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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. Comparativamen-
te, se empled resveratrol (RVS) (60, 90, 120 pg/
mL), extracto de citricos (EC) (3, 5y 8 % v/v) y
cyprodinil + fludioxonil (SW) (500, 800 and 1000
pug/mL). En promedio, SW inhibid el crecimiento
micelial (ICM), esporulaciéon (IE) y germinacion
conidial (IGC) en 88.9, 85.5 y 93.7 %, respectiva-
mente. RVS presentd el segundo mejor resultado.
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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 pg/mL), citrus extracts (EC) (3, 5 and
8 % v/v) and cyprodinil + fludioxonil (SW) (500,
800 and 1000 pg/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). 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.
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Todos los EHVS tuvieron accion inhibitoria; espe-
cialmente, 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, 4cido galico 3.8 mg/mL y 4cido ferulico 2.5
mg/mL.

Palabras clave: Acido ferulico, acido galico, ac-
tividad fungica, compuestos fenélicos, resveratrol.

Botrytis cinerea (Teleomorfo: Botryotinia fuc-
keliana), agente causal de la pudricion gris, ata-
ca 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). Mdltiples 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 con-
sumidor, detencion de exportaciones por residuos
de plaguicidas, dafios al ambiente y efectos perju-
diciales a organismos benéficos para la agricultura
(Yadav et al., 2015). Por consiguiente, es necesario
reemplazar el uso de sustancias toxicas por alterna-
tivas naturales amigables con el ambiente y la salud
humana (Enriquez-Guevara et al., 2010).

Una alternativa en el manejo integrado de enfer-
medades es el uso de compuestos naturales produ-
cidos por algunas plantas, a los cuales se les atribu-
ye 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 vi-
nifera posee diversos compuestos con actividad an-
timicrobiana y antifiungica como miricetina, dcido
elagico, kaempferol, quercitina, acido galico, entre
otros (Schnee et al., 2013). Entre los compuestos
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Botrytis  cinerea (Teleomorph: Botryotinia
fuckeliana), the causal agent of gray rot, damages
a wide range of plants worldwide (Piesik et al.,
2015). This fungus has developed resistance
to some conventional fungicides, particularly
benzimidazole and dicarboximide fungicides
(Panebianco et al., 2015). Multiple applications of
the different chemical control treatments to fruit
and vegetables may cause health problems to field
workers and consumers, export restrictions due
to pesticide residues, damage to the environment
and harmful effects on organisms beneficial to
agriculture (Yadav et al., 2015). Therefore, it is
necessary to replace the use of toxic substances
with natural ones (Enriquez-Guevara et al., 2010).

An alternative for integral plant disease
management is to use natural compounds produced
by some plants that have antifungal properties
(Compean and Ynalvez, 2014). Among those
compounds  are
alcaloids, essential oils, stilbenes and polypeptides
(Soylu et al., 2010). In particular, Vitis vinifera
has been reported to produce several compounds
with antimicrobial and antifungal activity, such
as myricetin, ellagic acid, kaempferol, quercitin,
and gallic acid, among others (Schnee et al.,
2013). Within the phenolic compounds present
in fruit peel extracts of a mix of three Chilean
cultivars of V. vinifera, p-coumaric acid (98.5 pg/
mL) and kaempferol (100.9 pg/mL) showed the
highest antifungal activity; the phenolic extract
was reported to have potential against B. cinerea
(Mendoza et al., 2013).

Also, resveratrol (RVS), a compound that was

isoflavonoids,  diterpenoids,

isolated for the first time from white hellebores
(Veratrum album) and belongs to the stilbene group,
has been reported as being active against different
pathogenic fungi in grapevine crops, i.e. Erysiphe
necator, Plasmopara viticola and B. cinerea
(Alonso-Villaverde et al., 2011; Wu et al., 2013).
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fendlicos presentes en extractos de cascara de una
mezcla de tres cultivares chilenos de V. vinifera se
reportd la mayor actividad antifungica de acido p-
coumarico (98.5 pg/mL) y kaempferol (100.9 ug/
mL); el extracto fenolico fue reportado con poten-
cial contra B. cinerea (Mendoza et al., 2013).

De la misma manera, el resveratrol (RVS), com-
puesto 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 fitopatdogenos en
el cultivo de la vid, i. e. Erysiphe necator, Plas-
mopara 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 ef al., 2015). Ademas, al
evaluar la efectividad, de manera separada, de RVS
y tres compuestos relacionados con éste, (E)-3,4,5-
trimethoxy-B-(2-furyl)-estireno, (E)-4-methoxy-p-
(2-furyl)-estireno y (E)-3,5-dimethoxy-B-(2-furyl)-
estireno a 100 pg/mL, se logré inhibir 70 % de la
germinacion de conidios de B. cinerea (Caruso et
al.,2011).

En el territorio de México se reporta la presen-
cia de mas de 16 especies silvestres del género Vi-
tis (Cruz, 2007). Actualmente, en la localidad de
Santa Cruz, Municipio de Zumpahuacan, Estado de
Meéxico, México, se tiene una coleccion de plantas
de este género; a las cuales se les estudia sistema-
ticamente 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 im-
portantes 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; ademads, determinaron la existencia de
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Adrian and Jeandet (2012) reported that RVS, at
60 pg/mL, ruptured the membrane of B. cinerea
conidia. On the other hand, micelial growth of B.
cinerea in vitro was inhibited between 50 and 70 %
by the action of RVS (Salgado et al., 2015). Also,
when individually assessing the effectiveness of
RVS and three RVS-related compounds, (E)-3,4,5-
trimethoxy-B-(2-furyl)-styrene,  (E)-4-methoxy-
B-(2-furyl)-styrene and (E)-3,5-dimethoxy-p-(2-
furyl)-styrene at 100 ug/mL, 70 % of B. cinerea
conidia germination was inhibited (Caruso et al.,
2011).

Over 16 wild species of the genus Vitis have
been reported to be present in Mexico (Cruz, 2007).
Today, there is a collection of plants of this genus
in Santa Cruz, municipality of Zumpahuacan, State
of Mexico. These plants are being systematically
studied to enhance their use. In particular, the
leaves of wild grapevines (Vitis spp.) from central
Mexico, as well as leaves of V. vinifera, contain
significant amounts of phenolic compounds
(Franco et al., 2012). Tobar-Reyes et al. (2009)
mentioned that they found RVS from 0.04 to 39.5
ug/g fresh weight of leaves; the authors also found
the presence of gallic acid, rutin and caffeic acid.
Given that the presence of phenolic compounds in
wild grapevine indicates their potential as a natural
control agent for plant diseases, in this study we
evaluated their in vitro antifungal activity against
B. cinerea using extracts of fresh leaves of wild
grapevine accessions P-178, E-200 and TN-4.

MATERIALS AND METHODS
Fungal isolate
Bell peppers (Capsicum annuum) showing gray

rot were collected at the Centro de Investigacion
y Transferencia de Tecnologia (CITT) “Rancho
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acido galico, rutin y acido caféico. 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 presen-
te trabajo se evaluo in vitro la actividad antifingica
contra B. cinerea de extractos de hojas frescas de las
accesiones de vid silvestre P-178, E-200 y TN-4.

MATERIALES Y METODOS
Cepa fungica

Se colectaron frutos de pimiento morréon (Cap-
sicum annuum) con sintomas de pudricion gris, en
el Centro de Investigacion y Transferencia de Tec-
nologia (CITT) “Rancho El Islote”, del Instituto de
Investigacion y Capacitacion Agropecuaria, Acui-
cola 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 Fito-
patologia del ICAMEX se tomaron fragmentos de
aproximadamente 5 X 5 mm de tejido de los frutos
enfermos, los cuales se desinfestaron con hipoclo-
rito de sodio al 1 % (v/v) por 3 min, se enjuagaron
con agua destilada estéril tres veces y se transfirie-
ron 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 2642 °C durante
8 dias. Posteriormente, usando la técnica de punta
de hifa, una porcion de tejido micelial se transfirio
a otra caja de Petri con MCAvVA, con la finalidad
de obtener una cepa pura del hongo. Para compro-
bar la patogenicidad de los aislamientos se inocu-
laron frutos sanos de fresa (Fragaria X ananassa)
cv. Festival, previamente desinfestados como se
describi6 anteriormente. A los frutos se les ocasio-
naron tres heridas, de aproximadamente 2 mm de
diametro por 2 mm de profundidad, con agujas de
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El Islote” of the Instituto de Investigacion y
Capacitacion Agropecuaria, Acuicola y Forestal del
Estado de México (ICAMEX), in Villa Guerrero,
State of Mexico, at 18° 58’ 04" North latitude and
99° 39* 21 West longitude. Then, at ICAMEX’s
Laboratory of Phytopathology, tissue fragments,
measuring approximately 5 x 5 mm, were taken
from the diseased bell peppers and disinfected with
1 % (v/v) sodium hypochlorite for 3 min; they were
rinsed three times with sterile distilled water, and
transferred to Petri dishes containing acidified at
pH 4.5, with 25 % (v/v) lactic acid, oat-agar culture
medium (MCAvVA), and, then, incubated at 26+2 °C
for 8 days. Later, using the hyphal tip technique,
a portion of mycelial tissue was transferred to
another Petri dish containing MCAVA to obtain a
pure isolate of the fungus. To confirm the isolates’
pathogenicity, we inoculated healthy (Fragaria
x gnanassa) cv. Festival strawberries that had
been previously disinfected as described earlier.
Three perforations measuring approximately 2
mm in diameter x 2 mm deep were made on the
strawberries using previously sterilized dissection
needles. The perforations were filled with 20 pL
of a suspension of 1x10° conidia per millimeter.
Once the typical symptoms of gray rot appeared,
the fungus was identified by comparing the
morphological structures observed (mycelium type
and color, septation, conidiophores, conidiophore
branching, conidia length and width) using the
Barnett and Hunter keys (1998). The specialized
descriptions by Ellis (1971) and Crous et al. (2007)
were used to determine the species.

Samples of the fungus were also sent to the
Laboratory of Phytosanitary Diagnosis of Colegio
de Postgraduados, Montecillo, Mexico, where they
were molecularly analyzed. The ITS sequence
obtained from the fungus was compared to
sequences of the most similar reference organisms
through a search in the BLAST database of
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diseccion previamente esterilizadas. En dichas he-
ridas se depositaron 20 uL. de una suspension de
1x10° conidios por mililitro. Una vez que se obser-
varon los sintomas tipicos de pudricion gris, se pro-
cedio a la identificacion del hongo comparando las
estructuras morfologicas observadas (tipo y color
de micelio, septacion, conididéforos, ramificacion
de conididforos, 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).

Adicionalmente, se enviaron muestras del hon-
go al Laboratorio de Diagnostico Fitosanitario del
Colegio de Postgraduados, Montecillo, México, en
donde se analizaron molecularmente. La secuencia
ITS obtenida del hongo se comparo6 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 (NTH),
Bethesda, MD, USA). Una vez comprobada la es-
pecie, el hongo fue cultivado para realizar las prue-
bas del presente experimento.

Obtencion de extractos vegetales

Se obtuvieron hojas sanas y uniformes en tama-
flo 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 Tenan-
cingo, Estado de México y (3) P-178, originaria de
Hueytamalco, Puebla; todas ellas establecidas en
el banco de germoplasma de vid silvestre de Zum-
pahuacan, México. El tejido vegetal se traslado al
Laboratorio de Horticultura de la Universidad Au-
tonoma 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. Poste-
riormente, el extracto se filtro y se concentrd en un
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GenBank® (National Institutes of Health (NIH),
Bethesda, MD, USA). Once the species was
confirmed, the fungus was grown to perform the
tests of this experiment.

Obtaining vegetable extracts

Healthy leaves of uniform size and color were
obtained (Franco et al., 2012) from three wild
grapevine accessions: (1) E-200, from Tejupilco,
State of Mexico, (2) TN-4, from Tenancingo, State
of Mexico, and (3) P-178, from Hueytamalco,
Puebla; all the accessions were grown at the wild
grapevine germplasm bank in Zumpahuacén,
Mexico. The vegetable tissue was moved to the
Laboratory of Horticulture of the Universidad
Auténoma del Estado de México, in Toluca, State
of Mexico, where 200 g of leaves per accession
were macerated in 250 mL of 99 % methanol,
these mixtures were left standing in darkness for
a week. Afterwards, the extract was filtered and
concentrated in a rotary evaporator until 50 mL of
stock solution free of the extraction solvent was
obtained. The extracts were poured into amber
glass jars and placed in cold storage (4 °C) for
conservation.

Identification of polyphenols

Using gallic acid as a standard, the total amount
of phenols contained in extracts of wild grapevine
leaves (EHVS) was determined using the method
of Folin-Ciocalteu (Mora et al., 2009) at 760 nm on
a spectrophotometer. The result was expressed in
gallic acid equivalents (EAG). Some polyphenolic
compounds of EHVS of each individual accession
were identified using an HPLC Shimadzu isocratic
pump (serial 42205) and a reversed-phase
Spherisorb C18 1 um x 250 mm % 4.6 mm column
(Waters, USA). For the mobile phase we used
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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.

Identificacion de polifendles

Empleando como estandar acido galico, se de-
terminé el contenido de fenoles totales en los ex-
tractos de hoja de vid silvestre (EHVS) con el mé-
todo Folin-Ciocalteu (Mora et al., 2009), a 760 nm
en un espectrofotometro; se expreso el resultado en
equivalentes de acido galico (EAQG). La identifica-
cion de algunos compuestos polifenolicos de los
EHVS de cada accesion se realizdo con un HPLC
Shimadzu bomba isocratica (serie 42205), em-
pleando una columna Spherisorb fase reversa C18
I pm x 250 mm x 4.6 mm (Waters, USA). Como
fase movil se usé agua: acetonitrilo: acido acéti-
co (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 inyec-
tadas por triplicado en el sistema cromatografico;
cuantificando los compuestos detectados por el mé-
todo de estandar interno.

Actividad antifiingica

En matraces con MCAVA a pH 4.5, sin solidi-
ficar, 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+ fludioxo-
nil (funguicida Switch® 62.5 WG) (SW), ademas
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 MCAvVA a pH 4.5. Cada so-
lucion se vacié en cajas de Petri debidamente
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water: acetonitrile: acetic acid (70:29.9:0.1). The
flow level was 1 mL min"! and we allowed a five-
minute stabilization interval between each sample.
The signal was monitored at 270 nm (Lorrain et
al., 2013). The samples were injected three times
in the chromatographic system and the compounds
detected using the standard internal method were
quantified.

Antifungal activity

The respective amounts (Table 1) of the EHVS
of each accession, resveratrol (RVS) (Sigma),
citric extract (EC) (Tecnosafe), and cyprodinil+
fludioxonil (fungicide Switch® 62.5 WG) (SW)
were poured into flasks containing unsolidified
MCAvVA (pH 4.5); MCAvVA with no ingredients
added was used as the absolute tester (TA).

From each EHVS, we took 6, 8 and 12 mL for
dilution at 100 mL of MCAvVA at pH 4.5. Each
solution was poured into properly labeled Petri
dishes and allowed to solidify. Treatments with
RVS (60, 90 and 120 pg/mL), EC (3, 5 and 8 %
(v/v)) and SW (500, 800 and 1000 pg/mL) were
prepared in the same way, using RVS diluted in:
methanol 1:1, SW in distilled water, while EC was
used in its liquid commercial form. Each of the 19
treatments were repeated four times using three
Petri dishes per replication; each of the Petri dishes
was an experimental unit. The experiment was
performed twice, and because of the similarity of
both results, the statistical analysis included in this
report corresponds to only one experiment.

Later, a disk 5 mm in diameter of MCAVA with
5-day old active B. cinerea mycelium was placed
in the middle of each Petri dish containing MCAvVA
and its corresponding treatment. The dishes were
incubated at 26+2 °C and the diameter of each B.
cinerea colony was measured every 48 h using
a digital Vernier caliper. Measurement of each
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Cuadro 1. Concentracion de compuestos fenolicos en medio de cultivo avena agar adicionado con extractos de hoja de vid

silvestre (Vitis spp.).

Table 1. Concentration of phenolic compounds in oat-agar adding extracts of leaves of wild grapevine (Vitis spp).

Extracto de

Concentracion (mg/mL)

hoja de vid Con;: entracion Fenoles totales o 1 C .
silvestre (%; v/Iv) (EAG) Acido galico Acido fertlico resveratrol
6 20.8 d 19¢ 1.2¢ 09c¢
P-178 8 27.7 ¢ 2.5b 1.7b I.1b
12 414 a 38a 25a 1.7a
6 139 e 19¢ 13¢
E-200 8 185 d 2.5bc 1.6b
12 26.7 ¢ 3.6a 2.3 ab
6 18.6 d 1.5d 1.1d
TN-4 8 245 ¢ 1.9c¢ l4c
12 354 b 2.8b 25a

EAG: Equivalentes de acido galico. Los datos son la media de tres repeticiones; valores con letra diferente presentan diferencia
estadistica a P<0.05 / EAG: Equivalents of gallic acid. Data are the average of three replications; values with the same letter show

a statistical difference at P<0.05.

etiquetadas y se dejo solidificar. Los tratamientos
con RVS (60, 90 y 120 pg/mL), EC 3,5y 8 %
(v/v)) y SW (500, 800 y 1000 pg/mL) se prepara-
ron de la misma manera, empleando RVS disuelto
en agua: metanol 1:1, SW en agua destilada, mien-
tras que EC se empled en su forma comercial li-
quida. Para cada uno de los 19 tratamientos se rea-
lizaron cuatro repeticiones, con tres cajas de Petri
por repeticion, siendo cada caja de Petri una unidad
experimental. El experimento se realizé por dupli-
cado, debido a la similitud de ambos resultados, el
analisis estadistico presentado en este reporte co-
rresponde a uno solo de los experimentos.
Posteriormente, se colocd, en el centro de cada
una de las cajas de Petri con MCAVA y su respec-
tivo tratamiento, un disco de 5 mm de diametro
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 midio cada
48 h con ayuda de un vernier digital. Para cada re-
peticion, las mediciones concluyeron cuando la su-
perficie del MCAVA en todas las cajas del TA fue
cubierta totalmente por el micelio. Los valores me-
dios del crecimiento micelial fueron transformados
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replication ended when the surface of MCAVA
in all the TA dishes was completely covered by
mycelium. Average values of mycelium growth
were converted to percentage inhibition of mycelial
growth compared (ICM) to TA by applying the
formula: ICM (%) = [(dTa — dt)/dTa (ICM)] x
100, where dTa and dt denote the diameter of the
mycelium growth of TA and of each of the other
treatments, respectively (Soylu et al., 2010). The
Petri dishes within the incubator were arranged in a
completely randomized design.

At the end of the experiment, MCAVA spores
were collected from each treatment using a glass
rod and sterile distilled water. For each previously
described experimental unit, an aliquot of the
suspension containing conidia was taken and
transferred to a Neubauer chamber to count the
conidia following the methodology of Moo-Koh et
al. (2014). Data were converted to percentages, and
the results were reported as inhibition of sporulation
(IE) following the formula: IE (%) = [(ETa — Et)/
ETa] x 100, where ETa and Et denote the number
of conidia in TA and in each of the remaining
treatments, respectively (Soylu et al., 2010).
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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 tra-
tamientos, respectivamente (Soylu et al., 2010). La
disposicion de las cajas de Petri en la incubadora
permitio tener un disefio experimental completa-
mente al azar.

Al final del experimento, de cada tratamiento
se obtuvieron esporas del MCAvVA 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 da-
tos 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 numero 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 prepar6 una suspension de 1 x
10° conidios por mililitro en agua destilada estéril.
Se colocaron 200 pL de esta suspension en cajas de
Petri con MCAvVA 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 cuan-
do el largo del tubo germinativo fue igual o mayor
al tamano del diametro del conidio. El porcentaje
de inhibicion de la germinacion (IGC) se determi-
né mediante la formula empleada por Soylu et al.
(2010): IGC (%) = [(GTa — Gt)/GTa] x 100, donde
GTay Gt representan el nimero de conidios germi-
nados en el TA y en cada uno del resto de los trata-
mientos, respectivamente. El disefio experimental
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On the other hand, using a sporulated culture
medium (8 days old), a suspension of 1 x 10 conidia
per milliliter was prepared in sterile distilled water.
Two hundred microliters of the suspension were
poured in Petri dishes with MCAvVA supplemented
with the different doses of each of the 19 treatments.
After 48 h of incubation at 2242 °C, germination
of 100 randomly placed conidia was evaluated.
The conidia were considered germinated when the
length of the germ tube was equal to or greater than
the diameter of the conidium. The percentage of
spore germination inhibition (IGC) was determined
with the formula used by Soylu et al. (2010): IGC
(%) = [(GTa — Gt)/GTa] x 100, where GTa and Gt
denote the number of germinated conidia in TA and
in each of the other treatments, respectively. The
experimental design and number of replications per
treatment were the same ones used for mycelium
growth.

Statistical analysis

ICM, IE and IGC percentages were converted
to y = arsin (sqrt (y/100)). The data were processed
through analysis of variance of a complete
randomized design with a single factor, and when
significance was found, we compared the means
using Tukey’s test (P<0.05); all analysis were
performed with the SAS® statistical software (SAS
Institute, 2002).

RESULTS
Morphological-molecular identification.

Four days after inoculation with Botrytis sp.,
all strawberries showed symptoms of gray rot, as

well as abundant fungal sporulation (Figure 1A).
On the other hand, in MCAVA, colonies showed
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y el nimero de repeticiones por tratamiento fue el
mismo del trabajo de crecimiento micelial.

Analisis 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
bloques completamente al azar con un factor y en
caso de significancia se procedi6 a la comparacion
de medias con la prueba de Tukey (P < 0.05) con el
programa estadistico SAS® (SAS Institute, 2002).

RESULTADOS
Identificacion morfolégico-molecular

Cuatro dias después de la inoculacién con Bo-
trytis sp., todos los frutos de fresa mostraron sin-
tomas de pudricion gris, ademas de abundante es-
porulacion del hongo (Figura 1A). Por otra parte,
en el MCAVA las colonias exhibieron crecimiento
micelial concéntrico, de consistencia afelpada y co-
lor blanco y siete dias después, el micelio se tornd
de color gris (Figura 1B). Bajo microscopia de luz,
se observaron conidioforos largos, septados, pig-
mentados, con pared lisa, ramificados apicalmente
y con racimos de conidios (Figura 1C). Los coni-
dios fueron unicelulares, ovoides, lisos, hialinos y
de 8-15 x 6-9 um (Figura 1D). Todas las caracte-
risticas observadas correspondieron a B. cinerea
de acuerdo con la descripcion de Ellis (1971). Por
otro lado, la comparacion en el BLAST de la se-
cuencia mostr6 100 % de similitud con la secuencia
KRO055051. Basado en caracteristicas morfologicas
y moleculares se confirmé que el agente causal de
la pudricion gris del pimiento morrén en el CITT
“Rancho el Islote” del ICAMEX es Botrytis cine-
rea.
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white concentric mycelium growth of velvety
consistency; seven days later, the mycelium turned
gray (Figure 1B). Under a light microscope,
we observed long, septate, pigmented conidia
with smooth walls, apically branched and with
bunches of conidia (Figure 1C). The conidia were
unicellular, ovoid, smooth, hyaline, and measured
8-15 x6-9 um (Figure 1D). All the features observed
corresponded to B. cinerea, as described by Ellis
(1971). On the other hand, when we compared the
sequence in BLAST, it was 100 % similar to the
KRO055051 sequence. Based on the morphological
and molecular features, we confirmed that the
causal agent of gray rot on the bell pepper at CITT
“Rancho el Islote” of ICAMEX is Botrytis cinerea.

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

Figure 1. Isolate of Botrytis cinerea from Capsicum
annuum fruits. A) Symptoms of gray rot in
strawberry fruits. B). Four-day old colony
cultivated in oat-agar. C) Branched tip of a
conidiophore with conidia bunches; D) Botrytis
cinerea conidia.
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Compuestos fendlicos

En los EHVS de las tres accesiones se deter-
mino la presencia de acido galico y acido ferulico,
mientras que en P-178 se determino la presencia de
resveratrol. Al aumentar la cantidad de EHVS por
mililitro de MCAvVA, se increment6 la concentra-
cion de los diversos fenoles indicados (Cuadro 1).

Actividad antifiingica

Todas las concentraciones de EHVS de las tres
accesiones presentaron ICM. P-178 12 % present6
mayor ICM, superior al 70 % en relacion 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 inhibi6 no més de 25 % el crecimiento del mi-
celio (Cuadro 2, Figura 2). La mayor IE se present6
con SW, seguida de RVS; mientras que el porcen-
taje de los EHVS fue entre 53 a 75 %, en relacion
al TA.

Por otro lado, todos los tratamientos presenta-
ron IGC. SW, en sus tres dosis, inhibié mas del 90 %,
seguido de RVS, cuyo promedio de las tres dosis
fue de 64 %. La mayor IGC de un EHVS fue obser-
vada en P-178 12 % cuyo porcentaje fue superior a
60 %, en relacion al TA.

DISCUSION

La mayor concentracion de acido galico, acido
ferulico y RVS en los EHVS de P-178 en relacion
a E-200 y TN-4 esta relacionado con la variabili-
dad en la presencia y concentracion de polifeno-
les en hojas de distintas accesiones de vid silvestre
de México; identificando a los factores genético,
ambiental y genético-ambiental como los respon-
sables de esta variabilidad (Katalini¢ et al., 2009;
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Phenolic compounds

We found gallic and ferulic acids in the EHVS
of the three accessions, and resveratrol in P-178.
When the amount of EHVS per millimeter of
MCAVA increased, the concentration of the
different phenols increased (Table 1).

Antifungal activity

All the concentrations of EHVS of the three
accessions showed ICM. Accession P-178 12 %
showed higher ICM, 70 % higher than TA. SW at
its two highest doses showed 90 % of ICM, while
the ICM per RVS reactive grade was between SW
and EHVS. EC inhibited no more than 25 % of
mycelium growth (Table 2, Figure 2). SW had the
highest IE, followed by RVS; the percentage of the
EHVS was 53 to 75 % compared to TA.

On the other hand, all the treatments showed
IGC. The three doses of SW inhibited more than 90 %,
followed by RVS, whose average of the three doses
was 64 %. The highest IGC of an EHVS was ob-
served in P-178 12 %, whose percentage was high-
er than 60 % in relation to TA.

DISCUSSION

The highest concentration of gallic acid, ferulic
acid and RVS in the EHVS of P-178 compared to
E-200 and TN-4 may be related to the variability in
the presence and concentration of polyphenols in
leaves of different Mexican wild grapevine acces-
sions; genetic, environmental and genetic-environ-
mental factors have been identified as causing this
variability (Katalini¢ et al., 2009; Tobar-Reyes et
al., 2011). This study suggests that the difference
among the accessions in the total content of pheno-
lic compounds, and especially of the three phenols
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Cuadro 2. Actividad inhibitoria de diferentes tratamientos sobre crecimiento micelial (ICM), esporulacion (IE) y germina-

cion de la espora (IGC) de Botrytis cinerea in vitro.

Table 2. Inhibitory activity of different treatments on ir vitro mycelial growth (ICM), sporulation (IE) and spore germina-

tion (IGC) of Botrytis cinerea.

Tratamiento ICM (%) 1E (%) IGC (%)
6 % (v/ 45.1+£38f 559+3.8
Extracto de hoja de vid silvestre ] 00 (V/V) 25431 35431 ¢ al2x46f
accesion P-178 % (V/V) 525+3.1e 535=+3.1e 413+34d
12 % (v/v) 72.0+£22¢ 753+£22¢ 61.8+19¢
6 % (v/ 348+23 547+ 11
Extracto de hoja de vid silvestre ] 0/0 (V/V) 377412 £ 60.6+ 0 6ed 34.5+4.1 ef
accesion E-200 o (V V) . 2 g . : 353+2.1ed
12 % (v/v) 558+24¢ 61.2+04d 377+6.1g
6 % (v/ 27.5+1.2h 53.5+23
Extracto de hoja de vid silvestre ] 0/0 (V/V) 350435 550405 © 34.9+7.5 ef
accesion TN-4 o (V) 0£35¢g 9+05¢ 333+35¢f
12 % (v/v) 479+18f 60.0+2.4d 357+ 13 ed
3 % (v/v) 247+3.8h 27.1+1.1°f 204+23¢g
Extracto de citricos 5 % (viv) 253+3.5h 27.6+51f 289+4.1f
8 % (v/v) 272+3.8h 241+13f 333 +2.8ef
60 pg/mL 622+2.1d 77.6+0.7b 5908+59¢
Resveratrol 90 pg/mL 64.0+2.7d 782+0.6b 63.6+49 ¢
120 pg/mL 729+19¢ 829+05a 702+59b
500 pg/mL 85.7+3.40b 85.3+0.6a 914+34a
Switch (cyprodinil+fludioxinil) 800 pg/mL 89.8+3.5ab 84.7+0.6a 93.0+35a
1000 pg/mL 914+32a 86.5+03a 96.6+2.8a
Testigo absoluto 0 0+0 i 0+0 g 0+0 h

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 / Data are the average + SE of four replications,
three Petri dishes per replication. Averages followed by the same letter in each column show no significant difference using Tukey’s

test at P<0.05.

Tobar-Reyes et al., 2011). En este trabajo, se sugie-
re que la diferencia entre accesiones en el conteni-
do total de compuestos fenodlicos 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 ger-
moplasma.

El efecto inhibitorio del desarrollo de B. cinerea
de los EHVS empleados puede deberse a la presen-
cia de acido galico, ferulico y resveratrol, polife-
noles que han mostrado propiedades antifungicas
(Katalini¢ et al., 2009; Schnee et al., 2013; Mendo-
za et al., 2013). Vio-Michaelis ef al. (2012), indica-
ron la presencia de acido fertilico en los extractos
etanolicos de dos especies vegetales que poseen
potencial para el control de B. cinerea; mientras
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identified, is mainly the result of genetics, as the
plant tissues of the three accessions came from the
same germplasm bank.

The inhibitory effect of the development of B.
cinerea by the EHVS used may have been caused
by the presence of gallic acid, ferulic acid and res-
veratrol, three polyphenols that have shown anti-
fungal properties (Katalini¢ et al., 2009; Schnee et
al., 2013; Mendoza et al., 2013). Vio-Michaelis et
al. (2012) reported the presence of ferulic acid in
the ethanolic extracts of two plant species that have
the potential to control B. cinerea, while the appli-
cation of gallic acid to an in vitro system showed
less B. cinerea development (Mendoza et al.,
2013). Thus, the higher ICM, IE and IGC of EHVS
P-178 12 % compared with the other EHVS may
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Figura 2. Crecimiento de Botrytis cinerea en medio avena agar a los 8 dias de la inoculacién a 26+2 °C A; testigo absoluto;
B: extracto de hoja de la accesién de vid silvestre (Vitis spp.) E-200 12 % (v/v); C: extracto de hoja de la accesion
de 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 pg/mL; G: cyprodinil + fludioxonil 1000 pg/mL.

Figure 2. Development of Botrytis cinerea in oat-agar 8 days after inoculation at 26+2 °C A: absolute tester; B: extract of
leaves of the wild grapevine accession E-200 12 % (v/v) (Vitis spp.); C: extract of leaves of the wild grapevine ac-
cession TN-4 12 % (v/v); D: extract of leaves of the wild grapevine accession P-178 12 % (v/v); E: citrus extract
8 % (v/v); F: resveratrol 120 pg/mL; G: cyprodinil + fludioxonil 1000 pg/mL.

que la aplicacion de acido galico a un sistema in
vitro implico menor desarrollo de B. cinerea (Men-
doza 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 presen-
cia, determinada y potencial, de méas compuestos
fendlicos, como por la mayor concentracion de los
mismos en relacion a TN-4 y E-200. La elucidacion
completa de los polifenoles presentes en los EHVS
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be related both to the real and potential presence of
more phenolic compounds and to a higher concen-
tration of phenolic compounds compared to TN-4
and E-200. Identifying all the polyphenols present
in the EHVS and each compound’s particular an-
tifungal activity is a subject for further scientific
study.

While the ICM, IE and IGC of P-178 12 % were
lower than those of SW and RVS, the antifungal
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y la actividad antifingica particular de cada com-
puesto 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 ¢ IE y superior a 60 % de
IGC. En este sentido, la ICM es similar a la reporta-
da por El- Kateeb et al. (2013) con extractos meta-
nolicos al 0.4 % de hojas de V. vinifera ‘Thompson
seedless’ y ‘Flame seedless’ (entre 63 y 72 %). Par-
ticularmente, el modo de accion de los polifenoles
contra B. cinerea no ha sido totalmente explicado,
pero se ha sugerido que actuan sobre la membrana
citoplasmatica, produciendo cambios en su per-
meabilidad, ocasionando liberacion del contenido
celular, coagulacion del material citoplasmatico y
desorganizacion de organelos y membrana celular,
todo ello inhibe el desarrollo del micelio y evita su
esporulacion (Adrian y Jeandet, 2012; Minova et
al., 2015). Por otro lado, se ha indicado que polife-
noles del tipo 4cido 3b-hydroxy-kaurenoico estan
involucrados con reduccién en la germinaciéon de
B. cinerea (Cotoras et al., 2011).

La concentracion de RVS en el MCAvVA con
EHVS P-178, a cualquier dosis, fue superior a la
obtenida con la adicion de cualquiera de los tra-
tamientos con RVS grado reactivo, pero el efecto
antifungico de los EHVS fue menor. Estos resul-
tados pueden deberse a lo reportado por Guerrero
et al. (2010), indicando que entre los compuestos
fenodlicos presentes en un extracto vegetal existen
interacciones sinérgicas y/o antagonicas, las cuales
pueden modificar su efecto antifungico. A pesar del
menor control in vitro de B. cinerea con EHVS en
relacién 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 efec-
tiva de B. cinerea, hongo causante de graves pérdi-
das econémicas en diversos cultivos (Piesik et al.,
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activity of this extract is important because it is
higher than 70 % for ICM and IE, and higher than
60 % for IGC. In this sense, the ICM is similar to
the ICM reported by El- Kateeb et al. (2013) using
0.4 % methanolic extracts of leaves of V. vinifera
‘Thompson seedless’ and ‘Flame seedless’ (63 to
72 %). In particular, the action mode of polyphe-
nols against B. cinerea has not been fully explained,
but it has been suggested that they act upon the cy-
toplasmic membrane and change its permeability
causing the cell content to be released, the cyto-
plasmic material to coagulate and the organelles
and cell membrane to become disorganized. All
this inhibits the development of mycelium and pre-
vents sporulation (Adrian y Jeandet, 2012; Minova
etal.,2015). It has been suggested that polyphenols
of the type 3b-hydroxy-kaurenoic acid are involved
in the reduction of B. cinerea spores germination
(Cotoras et al., 2011).

The concentration of RVS in MCAvA with
EHVS P-178, at any dose, was higher than that ob-
tained by adding any of the treatments with reactive
grade RVS, but the antifungal effect of the EHVS
was lower. These results may be due to results re-
ported by Guerrero et al. (2010) who suggest that
among the phenolic compounds present in a plant
extract there are synergistic and/or antagonistic in-
teractions that may modify their antifungal effect.
In spite of the lower control in vitro of B. cinerea
with EHVS in relation to SW, reactive grade RVS
and other plant extracts reported in literature, i.e.,
extracts of Citrus paradisi (Xu et al., 2007), this
study indicates the potential of Mexican EHVS as
reducers of the effective spread and infection of
B. cinerea, a fungus that causes serious economic
losses in different crops (Piesik et al., 2005). The
widespread presence of wild grapevine in Mexico
and its low cost are other factors that also contrib-
ute to the interest in fully identifying the phenols
present in EHVS and their particular effect on the
studied fungus.
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2005). La amplia presencia de la vid silvestre en
Meéxico 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 es-
tudio.

CONCLUSIONES

Los extractos metanolicos de hojas tres accesio-
nes de vid silvestre (Vitis spp.) mostraron actividad
antifungica in vitro contra B. cinerea; particular-
mente, el extracto de hojas de la accesion P-178
12 % inhibidé 70 % el crecimiento micelial, 75 %
la esporulacion y 61 % la germinacion de esporas,
siempre en relacion al testigo absoluto. Se detec-
to resveratrol, acido galico y acido fertlico en los
extractos de dicha accesion y se sugiere la parti-
cipacion 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.

AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, México, por
el financiamiento de los estudios de postgrado de Isela Apo-
lonio-Rodriguez y al ICAMEX por las facilidades otorgadas

para la realizacion del trabajo experimental.

LITERATURA CITADA

Adrian M and Jeandet P. 2012. Effects of resveratrol on the
ultrastructure of Botrytis cinerea conidia and biologi-
cal significance in plant/pathogen interactions. Fitote-
rapia  83:1345-1350.  http://dx.doi.org/10.1016/].fito-
te.2012.04.004

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2017

CONCLUSIONS
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