiguiente, una
reduccion en la pérdida de agua.

La firmeza en las bayas tratadas con EHVS y &cido galico fue entre 0.5y 1 N menor
que la fruta tratada con RVS y alrededor de 1.5 N mayor que en frutos control. La presencia

de B. cinerea estimula las actividades de las enzimas fungicas como las pectinasas, lacasas y
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proteasas, asi como las actividades de las enzimas que degradan la pared celular (Petrasch et
al., 2019). En concordancia, la reduccién de la tasa de ablandamiento de la epidermis y la
pulpa mediante la aplicacion exdgena de RVS se ha relacionado con un retraso en la actividad
de la poligalacturonasa (Franco-Mora et al., 2015). Una importancia adicional del uso de los
EHVS es que ya que el RVS como reactivo es costoso y dificil de adoptar como una técnica
confiable para aumentar la calidad poscosecha en productos horticolas en los paises en
desarrollo, los extractos de hojas de vid silvestre parecen ser una alternativa de bajo costo
para mejorar la conservacion de postcosecha de la fresa, reduciendo especialmente el

ablandamiento de la fruta.

Como se discutio anteriormente, la reduccion de la incidencia de Botrytis cinerea, las
tasas de pérdida de peso de la fruta y el ablandamiento de la fruta dieron como resultado 3
dias més de almacenamiento posterior a la cosecha en fresas tratadas con RVS o cualquiera
de los EHVS y &cido gélico, todo en relacién con el control. Sin embargo, la aplicacion de
cualquiera de los tratamientos, excepto el agua, resultd en una dulzura menor en comparacion
con el control; solo frutos control alcanzaron 8 ° Brix, a los 5 DA, y para el resto de los
tratamientos, 7.5 ° Brix fue el contenido méaximo de SST. En fresa, la solubilizacion de la
pared celular se correlaciona con aumento en el contenido de azlcar de la fruta, y esos
azlcares podrian servir como nutrimentos para B. cinerea (Petrasch et al., 2019). En este
trabajo, es posible sugerir que un mayor contenido de sélidos solubles totales se relacion6
con mayor solubilizacion de la pared celular y, en consecuencia, mayor suavidad del fruto y
mayor presencia de B. cinerea. Sin embargo, el contenido de SST presentados en las bayas
tratadas es comercialmente aceptable; fresas ‘Festival® cultivadas en el Valle de Jacona-

Zamora, Estado de Michoacan, México, alcanzaron 8.5 ° Brix en la madurez (Martinez-
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Bolafios et al., 2008), y en Florida, EE. UU, un promedio de varias estaciones determind 7.5

° Brix para frutos del mismo cultivar (Jouquand et al., 2008).

En la acidez titulable no hubo diferencia entre los tratamientos; Al comienzo del
almacenamiento, las bayas mostraron 0.35% de equivalentes de cido citrico, y esa cantidad
descendid hasta alrededor de 0.25%. Esta acidez es considerablemente menor en relacion con
otros informes sobre fresa ‘Festival’; Por ejemplo, en el Valle de Jacona-Zamora, Estado de
Michoacan, las bayas presentaron una acidez de 0.46 a 1.34% (Martinez-Bolafios et al.,
2008), mientras que en Florida, las frutas del mismo cultivar alcanzaron acidez de 0.75%

(Jouguand et al. ., 2008).

Los resultados actuales sugieren la confiabilidad de aplicar extractos de hojas de vid
silvestre para reducir la incidencia poscosecha de la pudricion ocasionada por B. cinerea en
la fresa. El Estado de México produce alrededor de 7800 ton de fresa por afio (SAGARPA,
2018); recientemente, su produccion aumentd principalmente en los municipios de Villa
Guerrero, Zumpahuacan, Coatepec Harinas, Tonatico e Ixtapan de la Sal (Mata, 2018). La
region sur del estado de México, es un lugar donde las vides silvestres crecen ampliamente
(Franco-Mora et al., 2012); y también, varias accesiones de vides silvestres de esta region y
otros estados del centro de México ahora estan bien establecidas en el banco de germoplasma
en Zumpahuacan (Sabas-Chavez et al., 2016). Por lo tanto, los cultivadores de fresas podrian
obtener en la region tejidos de vid silvestre facilmente y podrian ayudar por si mismos en el

control ecoldgico e inocuo de Botrytis.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

En la prueba in vitro los extractos metandlicos de hojas tres accesiones de vid silvestre
(Vitis spp.) mostraron actividad antifungica contra B. cinerea; particularmente, el extracto de
hojas de la accesion P-178 12% inhibid 70% el crecimiento micelial, 75% la esporulacion y
61% la germinacion de esporas, siempre en relacion al testigo absoluto. Se detectd
resveratrol, &cido galico y &cido ferulico en los extractos de dicha accesion y se sugiere la
participacion de estos fenoles contra Botrytis cinerea. Resveratrol grado reactivo produjo
mejor control del hongo que los extractos de hoja de vid silvestre; generalmente, cualquier
dosis de ambos, extracto de hoja de vid silvestre y resveratrol grado reactivo, no superaron

la actividad antifungica de cyprodinil + fludioxonil.

Por otra parte en la evaluacion in vivo de extractos de hojas de vid silvestre, cinco
dias después de la inoculacion con 1 x 106 conidios de B. cinerea, frutos control presentaron
sintomas en mas del 80% de la fruta. Por el contrario, las bayas tratadas con resveratrol
presentaron 15% y 28% de las frutas con sintomas a los 5 y 8 dias después de la inoculacion.
Las bayas tratadas con resveratrol presentaron la mayor reduccion, en relacion con el control,
de la tasa de pérdida de peso fresco y la tasa de ablandamiento de la fruta. Las frutas tratadas
con extractos de hojas (7.2% p/v) de vides silvestres, accesiones ‘P-178" y ‘E-200’,
presentaron infeccion del 40% a los 8 y 5 dias después de la inoculacion, respectivamente;
y, en relacion con el control de la fruta, la reduccion de al menos 10% de la pérdida de peso
fresco y 1.5 N mas de firmeza. Por otro lado, el contenido de sélidos solubles totales fue 0.5

° Brix mas alto en fruta de control que el resto de tratamientos.

Los resultados obtenidos en la prueba in vitro e in vivo sugieren la fiabilidad de aplicar

los extractos de hojas de vid silvestre para reducir la dispersion e infeccion efectiva de B.
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cinerea; ademas estos extractos parecen ser una alternativa de bajo costo para mejorar la

conservacion poscosecha de la fresa, especialmente reduciendo el ablandamiento de la fruta
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