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Resumen. La pudricion gris en racimos de uva
causada por Botrytis cinerea, es la enfermedad
que mas afectan al mercado de la uva de mesa. Su
control es mediante almohadillas liberadoras de
dioxido de azufre (SO,) y fungicidas sistémicos,
actualmente en revision regulatoria. En este trabajo
se planted evaluar en forma volatil un extracto de
ajo (EHA), alicina, dialildisulfuro (DADS) y dialil-
trisulfuro (DATS), sobre la incidencia de pudricion
gris en racimos de uva variedad Flame seedless.
Los tratamientos fueron impregnados en celulosa,
que permitid la liberacion de los compuestos sobre
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Abstract. Gray mold in grape clusters caused by
Botrytis cinerea, is one of the diseases that most
affect the table grape market. To control this disease
sulphur dioxide releasing pads (SO,) and systemic
fungicides are used, currently in regulatory review.
In this work, it was proposed to use an extract of
garlic (EHA), allicin, dialyldisulfide (DADS) and
dialyltrisulfide (DATS) in volatile form to evaluate
the incidence of gray mold on clusters of table
grapes of the Flame seedless variety. Treatments
were impregnated with cellulose, which allowed
the release of the volatile compounds on clusters
of grape inoculated with 1x10° spores of B.
cinerea/mL. The results showed that the volatile
emitted by allicin and DADS had a lower effect
than that of EHA and DATS. Those compounds
similarly inhibited (P<0.05) disease development
in clusters of grape for 14 days at 4 and 25 °C,
showing increased effectiveness at low temperature
(4 °C). This is a result of particular relevance in the
problematic of this disease that occurs during grape
cold storage. The effectiveness of garlic-derived
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los racimos de uva inoculados con 1 x 10°esporas
de B. cinerea/mL. Los resultados mostraron que
los volatiles emitidos por alicina y DADS tienen
menor efecto que el EHA y DATS, los cuales inhi-
bieron de manera similar (P<0.05) el desarrollo de
la enfermedad en los racimos durante 14 diasa 4y
25 °C, presentando mejor efectividad a bajas tem-
peratura (4 °C). Resultado de particular relevancia
en la problematica de esta enfermedad, que se pre-
senta durante el almacenamiento en frio de la uva.
La efectividad mostrada por los compuestos deri-
vados de ajo, aplicados en su forma volatil, abre la
posibilidad de su utilizacion como una alternativa
a los fungicidas tradicionales para el control de en-
fermedades postcosecha.

Palabras clave: Vitis vinifera, Allium sativum, pu-
dricion de racimos, volatiles azufrados.

Entre los hongos patogenos que afectan el
cultivo de la uva de mesa, destaca Botrytis cine-
rea Pers.:Fr.[teleomorph: Botryotinia fuckeliana
(Bary) Whetz.], ascomiceto causante de la pudri-
cion gris. Este hongo afecta la produccion de uva
de mesa, tanto en la etapa de pre-cosecha como en
post-cosecha, en un amplio rango de condiciones
ambientales y de areas geograficas (Williamson et
al.,2007). El desarrollo de la pudricién gris duran-
te la etapa de comercializacion de la uva de mesa,
afecta el valor de la fruta en el mercado, y es mo-
tivo de rechazo en el momento de revision en las
fronteras de los paises importadores. Las condicio-
nes de temperatura y humedad durante el transporte
y/o almacenamiento en frio, favorecen el desarrollo
de B. cinerea, ya que durante estas etapas la fruta
alcanza su maxima concentracion de azucar, per-
mitiendo que el hongo crezca vigorosamente, pro-
pagandose con facilidad entre los racimos de uva
(Lichter et al., 2006). En el Noroeste de México el
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compounds applied in their volatile form opens
the possibility to use them as an alternative to the
traditional fungicides for controlling post-harvest
diseases.

Key words: Vitis vinifera, Allium sativum, cluster
rot disease, sulphur volatile.

cinerea Pers.:Fr.[teleomorph:
(Bary) Whetz.], the
ascomycete that causes gray mold, is one of the
most important fungal plant pathogens affecting
table grapes. The fungus affects table grapes
production both in pre-harvest and post-harvest
stages in a wide range of environment conditions
and geographic areas (Williamson et al., 2007).

Development of gray mold on table grapes affects

Botrytis
Botryotinia  fuckeliana

their market value and also causes them to be
rejected upon being inspected at the borders of
importing countries. Temperature and moisture
conditions during transportation and/or cold
storage favor the development of B. cinerea,
because during these stages berries achieve their
maximum sugar concentration allowing the fungus
to grow vigorously and spread easily among grape
clusters (Lichter et al., 2006). In northwestern
Mexico, 90% of table grape production is exported
to markets in the United States, Europe and Asia.
To reach those markets, they are sent in refrigerated
(4+1 °C) containers over land or sea and have to
withstand journeys of 14-25 days (Vazquez, 2011;
Lichter et al., 2008).

A common method to control gray mold on
table grapes during transportation and cold storage
is the use of sulphur dioxide (SO,) releasing pads;
SO, is a gaseous compound that disperses inside
the container and prevents B. cinerea spores to
germinate (Sanzani ef al., 2012). However, SO,
damages the berries by bleaching (Milkota ef al.,
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90% de la produccion de uva de mesa es exportada
a mercados de Estados Unido, Europa y Asia. Para
poder alcanzar estos mercados, la fruta es enviada
en contenedores refrigerados (4+1 °C), tanto por
tierra como por mar, debiendo soportar entre 14-25
dias de transporte (Vazquez, 2011; Lichter et al.,
2008).

El control de la pudricion gris bajo condiciones
de transporte y almacenamiento en frio de uva de
mesa, es mediante el uso de almohadillas libera-
doras de dioxido de azufre (SO,), compuesto ga-
seoso que se difunde en el espacio del contenedor,
impidiendo la germinacién de las esporas del hon-
go (Sanzani et al., 2012). El uso de SO,, ocasiona
blanqueamiento de las bayas (Milkota et al., 2010)
y puede provocar reacciones de hipersensibilidad
en consumidores (Ruiz-Moreno et al., 2015). Por
estos motivos y aunado a la importancia comercial
de la exportacion de uva de mesa, se han hecho es-
fuerzos por encontrar alternativas al uso de SO,. De
las diversas alternativas que se han presentado, las
mas aceptadas han sido aquellas, donde el compo-
nente activo proviene de origen natural (Tripathi
et al., 2008). Entre las alternativas naturales, los
compuestos de ajo han demostrado tener efecto
fungicida (Perell6 et al., 2013; Wallock-Richards et
al.,2014). Particularmente, se ha atribuido esta bio-
actividad al compuesto alicina (Curtis et al., 2004),
el cual es uno de los componentes mas abundantes
que se forma cuando el ajo es danado mecanica-
mente. Otros compuestos azufrados derivados de
ajo que también han demostrado tener efecto anti-
fungico son dialildisulfuro (DADS) y dialiltrisulfu-
ro (DATS) (Tsao and Yin, 2001; Gandara-Ledezma
et al., 2015). Una cualidad que hace atractivo el uso
de los compuestos azufrados derivados de ajo, es
su caracteristica de ser volatiles, permitiéndoles te-
ner bioactividad en la fase de vapor, facilitando la
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2010) and may produce hypersensitivity reactions
in consumers (Ruiz-Moreno et al., 2015). For
this reason, besides the commercial importance
of table grape exports, efforts have been made to
find alternatives to using SO,. From the various
alternatives considered, the most accepted have
been those whose active component comes from
natural sources (Tripathi et al., 2008). From natural
sources, garlic compounds have shown fungicidal
effect (Perello et al., 2013; Wallock-Richards et
al., 2014). Such bioactivity has been especially
attributed to the allicin compound (Curtis et al.,
2004), one of the most abundant components
formed when garlic is mechanically damaged.
Other sulphur compounds derived from garlic
that have also shown antifungal effects are diallyl
disulfide (DADS) and dialyltrisulfide (DATS)
(Tsao and Yin, 2001; Gandara-Ledezma et al.,
2015). A particularly attractive feature of sulphur
compounds derived from garlic is that they are
volatile. This characteristic allows them to have
bioactivity at vapor phase and makes it easier to use
them in a gaseous form to control diseases. This is
a relevant aspect of table grape marketing because,
after being harvested, the berries must not be in
contact with liquid substances (Codex Stan 255,
2007). In a previous research, it was found that a
hydroalcoholic extract of garlic (EHA) inhibited B.
cinerea in vitro spore germination in a magnitude
similar to that of allicin and dialyltrisulfide
compounds (Gandara-Ledezma et al., 2015).

Considering all the aspects above mentioned,
this research focused on evaluating the effect of the
volatile compounds from a hydroalcoholic extract
of garlic, allicin, dialyldisulfide and dialyltrisulfide
on the incidence of gray mold on table grapes
inoculated with B. cinerea at transportation (4 °C)
and marketing temperature (25 °C).
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posibilidad de utilizarlos en forma gaseosa para el
control de enfermedades. Este aspecto se hace re-
levante para la comercializacion de la uva de mesa,
donde la fruta después de su cosecha no debe entrar
en contacto con sustancias liquidas (Codex Stan
255, 2007). En un trabajo previo se encontrd que
un extracto hidroalcohdlico de ajo (EHA) fue capaz
de inhibir in vitro la germinacion de esporas de B.
cinerea, en una magnitud similar a los compuestos
alicina y dialiltrisulfuro (Gandara-Ledezma et al.,
2015).

Tomando en consideracion todos los aspectos
antes mencionados, este trabajo se centrd en eva-
luar el efecto de los compuestos volatiles emitidos
por un extracto hidroalcohélico de ajo, alicina, dia-
lildisulfuro y dialiltrisulfuro sobre la incidencia de
la pudricion gris en racimos de uva de mesa ino-
culadas con B. cinerea, evaluados a la temperatura
de transporte (4 °C) y de comercializacion (25 °C).

MATERIALES Y METODOS
Botrytis cinerea Pears

Botrytis cinerea se aisldo de uvas infectadas
variedad Flame seedless de un campo ubicado en
la zona viticola de Pesqueira, Sonora. La cepa se
identificoé por las caracteristicas morfologicas y
moleculares, tales como tamafio de los conidios,
apariencia de la colonia y por la secuencia del
ITS1-5.8S RNA-ITS2 (acceso AY568636). Para su
crecimiento se utilizd6 como medio de cultivo agar
papa dextrosa (PDA) y se mantuvo a 25 °C de 7
a 9 dias en oscuridad (Tzortzakis et al., 2007). El
hongo se resembro tomando un pequeiio pedazo de
micelio e inoculandolo sobre PDA a 25 °C de 7 a
9 dias o hasta que el hongo alcanz6 una esporula-
cion suficiente para preparar una solucion de 1x10°
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MATERIALS AND METHODS

Botrytis cinerea Pears

Botrytis cinerea was isolated from infected
grapes of the Flame Seedless variety in a vineyard
located in the wine region of Pesqueira, Sonora.
The strain was identified by its morphological
and molecular characteristics such as conidia size,
colony appearance and ITS1-5.8S RNA-ITS2
sequence (access AY568636). For growth, it was
sown in agar-potato-dextrose (PDA) medium
culture and kept in darkness at 25 °C from 7 to
9 days (Tzortzakis et al., 2007). The fungus was
sown again by taking a piece of mycelium and
inoculating it into PDA at 25 °C from 7 to 9 days, or
until the fungus produced enough spores to prepare
a 1x10° spore/mL suspension. To prepare the
suspension, 5 mL of distilled water with 0.01% of
0.02% Tween 80 were poured on the surface of the
plate containing the fungus; then, it was scratched
using a glass rod, the liquid containing fungal
spores was collected and filtered through muslin
cloth to remove the mycelium, and the mixture was
centrifuged at 5000 x g. The collected spores were
re-suspended in sterile water until a 1x10° spores/
mL concentration was obtained, and quantified in a
Neubauer chamber, according to the methodology
of Moo-Koh et al. (2014).

Hydroalcoholic extract of garlic (EHA) and its
derived sulphur compounds (DADS, DATS and
allicin)

The extract was prepared using garlic of the
Regional variety purchased at the local market. Ten
gram of garlic cloves were blended with 14 mL of
distilled water for 1 min at room temperature. The
mixture was centrifuged at 15 000 x g at 4 °C for
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esporas/mL. La suspension de esporas se prepard
adicionando 5 mL de agua destilada conteniendo
0.01% de Tween 80 al 0.02% sobre la superficie de
la placa con el hongo, se rasp6 con una varilla de
vidrio, el liquido conteniendo las esporas del hongo
se colectd y filtré sobre gaza para eliminar micelio
y el filtrado fue centrifugado a 5000 x g. Las espo-
ras colectadas fueron resuspendidas en agua estéril
hasta lograr una concentracion de 1x10° esporas/
mL cuantificadas con un camara de Neubauer de
acuerdo con la metodologia de Moo-Koh et al.
(2014).

Extracto hidroalcohdlico de ajo (EHA) y sus
compuestos derivados azufrados (DADS, DATS
y alicina)

El extracto se prepar6 a partir de ajo de la va-
riedad “regional”, adquirido en el mercado local.
Diez gramos de dientes de ajo, se licuaron con 14 mL
de agua destilada durante 1 min a temperatura am-
biente. El homogenado se centrifugéd por 20 minu-
tosa 15000 x g a4 °C, se adicionaron 6 mL de eta-
nol al sobrenadante y se centrifugd nuevamente a
8000 x g por 20 min a 4 °C (Jansen et al., 1987). El
sobrenadante represento el extracto hidroalcohdli-
co de ajo. Los estandares con pureza por encima
del 98% de alicina, dialil disulfuro (DADS) y dialil
trisulfuro (DTS) se adquirieron en Neem Biotech
(Cardiff, UK).

Evaluacion in vitro del efecto de EHA, DADS,
DATS y Alicina en el desarrollo de pudricién
gris causada por Botrytis cinerea en racimos de
uva

Los racimos de uvas de la variedad Flame see-

dless se recolectaron al momento de la cosecha en
vifiedos de la region de Pesqueira, Sonora. Los
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20 min, then 6 mL of ethanol were added to the
supernatant and the mixture was centrifuged again
at 8000 x g at 4 °C for 20 min (Jansen et al., 1987).
The supernatant represented the hydroalcoholic
extract of garlic. Standards with purity above 98%
allicin, dialyldisulfide (DADS) and dialyltrisulfide
(DTS) were purchased from Neem Biotech
(Cardiff, UK).

In vitro evaluation of the effect of EHA, DADS,
DATS and allicin on gray mold development
caused by Botrytis cinerea on grape clusters

Grape clusters of the Flame Seedless variety
were collected at harvest in vineyards in the
wine region of Pesqueira, Sonora. The clusters
were reduced to 10 berries per cluster, ensuring
that they did not show visible symptoms of gray
mold caused by B. cinerea. The clusters were
disinfected by immersion in a 2% (v/v) sodium
hypochlorite solution for 5 min, rinsed with sterile
distilled water and dried on paper towels at room
temperature. A puncture wound near the peduncle
of each berry was made with a sterile scalpel.
Each cluster was sprayed with 1 mL of the 1x10°
spores/mL suspension of B. cinerea prepared in
dextrose sabouraud agar (CDS). The inoculated
clusters were placed in 50 cm® plastic chambers
(one cluster per chamber) and exposed to volatile
compounds from EHA, DADS, DATS and allicin
at the doses per treatment shown in Table 1. The
compounds were impregnated in cellulose pads
(6x2 cm) that had been previously stuck on the
coverlid of the chambers. The control treatment
was impregnated with a water-glycerol solution
because glycerol was used as a retention agent to
control the release of the emitter’s volatiles. This
compound was incorporated into the treatments
before impregnating the emitter. The disease
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racimos se llevaron a 10 bayas por racimo, asegu-
randose que no presentaran sintomas visibles de
pudricion gris causada por B. cinerea. Los racimos
se desinfectaron sumergiéndolos durante 5 min en
una solucion de hipoclorito de sodio al 2% (v/v),
posteriormente se enjuagaron con agua destilada
estéril y se dejaron secar sobre papel absorbente
a temperatura ambiente. A cada una de las bayas,
se les hizo una herida por puncion cerca del pe-
dunculo con un bisturi estéril. Después se asperjo
sobre cada racimo 1 mL de la suspension de 1x10°
esporas/mL de B. cinerea preparadas en caldo dex-
trosa sabouraud (CDS). Los racimos inoculados
se colocaron en camaras de plastico de 50 cm® (un
racimo por camara). Los racimos de uva se expu-
sieron a los compuestos volatiles emitidos por el
EHA, asi como a los compuestos puros de DADS,
DATS vy alicina a las dosis que se muestran en los
tratamientos que se presentan en el Cuadro 1. Los
compuestos se impregnaron en almohadillas de ce-
lulosa (6 x 2 cm) previamente pegadas sobre la tapa
de las camaras. El tratamiento control consistié en
la impregnacion de una soluciéon de agua-glice-
rol (1:2 v/v), ya que el glicerol fue utilizado como
agente de retencion, para controlar la liberacion de
los volatiles del emisor. Este compuesto fue incor-
porado a los tratamientos antes de la impregnacion
al emisor. La incidencia de la enfermedad se cuan-
tific6 cada dos dias durante un lapso de 14 dias, a
4y 25 °C. Se cuantificaron el nimero de bayas de
cada racimo con presencia de pudricidén gris. Los
resultados se presentan como incidencia de la en-
fermedad (porcentaje de bayas infectadas), calcula-
da con la formula propuesta por Nally et al. (2012).
Se prepararon tres repeticiones por tratamiento y la
evaluacion se realizo tres veces.

Incidencia %= X100 1)

n
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Cuadro 1. Tratamientos utilizados para la evaluacién in vi-
tro de la incidencia de pudricién gris en racimos
de uva de mesa a 4y 25 °C.

Table 1. Treatments used to evaluate in vitro incidence of

gray mold on table grape clusters at 4 and 25 °C.

Tratamiento Concentracion

T1(control) Agua (1mL) + glicerol (2mL)

T2 EHA (2 mL) + 3 mL de glicerol

T3 DADS (20 pL)+ 30 pL de glicerol
T4 DATS (20 pL)+ 30 pL de glicerol
T5 Alicina (20 pL)+ 30 pL de glicerol

incidence was quantified every other day during 14
days at 4 and 25 °C. Berries of each cluster with
gray mold symptoms were counted. The results
are presented as the disease incidence (percentage
of infected berries) calculated using the formula
proposed by Nally et al. (2012). Three replications
per treatment were prepared and the evaluation was
performed three times.

nd

Incidence %= —— X100 (1)
nT

Where:

nd = number of berries with disease symptoms

nT = Total number of berries in the cluster

Evaluation of the synergistic effect among
DADS, DATS and allicin on gray mold caused
by Botrytis cinerea on grape clusters

To determine a possible synergistic effect
among DADS, DATS and allicin compounds, a
mixture containing 20 pL of each compound and
90 pL of glycerol was prepared. The mixture was
homogenized with gentle agitation and kept in a
cold-water bath until it was applied to the emitter.
The treatments used are shown in Table 2. The same
procedure described for independent compounds
was used to determine the effect of the compound
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Donde:
nd = Numero de bayas con presencia de enfermedad
nT = Numero total de bayas en el racimo

Evaluacion de efecto sinérgico entre DADS,
DATS y alicina, en desarrollo de pudricion gris
causada por Botrytis cinerea en racimos de uva

Para determinar un posible efecto sinérgico
entre los compuestos DADS, DATS vy alicina, se
prepar6 una mezcla que contenia 20 puL de cada
compuesto y 90 uL de glicerol. La mezcla se ho-
mogenizo con agitacion suave y se mantuvo sobre
bafio frio hasta su aplicacion sobre el emisor. Los
tratamientos aplicados se muestran en el Cuadro 2.
Para determinar el efecto de la mezcla de compues-
tos en la incidencia de la pudricién gris sobre los
racimos de uvas, se utilizé el mismo procedimiento
descrito para los compuestos independientes.

Disefio experimental y analisis estadistico

Para la evaluacion de los compuestos indepen-
dientes, se aplico un disefio completamente al azar
con 5 tratamientos y tres repeticiones y para la eva-
luacion de la mezcla de compuestos, se aplicd un
disefio experimental completamente al azar con 3
tratamientos y tres repeticiones. En ambos experi-
mentos, la unidad experimental fue un racimo del0
bayas, y la variable respuesta fue el niumero de
bayas con presencia de pudricion gris, utilizando

mixture on the incidence of gray mold on grape
clusters.

Experiment design and statistical analysis

Independent compounds were arranged in a
completely randomized design with 5 treatments
and 3 replications; the mixture of compounds was
arranged in a completely randomized design with
3 replications and 3 treatments. The experiment
unit in both treatments was a 10-berry cluster, and
the response variable the number of berries with
gray mold symptoms. The percentage of disease
incidence was calculated using the equation of
Nally et al., 2012. Data of the percentage of gray
mold incidence were converted to y = arsin (sqrt
(y/100)) and then subjected to an analysis of
variance with a factor and, in case of significance,
a media comparison was made using Tukey-
Kramer test (P<0.05) and NCSS statistical program
(Number Cruncher Statistical System, 2007).

RESULTS
Effect of EHA, DADS, DATS and allicin on gray
mold development caused by Botrytis cinerea on

grape clusters

The effect of wvolatiles emitted by the
hydroalcoholic extract of garlic and DADS, DATS

Cuadro 2. Tratamientos utilizados para la evaluacion de la sinergia de DADS, DATS y ali-
cina en la incidencia de pudricion gris en racimos de uva de mesa a 4 y 25 °C.
Table 2. Treatments used to evaluate the synergy among DADS, DATS and allicin in the
incidence of gray mold on table grape clusters at 4 and 25 °C.

Tratamiento

Concentracion

T1(control) Agua (1mL) + glicerol (2mL)
T2 EHA (2 mL) + 3 mL de glicerol
T3 DADS (20 puL) + DATS (20 pL) + Alicina (20 uL) + 90 uL de glicerol

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017
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la ecuacion de Nally et al., 2012, para determinar
el porcentaje de incidencia de la enfermedad. Los
datos de porcentajes de incidencia de la pudricion
gris se transformaron a y = arsin (sqrt (y/100)). Los
datos fueron procesados en un analisis de varianza
con un factor y en caso de significancia se reali-
z6 una comparacion de medias con la prueba de
Tukey-Kramer (P< 0.05) con el programa estadis-
tico NCSS (Number Cruncher Statistical System,
2007).

RESULTADOS

Efecto de EHA, DADS, DATS y Alicina en el de-
sarrollo de pudricion gris causada por Botrytis
cinerea en racimos de uva

El efecto de los volatiles emitidos por el extrac-
to hidroalcohdlico de ajo y DADS, DATS y alicina
sobre el desarrollo de la pudricion gris en racimos
de uva de mesa, evaluado durante 14 dias después
de la aplicacion de los tratamientos, se muestra
en la Figura 1, donde se observa que los volatiles
emitidos por el T2 (EHA), mantuvieron un control
sobre el desarrollo de la pudricion gris en las uvas,
tanto a 4 °C como a 25 °C. Los tratamientos T3,
T4 y TS5 evaluados a 25 °C (Figural B), solamente
el T4, presentd efecto similar (p<0.05) al EHA so-
bre el desarrollo de la pudricion gris. Los racimos
bajo el tratamiento T3, presentaron un 70% de la
incidencia de la pudricion gris y con el T3, la inci-
dencia de la enfermedad se presento igual (p<0.05)
que el control, alcanzando el 100% al dia 10 de los
14 que se mantuvo la evaluacién.

El efecto de los tratamientos evaluados a 4 °C
mostrd que T2, T3 y T4, presentaron un control so-
bre el desarrollo de la pudricion gris (Figura 1A),
y aunque TS5 permitié un 10% de la incidencia de
la enfermedad, el analisis estadistico resultd igual
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and allicin on gray mold development on table
grape clusters evaluated during 14 days after
treatment application is shown in Figure 1. The
figure shows that volatiles emitted by T2 (EHA)
controlled gray mold development on grape table
clusters both at 4 °C and 25 °C. From T3, T4 and
TS5 treatments evaluated at 25 °C (FigurelB),
only T4 showed a similar effect (p<0.05) to EHA
on gray mold development. Clusters treated with
T3 showed 70% of gray mold incidence, and T5
a similar incidence (p<0.05) to that of the control,
reaching 100% on day 10 of the 14-day evaluation.

The effect of the treatments evaluated at 4 °C
showed that T2, T3 and T4 controlled gray mold
development (Figure 1A), and although T5 allowed
10% of disease incidence, the statistical analysis
(p<0.05) was the same as that of T2, T4 and T5.
Special importance should be given to the effect of
the treatments evaluated at 4 °C, because during
the first 8 days under treatment, TS showed only
5% of gray mold incidence, whereas the control
presented 30%.

Effectiveness of the treatments evaluated to
inhibit gray mold development on table grape
clusters is shown in Table 3. Results show that T2
was more effective in controlling the disease during
14 days at 25 and 4 °C, followed by T4 treatment
that controlled the disease 8 and 12 more days than
the control at 25 and 4 °C, respectively.

Synergistic effect of a mixture of DADS, DATS
and allicin on gray mold development caused by
Botrytis cinerea on table grape clusters

The mixture of DADS, DATS and allicin had a
similar effect (P<0.05) that of EHA on gray mold
development on grape clusters (Figure 2). When
evaluated at 4 °C, both EHA and the mixture of
compounds inhibited disease development during
14 days (Figure 2 A), while when evaluated
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Figural. Efecto de los volatiles emitidos por EHA, DADS, DATS y alicina sobre el progreso de la pudricién gris en racimos
de uva de mesa, evaluados a 25 y 4 °C, durante 14 dias. Los valores son la media de tres repeticiones de 10 bayas
cada una. Barras verticales representan la desviacion estandar (n=3). Letras iguales no son estadisticamente dife-
rentes entre si de acuerdo con Tukey-Kramer para P<0.05. El experimento se repitio tres veces.

Figure 1. Effect of volatiles emitted by EHA, DADS, DATS and allicin during gray mold development on table grape clusters
evaluated at 25 and 4 °C during 14 days. Values represent the media of three replications of 10 berries each. Verti-
cal bars represent the standard deviation (n=3). Values with the same letter are not statistically different from each
other for P<0.05, according to Tukey-Kramer. The experiment was conducted three times.
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(p<0.05) que T2, T4 y T5. Particularmente es des-
tacado el efecto de los tratamientos evaluados
a 4 °C, donde los primeros 8 dias solamente en el
tratamiento TS5 se presento el 5% de la incidencia
de la pudricion gris, cuando el control ya presenta-
ba un 30% de la enfermedad.

La eficacia de los tratamientos evaluados para
inhibir el desarrollo de la pudricion gris en los ra-
cimos de uva de mesa se muestra en el Cuadro 3.
Donde se observa que el T2 mostro el mejor control
de la enfermedad durante 14 dias en ambas tem-
peraturas evaluadas. Seguido por el tratamiento T4
que mantuvo el control de la enfermedad por 8 y
12 dias mas que el control a 25 y 4 °C, respectiva-
mente.

Efecto sinérgico de una mezcla de DADS, DATS
y Alicina en el desarrollo de pudricion gris cau-
sada por Botrytis cinerea en racimos de uva

La mezcla de DADS, DATS y alicina presentd
un efecto similar (P<0.05) al EHA en el desarro-
llo de la pudricion gris en racimos de uva (Figura
2). La evaluacion a 4 °C, mostr6 que tanto el EHA
como la mezcla de compuestos, inhibieron por 14

at 25 °C only EHA controlled the disease during
14 days. The mixture of DADS, DATS and allicin
resulted in 9% of gray mold incidence at day
10; this value remained until day 14, when the
evaluation ended.

DISCUSSION

Given the growing interest to find natural
alternatives to the use of SO, to control gray
mold on table grape (Parafati et al., 2015), it was
proposed to evaluate volatiles emitted by a garlic
extract (EHA) and three of its main components
(DADS, DATS and allicin) (Iciek et al., 2009) to
control the disease. Both EHA and DADS, DATS
and allicin have showed to become bioactive
at vapor phase (Curtis et al., 2004; Gandara-
Ledezma et al., 2015), a characteristic that makes
it easier to use them in a gaseous form to control
B. cinerea, a pathogen causing gray mold on
grape clusters. Due to marketing norms, table
grape berries should not come into contact with
liquids after being harvested (Codex Stan 255,
2007). Several studies have been published on the

Cuadro 3. Efectividad de los tratamientos sobre la proteccion de la pudriciéon gris
en racimos de uva de mesa, evaluado in vitro.
Table 3. Evaluation in vitro of the effectiveness of treatments to protect clusters of

table grape from gray mold.

Incremento en la proteccion de la

Tratamiento  Inicio de la enfermedad (dias) enfermedad (dias)
25°C 4°C 25°C 4°C
T1 (Control) 2 2 - -
T2 (EHA)* Mas del4 Mas del4 14 14
T3 (DADS) 4 10 2 8
T4 (DATS) 10 14 8 12
T5 (Alicina) 2 4 0 2

“El inicio de la enfermedad en el EHA fue posterior a los 14 dias /“Disease development

in EHA started 14 days after.
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dias el desarrollo de la enfermedad (Figura 2 A),
mientras que la evaluacion a 25 °C, mostr6 que uni-
camente el EHA mantuvo control del desarrollo de
la enfermedad durante los 14 dias. La mezcla de

antibacterial and antifungal effect of garlic extracts
evaluated in liquid media (Harris et al., 2001;
Durairaj et al, 2010). However, few studies have
been published on volatile evaluations of garlic

100 -
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Figura 2. Efecto sinérgico de una mezcla de DADS, DATS y alicina sobre el progreso de la pudricién gris en racimos de uva
de mesa, evaluados a 25y 4 °C, durante 14 dias, comparada con el EHA y su control. Barras verticales representan

la desviacion estandar (n=3). Letras iguales no
Kramer para P<0.05.

son estadisticamente diferentes entre si de acuerdo con Tukey-

Figure 2. Synergistic effect of a mixture of DADS, DATS and allicin on gray mold development evaluated at 25 and 4 °C
during 14 days, compared with EHA and its control. Vertical bars represent the standard deviation (n=3). Values
with the same letter are not statistically different from each other for P<0.05, according to Tukey-Kramer.
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DADS, DATS vy alicina, presentd 9% de inciden-
cia de pudricion gris al dia 10, permaneciendo ese
valor hasta el dia 14 que se mantuvo la evaluacion.

DISCUSION

Debido al creciente interés por encontrar alter-
nativas de ocurrencia natural al uso de SO, para el
control de la pudricion gris en uva de mesa (Para-
fati et al., 2015), se plante6 la evaluacién de los
volatiles que emite un extracto de ajo (EHA) y
tres de sus principales componentes como DADS,
DATS vy alicina, (Iciek et al., 2009) en el control
de la pudricién gris en uva de mesa. Tanto el EHA
como DADS, DATS y alicina, han demostrado ser
bioactivos en la fase de vapor (Curtis et al., 2004;
Gandara-Ledezma et al., 2015;), facilitando la po-
sibilidad de utilizarlos en forma gaseosa para el
control de B. cinerea, causante de la pudricion gris
en racimos de uva, donde este fruto, por normas
regulatorias para su comercializacion, no debe en-
trar en contacto con sustancias liquidas después
de haber sido cosechada (Codex Stan 255, 2007).
Varios trabajos se han publicado sobre el efecto
antibacteriano y antifiingico de extractos de ajo
evaluados en medios liquidos (Harris et al., 2001;
Durairaj et al, 2010). Sin embargo, son pocos las
publicaciones de evaluaciones en forma volatil
de los compuestos del ajo. En trabajos publicado
por Curtis et al. (2004) y Gandara-Ledezma et al.
(2015), se demostro el potencial antimicrobiano de
los derivados de ajo aplicados en forma volatil. En
el presente estudio, esos resultados se extienden al
control de la pudricién gris, al demostrar que los
compuestos volatiles que emite el EHA, DADS y
DTS presentaron una marcada reduccion de la in-
cidencia de esta enfermedad en racimos de uva de
mesa (Cuadro 3, Figura 1). La efectividad del EHA
y los compuestos azufrados en reducir la pudricion
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compounds. Studies published by Curtis et al.
(2004) and Gandara-Ledezma ef al. (2015) showed
the antimicrobial potential of garlic derivatives
applied in a volatile manner. In this study, those
results were extended to the control of gray mold
by demonstrating that volatile compounds emitted
by EHA, DADS and DTS resulted in a significant
reduction in the incidence of gray mold on table
grape clusters (Table 3, Figure 1). EHA and sulphur
compounds were more effective in reducing gray
mold at low temperatures (4 °C) (Figure 1A), a
relevant fact for the purpose of this research since
B. cinerea develops vigorously at low temperatures
(-0.5 °C) (Lichter et al., 2006) and spreads easily
throughout grape clusters during transportation
and cold storage (Crisosto et al., 2012). The effect
of allicin on the incidence of gray mold showed
a contrasting result at both temperatures, showed
a similar effect on the control (p<0.05) at 25 °C,
as well as a similar effect on the more effective
treatment (EHA) (P<0.05) at 4 °C. Results from
allicin may be associated with thermal instability
given that, when it is not in liquid media, at higher
temperatures it volatilizes quickly (Chong et al.,
2015), which causes a loss of antifungal activity.
This was demonstrated by Curtis et al. (2004), who
evaluated the effect of allicin from a garlic extract
applied in a volatile manner on bacteria and fungi;
they observed that the antimicrobial activity of
allicin decreased as temperature increased, while
at 4 °C activity remained constant. Antifungal
activity of garlic extracts has been correlated with
allicin content (Singh et al., 2001). However, in this
research, DATS volatiles were better than allicin
in controlling gray mold, since DATS delayed the
onset of the disease by 12 days at 4 °C and 8 days
at 25 °C (Table 3), and only EHA controlled the
disease during 14 days at both temperatures (Table
3). EHA effectiveness is attributed to its content
of sulphur compounds (allicin, DADS and DATS)
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gris, fue mejor cuando se evaluo a bajas tempera-
tura (4 °C) (Figura 1A), siendo de particular rele-
vancia para el objetivo de este estudio, ya que B.
cinerea, se desarrolla vigorosamente a bajas tem-
peraturas (- 0.5 °C) (Lichter et al., 2006), disper-
sandose con facilidad sobre la uva de mesa durante
el transporte y almacenamiento en frio (Crisosto et
al., 2012). El efecto de la alicina sobre la inciden-
cia de la pudricion gris, mostré un resultado opues-
to en las dos temperaturas evaluadas, presentando
un efecto similar al control (p<0.05) a 25 °C y un
efecto similar al tratamiento mas efectivo (EHA)
(P<0.05) a 4 °C. Este comportamiento de la alicina
puede estar relacionado a la inestabilidad térmica,
donde a mayores temperaturas se volatiliza rapida-
mente al no estar en un medio liquido (Chong et
al., 2015), perdiendo su actividad antifingica, lo
cual fue demostrado por Curtis et al. (2004) quie-
nes evaluaron el efecto de la alicina obtenida de
un extracto de ajo aplicado de forma volatil sobre
bacterias y hongos, observando que la actividad
antimicrobiana de la alicina se perdia conforme se
incrementaba la temperatura, mientras que a 4 °C la
actividad se mantuvo constante. La actividad anti-
fungica de los extractos de ajo ha estado correla-
cionada con el contenido de alicina (Singh ef al.,
2001). Sin embargo, en este trabajo los volatiles de
DATS resultaron mejo que alicina en el control de
la pudricion gris, donde DATS retraso el inicio de
la enfermedad en 12 dias a 4 °C y 8 dias a 25 °C
(Cuadro 3), y solamente el EHA mantuvo el control
de la enfermedad durante 14 dias en ambas tem-
peraturas evaluadas (Cuadro 3). La efectividad del
EHA se ha atribuido a su contenido de compues-
tos azufrados (alicina, DADS y DATS) (Fujisawa
et al., 2008), los cuales pueden estar actuando de
manera sinérgica, como fue posible comprobarlo
en este estudio (Figura 2), al evaluar una mezcla
de DADS, DATS y alicina, la cual mantuvo control
del desarrollo de la pudricion gris en los racimos de

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

(Fujisawa et al., 2008), which may be acting in
a synergistic way, as it was demonstrated in this
research (Figure 2) by evaluating a mixture of
DADS, DATS and allicin that controlled gray mold
development on grape clusters at 4 °C, while
at 25 °C the disease decreased by 94% compared
with its control. The mixture of DADS, DATS and
allicin produced a better effect on disease incidence
than the individual components evaluated under
the same temperature conditions and concentration
(Figures 1 and 2).

Although in the literature there are reports on
active agents for controlling gray mold, such as
those by Mufioz and Moret (2010) and Tripathi
et al. (2008), who used chitosan and acibenzolar-
S-methyl, respectively,
compounds were evaluated in liquid media and
in direct contact with the fungus. The strength of
this research is based on the effectiveness of garlic
derived-compounds to control gray mold when
they are applied in a gaseous form. According to
Martinez et al. (2007), when antifungal agents are
applied in a gaseous form they are less effective
than when applied in liquid form at the same
doses. In spite of the good results to reduce the
incidence of gray mold on table grape, sulphur
compounds still require further evaluations to be
proposed as fungicide agents, especially studies
including different dose ranges in large-scale
tests. Organoleptic tests should also be conducted

essential oils, those

to ensure the absence of touches of flavor in fruit
conferred by sulphur compounds.

CONCLUSIONS

Dialyltrisulfide and hydroalcoholic extract
of garlic emitted volatiles that protected grape
clusters against gray mold caused by B. cinerea
during 14 days at 4 and 25 °C. This potential
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uva evaluados a 4 °C, mientras que a 25 °C la re-
duccion de la enfermedad fue del 94% comparada
con su control. La mezcla de DADS, DATS vy ali-
cina, presentd mejor efecto sobre la incidencia de
la enfermedad, que los componentes individuales
evaluados a las mismas condiciones de temperatura
y concentracion (Figuras 1y 2).

Aunque existen reportes en la literatura de
agentes activos para el control de la pudricion gris
como el de Mufioz y Moret (2010) y Tripathi et al.
(2008), quienes utilizaron quitosano y metil aci-
benzolar, aceites esenciales, respectivamente, estos
compuestos fueron evaluados en medios liquidos
y en contacto directo con el hongo. La fortaleza
de este estudio es la efectividad en el control de la
pudricién gris mostrada por los compuestos deriva-
dos de ajo al ser aplicados en forma gaseosa, que
de acuerdo con Martinez et al. (2007), los agentes
antifungico, cuando son aplicados en forma ga-
seosa, presentan menor efectividad que cuando la
misma dosis es aplicada en forma liquida. Aun con
los buenos resultados obtenidos en la reduccion de
la incidencia de la pudricion gris en uva de mesa,
los compuestos azufrados requieren de mayores
evaluaciones para ser propuestos como agentes
fungicidas, particularmente, estudios que incluyan
diferentes rangos de dosis en pruebas de mayor
escala. También son necesarias las evaluaciones
organolépticas para asegurar la ausencia de notas
de sabor conferidos por los compuestos azufrados
a los frutos.

CONCLUSIONES

El dialiltrisulfuro y un extracto hidroalcohoélico
de ajo emiten volatiles que son capaces de conferir
proteccion a los racimos de uvas contra la pudri-
cion gris causada por B. cinerea durante 14 dias
evaluados a 4 y 25 °C. Este potencial, abre la posi-
bilidad de su utilizaciéon como una alternativa a los

PUBLICACION EN LINEA, SEPTIEMBRE 2017

offers the possibility to use them as an alternative
to traditional fungicides to control postharvest
diseases.
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