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DESCRIPCION
Gluconobacter cerinus mas Hanseniaspora osmophila para el control de micosis en plantas y frutos
Antecedentes de la invencion

Se ha demostrado que las principales afecciones que afectan los frutos en pre y postcosecha son causadas por
géneros de hongos correspondientes a Rhizopus, Botrytis, Aspergillus y Penicillium, los cuales tienen el potencial de
producir distintos tipos de enfermedades, incluyendo las enfermedades denominadas pudricién de la vid y pudricion
gris [1]. Para el control de patdgenos fungicos en plantas se han utilizado diversas estrategias, incluyendo el uso de
compuestos quimicos que son potencialmente perjudiciales para la salud humana, sin mencionar que pueden
seleccionar cepas patégenas resistentes.

La exportacion a mercados distantes de productos agricolas perecibles supone importantes desafios para que arriben
en condiciones adecuadas y soporten su comercializacion [2, 3]. Por ejemplo la uva es afectada principalmente por
dos enfermedades, pudricion de la vid o pudricion acida y pudricion gris, que causan las mayores pérdidas en el cultivo
tanto en pre como en post cosecha.

Los principales factores que influyen en el indice de dafio causado por pudricion de la vid al momento de la cosecha,
60 y 120 dias post-almacenaje refrigerado, corresponden a la incidencia de oidio y una fertilizacion nitrogenada
elevada, entre otros [2]. El oidio es una enfermedad donde el hongo Uncinula necator es capaz de ingresar en forma
directa a la baya y producir microfisuras tanto en hojas como en los frutos durante la precosecha, y de esta forma
permite el ingreso de otros patdgenos que soélo ingresan a través de heridas, como Rhizopus spp., Aspergillus spp. y
Penicillium spp., potenciando la enfermedad que estos causan.

Para evitar las significativas pérdidas que pueden provocar estos patégenos, se han invertido numerosos recursos
econdmicos para aumentar las aplicaciones de fungicidas sintéticos. Sin embargo, desde hace 25 afios, el control
quimico de las enfermedades se ha dificultado debido al continuo desarrollo de resistencia por parte de los patégenos
a los fungicidas sintéticos, independientemente de su modo de accién o combinacion.

En Chile se han presentado casos de resistencia especifica y otros mas complejos como la resistencia multifarmaco
[4]. En el campo, la resistencia especifica a ingredientes activos, como benzimidazoles, fenilcarbamatos y
dicarboximidas, fue detectada poco después de su introduccion [5].

En el afio 2009 se presento6 el primer informe del aislado de Botrytis cinerea con resistencia multifarmaco en Chile [6].
Este tipo de resistencia estd asociada al uso reiterado de fungicidas sintéticos de uso normal como fludioxinilo,
ciprodinilo, pirimetanil y fenhexamida [4]. Por lo tanto, en Chile no sélo existe resistencia especifica sino que hoy en
dia también existen casos mas complejos como la resistencia multifarmaco [4].

Debido a las razones antes expuestas, se ha puesto énfasis en el control bioldgico de patégenos vegetales mediante
el uso de otros organismos que impidan o dificulten el desarrollo de patdégenos, sin afectar la viabilidad del cultivo o la
salud de los consumidores.

En este sentido, actualmente es posible encontrar numerosos articulos referentes al control bioldégico de enfermedades
por patégenos vegetales, entre los cuales se destaca el uso de hongos filamentosos, levaduras o bacterias como
agentes biocontroladores.

El primer control biolégico de enfermedades de postcosecha se hizo en 1977 por Tronsmo y Dennis, donde se publicd
que el uso del hongo Trichoderma servia para el control de pudricion gris en frambuesas [7]. Trichoderma es uno de
los hongos mas usados como biocontrolador de enfermedades fungicas. De hecho, en Estados Unidos y en otros
paises se han patentado una serie de aislados y diversas formas de control de diferentes enfermedades fungicas
basadas en este hongo [8-16]. De acuerdo a los reportes encontrados para el biocontrol de patégenos mediante el
uso de levaduras, destaca Picchia guilliermondii, una conocida levadura con efecto de control biolégico. Picchia tiene
efecto biocontrolador sobre Rhizopus nigricans en frutos de tomate en almacenaje. Esta levadura es capaz de activar
las enzimas de defensa del fruto y ademas compite por el sitio y nutrientes [17]. La cepa M8 de Picchia guilliermondii
fue reportada como potencial biocontrolador de Botrytis cinerea en manzanas bajo condiciones de almacenaje y en
jugo de manzana. La levadura induce la respuesta de defensa del fruto, compite por nitrégeno, fuentes de carbono y
secreta enzimas hidroliticas [18]. La cepa Z1 de Picchia guilliermondii es usada en citricos mezclados con ceras para
el control de moho azul (Penicillium italicum). En jugo de naranja es capaz de inhibir la germinacién de esporas. Su
modo de accién es a través de la competencia por nutrientes [19].

La especie Picchia caribbica es capaz de controlar Penicillium expansum en manzanas. Sin embargo, con la aplicacion
de acido ascoérbico se mejora la tolerancia al estrés oxidativo de la levadura y por lo tanto se mejoraria el efecto sobre
Penicilium expansum [20].

Algunos ésteres de acetato producidos por manzanas estimulan la germinacion de conidias de Botrytis cinerea. Sin
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embargo, este efecto puede ser suprimido con levaduras como Cryptococcus laurenthi, Sporobolomyces roseus o
Saccharomyces cerevisae, siendo las dos primeras mas efectivas en la supresion de la germinacion de conidias [21].
Por otra parte, el butil acetato producido por las manzanas incrementa la adhesion de las conidias de Botrytis cinerea,
estimulando su germinacién. Sin embargo, Cryptococcus laurenthi y Sporobolomyces roseus pueden reducir este
efecto, no asi Saccharomyces cerevisiae. Este hecho refuerza la necesidad de realizar busquedas empiricas de cepas
biocontroladoras eficaces [22].

Saccharomyces cerevisiae ha sido registrada en una serie de patentes como controlador biolégico para diferentes
enfermedades. Por ejemplo una composicion y método fitosanitario a partir de dicha levadura para tratar o proteger
plantas de enfermedades causadas por varios patégenos [23].

Otros géneros importantes de levaduras en el control biolégico corresponden a Rhodotorula y Metschnikowia. Una
serie de especies y aislados en formulaciones han sido registrados como método para el control de enfermedades de
pre y postcosecha, en especial moho azul, pudriciéon gris, mucor y pudriciones de frutos [24]. Cepas de especies de
Metschnikowia han sido registradas en patentes para el control del decaimiento de frutos causado por Penicillium
expansum [1].

En cuanto al control biolédgico de enfermedades en uvas, podemos mencionar que Candida sake CPA-1 plus
Fungicover®, Ulocladium oudemansii y quitosan son capaces de reducir significativamente la severidad de pudricion
acida, con 40 a 60 % de inhibicion comparado con el control. Sin embargo la incidencia de la enfermedad no fue
significativamente reducida por alguno de los tratamientos [25].

Por otra parte, Candida saitoana, junto a una composicion de otras especies de este género mas enzimas, han sido
registrados como control biolégico para enfermedades de plantas, en especial para enfermedades de postcosecha
[26].

Ademas, 16 aislados de Saccharomyces y 27 aislados correspondientes a levaduras distintas de Saccharomyces
mostraron propiedades antagonistas sobre algunos de los hongos patdgenos a 25 °C [27]. En oftro trabajo realizado
por los mismos autores, se recolectd un total de 225 aislados de levaduras provenientes de uvas, suelo de vifiedos y
mosto de uva para ser evaluados sobre el control de Botrytis cinerea. Los 65 aislados correspondieron a 15 especies
que inhibieron a Botrytis cinerea a 25 °C en condiciones in vitro. S6lo uno de estos aislados, Saccharomyces cerevisiae
BSc68, inhibio el crecimiento micelial en uvas a 2 y 25 °C. Todos los aislados determinados con actividad antifingica
provenian de mosto en fermentacion [28].

Por ofro lado, entre los reportes encontrados para el biocontrol de patdgenos mediante el uso de bacterias,
encontramos Bacillus subtillis, una de las bacterias mas estudiadas como biocontrol. Bacillus subtillis corresponde a
una cepa nativa aislada de suelos del centro de México y que ha sido reportada como biocontrolador de Sporisorium
reilianum en maiz en tratamientos aplicados a semillas [29]. Al igual que en el caso de los hongos de biocontrol, han
sido concedidas una serie de patentes de diferentes aislados de Bacillus utilizados para el control de varias
enfermedades en plantas [30-39].

Otro género muy estudiado son las Pseudomonas. Las cepas CCR04 y CCR80 de Pseudomonas corrugata han
demostrado ser muy efectivas en la colonizacién de raices de pimiento. De esta manera pueden inhibir la infeccion
por Phytophthora capsici en el cultivo [40]. Pseudomonas aeruginosa, por su parte, produce metabolitos con actividad
antibidtica capaz de controlar las enfermedades causadas por Xanthomonas spp., por lo que podria ser una alternativa
a los bactericidas convencionales usados para su control [41]. Ademas, se ha reportado que las bacterias
Pseudomonas fluorescens, Serratia liquefaciens, Serratia plymuthica, Bacillus subtilis, Bacillus pumilis y Bacillus
polymyxa han sido registradas para el control de Botrytis cinerea 'y Alternaria brassicola en repollo [42].

En Chile las bacterias Serratia plymuthica CCGG2742 fue aislada desde bayas de uvas y registrada como patente en
Estados Unidos para el control de enfermedades de vegetales, en particular para prevenir la infeccion de Botrytis
cinerea en frutos susceptibles de ser infectados [43].

Las bacterias acido acéticas (BAA), por otra parte, son de especial interés biotecnoldgico en los procesos industriales
involucrados en la produccion de celulosa, sorbosa y vinagre. La familia es conocida como Acetobacteraceae y cuenta
con 12 géneros [44]. El género Gluconobacter, uno de los mas comunes entre las Acefobactereaceae, incluye 14
especies de las cuales 5 son usadas en la manufactura de alimentos, principalmente porque son inofensivas para la
salud humana [45]. Estas bacterias son estrictamente aerdbicas, quimioorganétrofas y Gram-negativas. Crecen entre
4 y 40 °C con un o6ptimo de 30 °C y un pH o6ptimo de 5 a 6 [46]. Viven en la superficie de vegetales y frutos
principalmente como saprofitos simbiontes. En bacterias aisladas a partir de frutos y flores en Tailandia, se encontraron
45 aislados del género Gluconobacter. De estos, 17 cepas correspondieron a Gluconobacter oxydans, 12 cepas a
Gluconobacter cerinus, 9 cepas a Gluconobacter frateurii y 6 cepas a Gluconobacter thailandicus [47]. En una colecta
realizada desde uvas con pudricién en tres vifiedos de Adelaide Hills (Australia del Sur), se encontraron 9 especies
diferentes de bacterias acido acéticas, entre las cuales, 4 especies correspondieron al género Gluconobacter.
Gluconobacter cerinus fue la principal especie identificada en los mencionados vifiedos [48]. En uvas podridas o
infectadas con Botrytis spp., el nimero de bacterias acido acéticas se incrementa drasticamente, pasando de unas
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pocas a alrededor de 1 x108 [UFC/mI] después de la infeccidn por Botrytis spp. [49]. Cuando esto ocurre, las especies
de BAA pueden comenzar a dominar.

Actualmente, casi no existen reportes de bacterias del género Gluconobacter en control biolégico. Sin embargo, se ha
reportado el uso de Gluconobacter oxydans con actividad antifingica y antipatulina en jugo de manzana [45]. La
bacteria fue aislada desde la superficie de frutos de manzana y, en condiciones in vitro, fue capaz de reducir en un
42,3 % el diametro del crecimiento micelial de Penicillium expansum. Por otra parte, se mostré un alto nivel de
eficiencia y completa prevencion en la acumulacion de patulina en jugo de manzana.

Para evitar el desarrollo de enfermedades en frutos y hojas provocadas por patdgenos flngicos, se recurre
frecuentemente al empleo de fungicidas sintéticos o tratamientos en base a productos naturales y/o biolégicos. Los
fungicidas sintéticos son eficaces, pero dificultan la exportacién a mercados mas exigentes debido a los efectos
potencialmente perjudiciales en animales y plantas. Los fungicidas bioldgicos, por su parte, pueden ser mas inocuos
y mas aceptados en distintos mercados, aunque en la actualidad se ha observado que no presentan buenos niveles
de eficacia, sobre todo cuando se comparan con fungicidas sintéticos. A la luz de estos antecedentes, se hace obvia
la necesidad de desarrollar nuevos fungicidas biolégicos con actividades antimicéticas mejoradas.

Guzzon R. et al. (2014, European Food Research and Technology, 239(1): 117-126) da a conocer que Gluconobacter
cerinus T9 es capaz de controlar el crecimiento de Botrytis cinerea.

Aun cuando se han desarrollado y patentado en varios paises numerosos procedimientos de control biolégico
antifngico, actualmente son muy pocos los que se usan de forma practica en la agricultura. Esto se debe, por una
parte, a la alta exigencia de calidad e inocuidad de los productos requeridos por los mercados internacionales y, por
otra, a que los biocontroladores propuestos no alcanzan la efectividad que se requiere para cumplir las normativas
comerciales de los diversos paises. Esto provoca que los productores y exportadores necesariamente recurran a los
productos sintéticos, los cuales se encuentran bajo estrictos controles por parte de las buenas practicas agricolas
(BPA) y son objeto de exigentes fiscalizaciones en los mercados de destino. Ademas, la opinién publica los considera
poco amigables con la salud humana y con el medio ambiente.

Por estas razones se hace necesario contar con un producto biolégico y/o natural capaz de controlar en forma eficaz
los principales agentes causantes de enfermedades en la pre y postcosecha de frutos y/o plantas, que no genere
problemas de restricciones de comercializacién en mercados de destino, que no presente resistencia, que sea
compatible con el almacenaje y transporte refrigerado, amigable con el medio ambiente y seguro para la salud humana.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion esta dirigida a productos biolégicos para el control de enfermedades fungicas vegetales y usos
de los mismos.

La invencién abarca un producto biolégico para el control de enfermedades fungicas en vegetales que comprende una
combinacién de bacterias de Gluconobacter cerinus cepa 515 con cédigo de acceso RGM2215, depositada en la
Coleccion Chilena de Recursos Genéticos Microbianos a una concentracion entre 1x108 unidades formadoras de
colonias por mililitro [UFC/mI] y 1x10® unidades formadoras de colonias por mililitro [UFC/mI] y Hanseniaspora
osmophila cepa 337 con coédigo de acceso RGM2214, depositada en la Coleccion Chilena de Recursos Genéticos
Microbianos a una concentracion entre 1x10* unidades formadoras de colonias por mililitro [UFC/mI] y 1x108 unidades
formadoras de colonias por mililitro [UFC/ml].

También se da a conocer un método para preparar el producto biolégico para el control de enfermedades fungicas
vegetales, donde tal método comprende mezclar en bacterias 1 x10% [UFC/ml] de Gluconobacter y al menos 1 x10*
[UFC/mI] de Hanseniaspora, preferentemente de 1 x10% [UFC/mI] a 1 x108 [UFC/mI] de Gluconobacter y de 1 x10*
[UFC/mI] a 1 x108 [UFC/mI] de Hanseniaspora.

Por consiguiente, en una realizacion el producto biolégico para el control de enfermedades fungicas vegetales
comprende bacterias de Gluconobacter cerinus 515 a una concentracién de 1x10® [UFC/ml] y levadura de
Hanseniaspora osmophila 337 a una concentracion de 1x10* [UFC/ml].

También se da a conocer un método para el control de enfermedades fungicas vegetales que comprende administrar
un producto bioldgico que contiene bacterias del género Gluconobacter y una levadura del género Hanseniaspora a
un organismo vegetal.

En otro aspecto, la invencion abarca el uso de un producto biolégico segun la invencion para tratar, prevenir, controlar
o curar enfermedades fluingicas en plantas. En una realizacion, las enfermedades susceptibles de ser tratadas,
prevenidas, controladas o curadas por el uso del producto de la presente invencion incluye enfermedades fungicas
producidas por Deuteromycota, comprendiendo enfermedades producidas por Aspergillus spp., Penicilium spp.,
Botrytis spp., entre otras. Ademas, la presente invencién puede usarse para tratar, prevenir, controlar o curar
enfermedades fungicas en plantas producidas por Zygomycota, incluyendo Rhizopus, entre otros. Adicionalmente, el

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 870 145 T3

producto de la invencion puede utilizarse en plantas frutales como vides, pomaceas, prunus, citricos y bayas; hortalizas
de fruto como tomate, pimenton, berenjena, zapallo italiano; y hortalizas de hojas como lechugas, acelgas y espinacas.

Finalmente, el producto bioldgico de la invencion se puede usar para tratar, prevenir, controlar o curar la pudricion
acida o pudricién de la vid, y la pudricidn gris, entre otras enfermedades fungicas.

Breve descripcion de los dibujos

Los anteriores y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente
descripcion mas particular de métodos preferidos de la invencién, como se ilustra en los dibujos adjuntos. Segun la
invencion Gluconobacter cerinus 515 y Hanseniaspora osmophila 337 se usan en el producto bioldgico. Otros
microorganismos o combinaciones de microorganismos son solo de referencia.

La figura 1 muestra una grafica de tratamiento frente a diametro de lesion (cm), donde se observa el efecto del
tratamiento con Gluconobacter cerinus (G.c.) (cepa 515y 516) y/o Hanseniaspora osmophila (H.o.) (cepa 336 y 337)
sobre el desarrollo de Rhizopus pp. en bayas de uva cv Red Globe. Las barras representan el diametro de lesion
generada por la infeccion de Rhizopus spp. en bayas de uva frente a los distintos tratamientos. La figura muestra los
efectos alos 4 (A) y 15 (B) dias después de la infeccion con el hongo patdégeno. Las concentraciones de Gluconobacter
cerinus (cepa 515 y 516) utilizadas son: dosis alta (1x108 [UFC/mI]) y dosis baja (1x108 [UFC/ml]). Las concentraciones
de Hanseniaspora osmophila (cepa 336 y 337) utilizadas son: dosis alta (1x10% [UFC/ml]) y dosis baja (1x104 [UFC/ml]).
La concentracion utilizada para Hanseniaspora osmophila (cepa 336 y 337) en los tratamientos 2 y 3, es dosis alta. La
concentracion utilizada para Gluconobacter cerinus (cepa 515 y 516) en tratamientos 4 y 5, es dosis alta C. Las bayas
de uva fueron inoculadas con 1 x10° [esporas/ml] de Rhizopus spp. El control positivo corresponde al tratamiento de
agua + Rhizopus spp. (lesién completa) y el control negativo corresponde al tratamiento de agua + agua (ausencia de
lesion). Las letras a la derecha de las barras corresponden a distintas categorias de acuerdo a la prueba de Tukey (p
<0,05).

La figura 2 muestra una grafica de tratamiento frente a diametro de lesion (cm), donde se observa el efecto del
tratamiento con Gluconobacter cerinus (G.c.) (cepa 515y 516) y/o Hanseniaspora osmophila (H.o.) (cepa 336 y 337)
sobre el desarrollo de Botrytis cinerea en bayas de uva cv Red Globe. Las barras representan el diametro de lesion
generada por la infeccion de Botrytis cinerea en bayas de uva frente a los distintos tratamientos. La figura muestra los
efectos a los 4 (A) y 15 (B) dias después de la infeccion con el hongo patégeno. Las dosis son las mismas que las
descritas para la figura 1. El control positivo corresponde al tratamiento de agua + Botrytis cinerea (lesion completa) y
el control negativo corresponde al tratamiento de agua + agua (ausencia de lesion). Las letras a la derecha de las
barras corresponden a distintas categorias de acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0,05).

La figura 3 muestra una grafica de tratamiento frente a diametro de lesion (cm), donde se observa el efecto del
tratamiento con Gluconobacter cerinus (G.c.) (cepa 515y 516) y/o Hanseniaspora osmophila (H.o.) (cepa 336 y 337)
sobre el desarrollo de Aspergillus spp. en bayas de uva cv Red Globe. Las barras representan el diametro de lesién
generada por la infeccion de Aspergillus spp. en bayas de uva frente a los distintos tratamientos. La figura muestra los
efectos a los 4 (A) y 15 (B) dias después de la infeccion con el hongo patdégeno. Las dosis son las mismas que las
descritas para la figura 1 . El control positivo corresponde al tratamiento de agua + Aspergillus spp. (lesién completa)
y el control negativo corresponde al tratamiento de agua + agua (ausencia de lesién). Las letras a la derecha de las
barras corresponden a distintas categorias de acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0,05).

La figura 4 muestra una grafica de tratamiento frente a diametro de lesion (cm), donde se observa el efecto del
tratamiento con Gluconobacter cerinus (G.c.) (cepa 515y 516) y/o Hanseniaspora osmophila (H.o.) (cepa 336 y 337)
sobre el desarrollo de Penicillium spp. en bayas de uva cv Red Globe. Las barras representan el diametro de lesion
generada por la infeccidon de Penicillium spp. en bayas de uva frente a los distintos tratamientos. La figura muestra los
efectos a los 4 (A) y 15 (B) dias después de la infeccion con el hongo patdégeno. Las dosis son las mismas que las
descritas para la figura 1. El control positivo corresponde al tratamiento de agua + Penicillium spp. (lesion completa) y
el control negativo corresponde al tratamiento de agua+ agua (ausencia de lesion). Las letras a la derecha de las
barras corresponden a distintas categorias de acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0,05).

La figura 5 muestra una grafica de tratamiento frente a diametro de lesion (cm), donde se observa el efecto del
tratamiento con distintas concentraciones (dosis) de Gluconobacter cerinus (G.c.) cepa 515 y Hanseniaspora
osmophila (H.o.) cepa 337 sobre el desarrollo de Rhizopus spp. en bayas de uva cv Red Globe. Las barras representan
el diametro de lesién generada por la infeccion de Rhizopus spp. en bayas de uva frente a las distintas realizaciones
de la invencion. La figura muestra los efectos a los 4 (A) y 20 (B) dias después de la infeccion con el hongo patdgeno.
Las concentraciones de Gluconobacter cerinus (cepa 515) utilizadas son: dosis alta (1 x108 [UFC/ml]) y dosis baja (1
x108 [UFC/mI]). Las concentraciones de Hanseniaspora osmophila (cepa 337) utilizadas son: dosis alta (1 x108
[UFC/mI]) y dosis baja (1x10* [UFC/mI]). Para el tratamiento 2, se usaron dosis bajas para Gluconobacter cerinus y
Hanseniaspora osmophila. Las bayas de uvas fueron inoculadas con 1 x10° [esporas/ml] Rhizopus spp. El control
positivo corresponde al tratamiento de agua + Rhizopus spp. (lesién completa) y el control negativo corresponde al
tratamiento de agua + agua (ausencia de lesion). Las letras a la derecha de las barras corresponden a distintas
categorias de acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0,05).
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La figura 6 muestra una grafica de tratamiento frente a diametro de lesion (cm), donde se observa el efecto del
tratamiento con distintas concentraciones (dosis) de Gluconobacter cerinus (G.c.) cepa 515 y Hanseniaspora
osmophila (H.o.) cepa 337 sobre el desarrollo de Botrytis cinerea en bayas de uva cv Red Globe. Las barras
representan el diametro de lesion generada por la infeccion de Botrytis cinerea en bayas de uva frente a distintas
realizaciones de la invencion. La figura muestra los efectos a los 4 (A) y 20 (B) dias después de la infeccion con el
hongo patégeno. Las dosis son las mismas que las descritas para la figura 5. El control positivo corresponde al
tratamiento de agua + Botrytis cinerea (lesién completa) y el control negativo corresponde al tratamiento de agua+
agua (ausencia de lesion). Las letras a la derecha de las barras corresponden a distintas categorias de acuerdo a la
prueba de Tukey (p < 0,05).

La figura 7 muestra una grafica de tratamiento frente a diametro de lesion (cm), donde se observa el efecto del
tratamiento con distintas concentraciones (dosis) de Gluconobacter cerinus (G.c.) cepa 515 y Hanseniaspora
osmophila (H.0.) cepa 337 sobre el desarrollo de Aspergillus spp. en bayas de uva cv Red Globe. Las barras
representan el diametro de lesién generada por la infeccion de Aspergillus spp. en bayas de uva frente a distintas
realizaciones de la invencion. La figura muestra los efectos a los 4 (A) y 20 (B) dias después de la infeccion con el
hongo patégeno. Las dosis son las mismas que las descritas para la figura 5. El control positivo corresponde al
tratamiento de agua + Aspergillus spp. (lesion completa) y el control negativo corresponde al tratamiento de agua+
agua (ausencia de lesion). Las letras a la derecha de las barras corresponden a distintas categorias de acuerdo a la
prueba de Tukey (p < 0,05).

La figura 8 muestra una grafica de tratamiento frente a diametro de lesion (cm), donde se observa el efecto del
tratamiento con distintas concentraciones (dosis) de Gluconobacter cerinus (G.c.) cepa 515 y Hanseniaspora
osmophila (H.o.) cepa 337 sobre el desarrollo de Penicillium spp. en bayas de uva cv Red Globe. Las barras
representan el diametro de lesién generada por la infeccion de Penicillium spp. en bayas de uva frente a distintas
realizaciones de la invencion. La figura muestra los efectos a los 4 (A) y 20 (B) dias después de la infeccion con el
hongo patégeno. Las dosis son las mismas que las descritas para la figura 5. El control positivo corresponde al
tratamiento de agua + Penicillium spp. (lesidon completa) y el control negativo corresponde al tratamiento de agua+
agua (ausencia de lesion). Las letras a la derecha de las barras corresponden a distintas categorias de acuerdo a la
prueba de Tukey (p < 0,05).

La figura 9 muestra una grafica de tratamiento frente a diametro de lesién (cm), donde se compara el efecto del
producto biolégico de la invencion y un tratamiento estandar comercial sobre la incidencia (A y C) y severidad (B y D)
de la pudricién de la vid (patologia producida por Rhizopus spp., Botrytis cinerea, Aspergillus spp., y/o Penicillium spp.)
en uvas de mesa cv Red Globe que presentaban heridas (A y B) o que no las presentaban (C y D). En cada
experimento se analizaron 10 racimos distintos, cada uno con 10 bayas. Las barras representan el porcentaje de uvas
con sintomas en el racimo analizado (A 'y C) o el diametro de lesidon generada por la infeccion en la uva provocada por
la pudricién de la vid (B y D). Los datos fueron obtenidos a los 5 dias después de la infeccién, y a una incubacion de
24 °C. La concentraciéon de Gluconobacter cerinus (G.c.) cepa 515 fue de 1 x10® [UFC/mI] y la de Hanseniaspora
osmophila (H.o.) cepa 337 fue de 1 x10* [UFC/ml]. El estandar comercial fue Switch ® 62.5 wg que viene formulado:
Ciprodinilo (37,5 % en p/p) mas Fludioxinilo (25 % en p/p). El control corresponde a uvas de mesa cv Red Globe sin
tratamiento. Las letras a la derecha de las barras corresponden a distintas categorias de acuerdo a la prueba de Tukey
(p < 0,05).

La figura 10 muestra una grafica de tratamiento frente a diametro de lesion (cm), donde se compara del efecto del
producto biolégico de la invencion y un tratamiento estandar comercial sobre la incidencia (A y C) y severidad (B y D)
de la pudricion gris (patologia producida por Botrytis cinerea) en uvas de mesa cv Red Globe que presentaban heridas
(A'y B) o que no las presentaban (C y D). En cada experimento se analizaron 10 racimos distintos, cada uno con 10
bayas. Las barras representan el porcentaje de uvas con sintomas en el racimo analizado (A y C) o el diametro de
lesién generada por la infeccion en la uva provocada por la pudricion gris (B y D). Los datos fueron obtenidos a los 5
dias después de la infeccion, y a una incubacién de 24 °C. Las dosis son las mismas que las descritas para la figura
9. El estandar comercial fue Switch ® 62.5 wg que viene formulado: Ciprodinilo (37,5 % en p/p) mas Fludioxinilo (25
% en p/p). El control corresponde a uvas de mesa cv Red Globe sin tratamiento. Las letras a la derecha de las barras
corresponden a distintas categorias de acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0,05).

La figura 11 muestra una grafica de tratamiento frente a diametro de lesiéon (cm), donde se compara del efecto del
producto biolégico de la invencion y un tratamiento estandar comercial sobre la incidencia (A y C) y severidad (B y D)
de la pudricién de la vid (patologia producida por Rhizopus spp., Botrytis cinerea, Aspergillus spp., y/o Penicillium spp.)
en uvas de mesa cv Red Globe luego de un choque de frio. Se evaluaron uvas que presentaban heridas (Ay B) y
uvas que no las presentaban (C y D). Las barras representan el porcentaje de uvas con sintomas en el racimo
analizado (A y C) o el diametro de lesion generada por la infeccion en la uva provocada por la pudricién de la vid (B y
D). Los datos fueron obtenidos a los 5 dias después de la infeccioén, y a una incubacién de 0 °C, seguido por 6 dias a
temperatura ambiente. Las dosis son las mismas que las descritas para la figura 9. El estandar comercial fue Switch
® 62.5 wg que viene formulado: Ciprodinilo (37,5 % en p/p) mas Fludioxinilo (25 % en p/p). El control corresponde a
uvas de mesa cv Red Globe sin tratamiento. Las letras a la derecha de las barras corresponden a distintas categorias
de acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0,05).
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La figura 12 muestra una grafica de tratamiento frente a diametro de lesién (cm), donde se compara el efecto del
producto biolégico de la invencion y un tratamiento estandar comercial sobre la incidencia (A y C) y severidad (B y D)
de la pudricién gris (patologia producida por Botrytis cinerea) en uva de mesa cv Red Globe luego de un choque de
frio. Se evaluaron uvas que presentaban heridas (A y B) y uvas que no las presentaban (C y D). Las barras representan
el porcentaje de uvas con sintomas en el racimo analizado (A y C) o el diametro de lesidon generada por la infeccién
en la uva provocada por la pudricion gris (B y D). Los datos fueron obtenidos a los 5 dias después de la infeccion, y a
una incubacioén de 0 °C, seguido por 6 dias a temperatura ambiente. Las dosis son las mismas que las descritas para
la figura 9. El estandar comercial fue Switch ® 62.5 wg que viene formulado: Ciprodinilo (37,5 % en p/p) mas
Fludioxinilo (25 % en p/p). El control corresponde a uvas de mesa cv Red Globe sin tratamiento. Las letras a la derecha
de las barras corresponden a distintas categorias de acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0,05).

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a un producto bioldgico (es decir, composicién) para el control de enfermedades
fungicas en plantas que comprende una combinacién de bacterias de Gluconobacter cerinus cepa 515 con coédigo de
acceso RGM2215, depositada en la Coleccién Chilena de Recursos Genéticos Microbianos a una concentracién entre
1x108 unidades formadoras de colonias por mililitro [UFC/mI] y 1x102 unidades formadoras de colonias por mililitro
[UFC/ml] y Hanseniaspora osmophila cepa 337 con cédigo de acceso RGM2214, depositada en la Coleccion Chilena
de Recursos Genéticos Microbianos a una concentracion entre 1x10* unidades formadoras de colonias por mililitro
[UFC/mI] y 1x108 unidades formadoras de colonias por mililitro [UFC/ml]. Estos microorganismos fueron aislados desde
bayas provenientes de racimos de uva de mesa, cosechados en predios con produccion comercial destinada a la
exportacion.

Los inventores encontraron que, sorprendentemente, las bacterias Gluconobacter de la invencién tiene un efecto
antifingico evidente en hongos de distintos tipos, incluyendo Rhizopus spp., Botrytis cinerea, Aspergillus spp. y
Penicillium spp. Mas sorprendentemente aun, los inventores observaron que la adicion de la levadura Hanseniaspora
potenciaba sinérgicamente el efecto antifingico de Gluconobacter. Este efecto no se puede desprender de la mera
lectura del estado del arte ya que no hay documentos que divulguen que Hanseniaspora osmophila tenga actividad
antifingica, ni mucho menos que potencie sinérgicamente la actividad antifungica de Gluconobacter.

Por otra parte, el producto biolégico de la invencion (es decir, Gluconobacter cerinus 515 + Hanseniaspora osmophila
337) exhibe un efecto antifingico sostenido en el tiempo, incluso varios dias después de la inoculacion. Ademas, el
efecto antifingico obtenido con el producto bioldgico de la invencion es tanto o mas efectivo que los efectos obtenidos
con antifungicos sintéticos, incluso en condiciones de choques y cadenas de frio, tan comunes en los embalajes de
frutos y verduras para su conservacion. Por todas estas razones, el producto bioldgico antifingico de la invencion es
eficaz y no presenta las desventajas de los productos antifingicos sintéticos.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un producto antifungico que comprende Gluconobacter cerinus 515y
Hanseniaspora osmophila 337, que presenta un efecto sorprendentemente sinérgico y potenciado de la actividad
antifingica. Ademas, es tanto o mas eficaz que compuestos antifingicos sintéticos, pero es un producto natural,
solucionando un problema de la técnica que no ha sido resuelto satisfactoriamente al presente.

A continuacion sigue una descripcion de realizaciones preferidas de la invencion.
Las palabras “un” o “una” se pretende que abarquen uno/a o mas, a menos que se especifique lo contrario.

La invencion se refiere a un producto biolégico que comprende una bacteria del género Gluconobacter cerinus y una
levadura de Hanseniaspora osmophila. Gluconobacter spp. se puede cultivar en medio de cultivo GYC (glucosa 50
[g/1], extracto de levadura 10 [g/l], carbonato de calcio 30 [g/l], agar 25 [g/l], acido clorhidrico 2 [N] y agua destilada 1
1) a 25 °C. Ademas, cualquier otra forma de cultivo adecuada para Gluconobacter spp. sera util para el propésito de
esta invencion. Por su parte, Hanseniaspora spp. se puede cultivar en medio de cultivo MLP (peptona 20 [g/l], miel de
abejas 80 [g/l], agar 20 [g/l], agua destilada 1 1) a 25 °C. Al igual que para Gluconobacter spp., cualquier otra forma de
cultivo adecuada para Hanseniaspora spp. sera Util para el propdsito de la presente invencion.

Para obtener el producto de la presente invencion, es necesario mezclar Gluconobacter cerinus 515 con cédigo de
acceso RGM2215, depositada en la Coleccion Chilena de Recursos Genéticos Microbianos, con Hanseniaspora
osmophila cepa 337 con codigo de acceso RGM2214, depositada en la Coleccion Chilena de Recursos Genéticos
Microbianos. Los microorganismos deberan mezclarse en una proporciéon de 1 x10% [UFC/ml] a 1 x108 [UFC/ml] de
Gluconobacter cerinus 515 y de 1 x10* [UFC/ml] a 1 x108 [UFC/ml] de Hanseniaspora osmophila 337. Para poder
estimar el numero de UFC, se podra utilizar el método de conteo de microorganismos viables en placa, o algun otro
método adecuado para tal efecto. Para poder mezclar los microorganismos de la invencion, estos podran estar
suspendidos en medio de cultivo (como los descritos en los parrafos precedentes) o en cualquier otro vehiculo
adecuado, como por ejemplo suero fisiolégico (NaCl 0,85 %), amortiguador fosfato (PBS), agua peptonada, agua con
agar, o agua estéril. Alternativamente, los microorganismos de la invenciéon pueden mezclarse liofilizados o liofilizarse
después de ser mezclados.
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Se da a conocer un método para el control de enfermedades fangicas en plantas que a su vez comprende administrar
el producto biolégico a un organismo vegetal. Para administrar el producto biolégico de la invencién se puede realizar
directamente sobre las plantas, incluyendo sobre los tallos, hojas, frutos y brotes. Alternativamente, el producto de la
invencion puede agregarse directamente sobre la tierra de cultivo, ya sea mezclado con las aguas de regadio o por si
solo. Alternativamente, el producto de la invencion puede agregarse sobre semillas antes de ser almacenadas o antes
de ser plantadas. Para administrar el producto de la invencién, cualquier medio es adecuado, incluyendo
administraciones en vehiculos liquidos (chorro directo, pulverizacién, mezclado con aguas de regadio) o directamente
como polvo en el caso de usarse liofilizado. El uso de medios con consistencia de gel o espuma para contener el
producto biolégico descrito en la presente solicitud también esta considerado dentro del ambito de la proteccion de la
presente invencion.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso del producto biolégico con propiedades antifungicas de la invencion
para tratar, prevenir, controlar o curar enfermedades fungicas en plantas. Por consiguiente, la presente invencion
incluye el uso profilactico del producto sobre tallos, hojas, frutos y semillas sanos, € incluso sobre la tierra que sera
cultivada. Ademas, se incluye el uso del producto de la invencién sobre tallos, hojas, frutos y semillas que presenten
cualquier sintoma de enfermedad.

En una realizacién, enfermedades susceptibles de ser tratadas, prevenidas o curadas por el uso del producto de la
presente invencion incluye enfermedades fungicas provocadas por Aspergillus spp., Penicilium spp., Botrytis spp.,
entre otras. Ademas, la presente invencion puede usarse para tratar, prevenir, controlar o curar enfermedades fungicas
en plantas producidas por Zygomycota, incluyendo Rhizopus, entre otros. Adicionalmente, el producto de la invencion
puede utilizarse en plantas frutales como vides, pomaceas, prunus, citricos y bayas; hortalizas de fruto como tomate,
pimenton, berenjena, zapallo italiano; y hortalizas de hojas como lechugas, acelgas y espinacas.

Finalmente, el producto bioldgico de la invencion se puede usar para tratar, prevenir, controlar o curar la pudricion
acida o pudricién de la vid y la pudricién gris, entre otras enfermedades fungicas.

La invencion se comprendera mejor por medio de los siguientes ejemplos.
Ejemplos

Segun la invencién, Gluconobacter cerinus 515 y Hanseniaspora osmophila 337 se usan en el producto bioldgico.
Otros microorganismos o combinaciones de microorganismos son solo de referencia.

Ejemplo 1: Preparacion del producto bioldgico de la invencion y protocolos de ensayos bioldgicos.

A.- Preparacion de Gluconobacter cerinus (cepa 515 y 516)

La bacteria se cultivd en el medio de cultivo GYC (glucosa 50 [g/l], extracto de levadura 10 [g/l], carbonato de calcio
30 [g/1], agar 25 [g/1], acido clorhidrico 2 [N], completar 1 | con agua destilada) durante 5 dias a 25 °C. Una vez crecida,
la bacteria se extrajo desde el medio de cultivo y se diluyé en agua mas agar al 1 % y tween al 20 % para romper la
tension superficial, dejando las bacterias a la concentracion adecuada (tabla 1). Las bayas de uva se inocularon con
10 pl de la suspension bacteriana. Como control negativo, se usaron 10 ul de agua en vez de Gluconobacter.

Tabla 1. Concentraciones utilizadas para inocular vegetales

Microorganismo Concentracion
Gluconobacter cerinus 1x108 [UFC/ml] (Dosis alta)
1x108 [UFC/ml] (Dosis baja)
Hanseniaspora osmophila 1x108 [UFC/ml] (Dosis alta)
1x10* [UFC/ml] (Dosis baja)
Hongo patégeno 1x10° [esporas/ml]

B.- Preparacion de Hanseniaspora osmophila (cepa 336 y 337)

La levadura se cultivd en el medio de cultivo MLP (peptona 20 [g/l], miel de abejas 80 [g/l], agar 20 [g/l], completar 1 |
con agua destilada) durante 5 dias a 25 °C. Una vez crecida, la levadura se extrae desde el medio de cultivo y se
diluye en agua mas agar al 1 % y tween al 20 % para romper la tension superficial, dejando las levaduras a la
concentracion adecuada (tabla 1). Las bayas de uva se inocularon con 10 pl de la suspension de levaduras. Como
control negativo, se usaron 10 ul de agua en vez de Hanseniaspora.

C- Preparacion del producto biolégico que comprende Gluconobacter y Hanseniaspora.

Para preparar el producto de la invencion, se mezclaron volimenes de solucién concentrada con Gluconobactery otra
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solucién concentrada de Hanseniaspora. Para lograr la concentracion deseada, de acuerdo a la tabla 1, se realizé el
calculo de C1 * V1 = C2 * V2, donde C1 es la concentracion inicial de la solucién; V1 es el volumen inicial de la
solucioén; C2 es la concentracion final de la solucion y V2 es el volumen final de la solucion. Asi se tomo un volumen
de solucion segun el resultado del calculo y se diluyé mezclando Gluconobactery Hanseniaspora en una sola solucion.

Las bayas de uva se inocularon con 10 pl de la suspensiéon microbioldgica. Como control negativo, se usaron 10 pl de
agua en vez de producto bioldgico.

D.- Infeccion con los hongos patégenos Rhizopus spp., Botrytis cinerea, Aspergillus spp. y/o Penicillium spp.

Los hongos patégenos Rhizopus spp., Botrytis cinerea, Aspergillus spp. y/o Penicillium spp. se cultivaron en medio
PDA 39 [g/l] Difco™ durante 7 dias a 24 °C para Rhizopus spp., Aspergillus spp. y/o Penicillium spp. y durante 10 dias
a 24 °C, bajo luz negra (320 nm) para Botrytis cinerea. Luego, 10 ul (1 x10° [esporas/ml]) (tabla 1) se utilizaron para
inocular las bayas de uva. Como control negativo, se usaron 10 pl de agua en vez de suspension de esporas de
hongos patdgenos.

E.- Preparacion de antifungico sintético comercial de uso estandar (Ciprodinilo + Fludioxinilo).

Ciprodinilo + fludioxinilo corresponde al producto comercial Switch ® 62.5 wg que viene formulado: Ciprodinilo 37,5 %
en p/p + Fludioxinilo 25 % en p/p. La dosis aplicada fue de 10 ul (90 g por cada 100 | de agua).

F.- Determinacion del efecto antifiingico.

Para determinar el efecto antifungico del producto biolégico de la presente invencion y de sus controles, se infectaron
bayas de uvas cv Red Globe con hongos patégenos de acuerdo a lo indicado en el punto D, concomitantemente con
la adicion de las composiciones antifingicas de acuerdo a los puntos A, B, C o E. En el caso de las figuras 1 a 8, las
bayas infectadas se incubaron durante 4 dias a 24 °C, y los dias subsiguientes hasta completar 15 o 20 dias, a
temperatura ambiente. En el caso de las figuras 9 y 10, las bayas infectadas se incubaron 5 dias a 24 °C. En el caso
de las figuras 11 y 12, las bayas infectadas se incubaron 5 dias a 0 °C y luego 6 dias a temperatura ambiente. Para
las figuras 9A, 9B, 10A, 10B, 11A, 11B, 12A y 12B, se analizaron bayas con o sin heridas. Las heridas, de
aproximadamente 2 mm de profundidad, se realizaron en las bayas de uva por los investigadores.

El efecto antifungico se determind después de la incubacion, midiendo el diametro de las lesiones producidas por los
hongos patdgenos (estimacion de la severidad) o calculando el porcentaje de bayas afectadas en un racimo dado
(indice de la incidencia).

Ejemplo 2: Gluconobacter spp. y Hanseniaspora spp. presentan un efecto antifingico sinérgico contra Rhizopus spp.,
Botrytis cinerea, Asperqgillus spp. y Penicillium spp.

Con el objetivo de determinar el efecto antifingico de Gluconobacter y Hanseniaspora, se realizé un desafio utilizando
Rhizopus spp. (figura 1), Botrytis cinerea (figura 2), Aspergillus spp. figura 3) o Penicillium spp. (figura 4) como hongos
patégenos. Los hongos patégenos se cultivaron y se usaron para infectar bayas de uvas cv Red Globe segun se
explicé en el ejemplo 1 . Al mismo tiempo de la infeccidon, se agregdé agua (tratamiento de control negativo),
Hanseniaspora osmophila sola (cepa 336 o cepa 337), Gluconobacter cerinus sola (cepa 515 o cepa 516), o una
combinacion de Gluconobactery Hanseniaspora en distintas concentraciones (tabla 1). El efecto antifungico se estimoé
como el diametro de lesion después de 4 dias (figuras 1 A, 2A, 3A, 4A) o después de 15 dias después de la infeccion
(figuras 1B, 2B, 3B, 4B). El experimento se repiti6 3 veces (replicado biolégico) y cada vez se analizaron 5 bayas
distintas. Los resultados permitieron la categorizacion de los tratamientos de acuerdo a analisis estadisticos (prueba
de Tukey p < 0,05).

Segun nuestros resultados, se observa claramente que a los 4 dias después de la infeccion, ninguna de las cepas de
Hanseniaspora osmophila es capaz de disminuir los diametros de las lesiones producidas por Rhizopus spp. (figura 1
A). Por otra parte, se observa que las dos cepas de Gluconobacter cerinus sometidas a prueba ejercieron un efecto
significativo en la disminucién de las lesiones producidas por Rhizopus spp., donde Gluconobacter cerinus cepa 515
ejercio un efecto levemente superior al efecto de la cepa 516 (figura 1A). Mas importantemente, el producto biolégico
de la invencién (el cual comprende Gluconobacter cerinus + Hanseniaspora osmophila) presenta un claro efecto
potenciado sinérgico en relacion al efecto obtenido por sus partes individuales (figura 1A). Esto queda de manifiesto
en el hecho de que Hanseniaspora osmophila evidentemente mejora las propiedades antifungicas de Gluconobacter
cerinus, aun cuando Hanseniaspora osmophila por si sola no tiene efecto antifingico contra Rhizopus spp. (figura 1A).
El producto de la invencion ejerce, ademas, un efecto antifingico potenciado contra Botrytis cinerea (figura 2A),
Aspergillus spp. (figura 3A) y contra Penicillium spp. (figura 4A). El efecto sinérgico potenciado del producto biolégico
de la invencion es especialmente evidente para el tratamiento de Penicillium spp., donde Hanseniaspora osmophila y
Gluconobacter cerinus exhiben un débil efecto antifungico por si solos, el cual se observa claramente incrementado y
mejorado cuando ambos microorganismos se mezclan (figura 4A).

A la luz de estos resultados es posible concluir que Hanseniaspora potencia sinérgicamente los efectos antifungicos
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de Gluconobacter. Por tanto, el producto bioldgico de la invencion presenta un efecto sorprendente, imposible de
determinar sin los datos empiricos divulgados en la presente solicitud.

Ejemplo 3: Distintas concentraciones de Gluconobacter spp. y Hanseniaspora spp. presentan un efecto antifungico
sinérgico contra Rhizopus spp., Botrytis cinerea, Aspergillus spp. y Penicillium spp. sostenido en el tiempo.

Con el objetivo de averiguar si el efecto antifungico producido por la presente invencion es sostenido en el tiempo, se
realizé un desafio como el descrito en el ejemplo 2, pero evaluando el tamafio de las lesiones después de 15 dias
después de la infeccion. Como se observa en las figura 1B, 2B, 3B y 4B, la presente invencion ain mantiene sus
propiedades antifungicas contra Rhizopus spp., Botrytis cinerea, Aspergillus spp. y Penicillium spp. incluso 15 dias
después de la inoculacion.

Con el objetivo de averiguar el efecto de las concentraciones (es decir, UFC/ml) de Gluconobacter y Hanseniaspora
con respecto a la eficiencia del producto biolégico de la invencién como antifingico, se realizé otro desafio de acuerdo
a lo que se explicé en el ejemplo 1, pero esta vez sometiendo a prueba concentraciones distintas de Gluconobactery
Hanseniaspora (tabla 1). De acuerdo a lo observado en las figuras 5 a 8, el producto bioldgico de la invencién ejerce
un efecto antifingico eficaz contra Rhizopus spp., Botrytis cinerea, Aspergillus spp. y Penicillium spp., tanto a los 4
como a los 20 dias después de la infeccion. Mas importantemente, las figuras 5 a 8 muestran que, independientemente
de las concentraciones de bacterias y levadura, siempre se observa un biocontrol eficaz y de larga duracion de las
lesiones producidas por patégenos fungicos.

Con estos resultados concluimos que el producto bioldgico de la invencion ejerce un eficaz efecto antifungico incluso
20 dias después de su aplicacion. Ademas, los efectos antifungicos no se ven afectados en gran medida por la
concentracion de bacteria o de levadura usada.

Ejemplo 4: El producto de la invencioén es tanto o mas eficaz que antifungicos comerciales sintéticos.

Con el objetivo de comparar la eficacia antifingica del producto bioldgico de la invencidn con antifingicos comerciales
sintéticos, se realiz6 un desafio utilizando bayas de uva cv Red Globe las que fueron inoculadas con los agentes
causales de la pudricion de la vid (figura 9) o la pudricion gris (figura 10). Se analizaron y compararon bayas con
heridas (figuras 9A, 9B, 10A, 10B) o sin ellas (figuras 9C, 9D, 10C, 10D) para evaluar si esta variable afectaba al efecto
antifingico de la presente invencion. Una combinacion de Gluconobacter y Hanseniaspora, o un antifingico sintético
comercial que comprende Cipronidilo + Fludioxinilo, fue administrado de acuerdo a lo indicado en el ejemplo 1 a las
bayas infectadas. Después de 5 dias a 24° C, el efecto antifingico en la incidencia se estimé como el porcentaje de
frutos afectados en un racimo dado (figuras 9A, 9C, 10A, 10C) y en la severidad como el diametro de lesion (figuras
9B, 9D, 10B, 10D). En cada experimento se analizaron 10 racimos distintos, cada uno con 10 bayas. Los resultados
permitieron la categorizacion de los tratamientos de acuerdo a analisis estadisticos (prueba de Tukey p < 0,05).

Segun nuestros resultados, se observa que el producto biolégico de la presente invencion es tan eficaz como el
tratamiento sintético estandar en disminuir los signos de la pudricién de la vid (pudricién acida) o la pudricion gris
cuando la planta no ha sufrido heridas (figuras 9C, 9D, 10C, 10D). De manera mas importante, el producto biolégico
de la presente invencién es incluso mas eficaz que el estandar sintético en disminuir los diametros de las lesiones
provocadas por hongos patégenos cuando los vegetales han sufrido previamente heridas (figuras 9A, 9B, 10A, 10B),
demostrando un efecto sorprendente de la combinacion de Gluconobacter y Hanseniaspora en la disminucion de la
severidad de infecciones adquiridas a través de heridas.

A partir de estos datos concluimos que el producto bioldgico de la presente invencion es tanto o mas eficaz que
productos antifingicos sintéticos comerciales. Ademas, el producto bioldgico de esta invencién tiene un claro efecto
en la disminucién de la severidad de infecciones adquiridas a través de heridas, efecto que no se observa tan
eficazmente con el antifingico sintético comercial. Este aspecto claramente representa una ventaja de la presente
invencién con respecto al estado de la técnica.

Ejemplo 5: El producto de la invencion es tanto o mas eficaz que antifingicos comerciales en presencia de bajas
temperaturas.

Un aspecto importante a considerar es, si el producto biolégico de la invenciéon tolera la exposicion a bajas
temperaturas y si persiste su efecto cuando se somete a temperatura ambiente después de un periodo de refrigeracion
(condiciones normales para proceso de comercializacion). Con el fin de averiguar si la presente invencion mantiene
su eficacia a lo largo del tiempo después de un choque de frio, realizamos el mismo desafio que el descrito en el
ejemplo 4, con la excepcién de que las bayas infectadas fueron incubadas primeramente 5 dias a 0 °C y luego 6 dias
a temperatura ambiente antes de evaluar la incidencia y la severidad de la enfermedad de la misma manera a la
descrita en el ejemplo 4.

Los resultados indicaron que el producto biolégico de la invencion es tanto o mas eficaz que el antifingico sintético,

incluso después de haber pasado por el choque frio (figuras 11 y 12). El efecto antifungico del producto bioldgico de
la invencién es especialmente bueno contra la pudricidn gris en presencia de heridas (figura 12) en las condiciones
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probadas, reforzando el efecto protector de heridas que ejercen la combinaciéon de Gluconobacter y Hanseniaspora.

Segun estos resultados, concluimos que el producto biolégico de la invencién mantiene su eficacia incluso en
presencia de choques de frio. Ademas, la eficacia de la presente invencién con respecto a la disminucién de la
incidencia y severidad de enfermedades vegetales producidas por hongos es incluso superior a la obtenida con
compuestos antifingicos sintéticos.
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REIVINDICACIONES

Un producto biolégico para el control de enfermedades fungicas en plantas, caracterizado porque comprende una
combinacién de bacterias de Gluconobacter cerinus 515 con cédigo de acceso RGM2215, depositada en la
Coleccion Chilena de Recursos Genéticos Microbianos a una concentracion entre 1x108 unidades formadoras de
colonias por mililitro [UFC/ml] y 1x108 unidades formadoras de colonias por mililitro [UFC/mI] y Hanseniaspora
osmophila 337 con codigo de acceso RGM2214, depositada en la Coleccion Chilena de Recursos Genéticos
Microbianos a una concentracion entre 1x10* unidades formadoras de colonias por mililitro [UFC/mlI] y 1x108
unidades formadoras de colonias por mililitro [UFC/ml].

Un producto biolégico segun la reivindicacion 1, caracterizado porque dicha combinacion comprende bacterias de
Gluconobacter cerinus 515 a una concentracion de 1x10® [UFC/mI] y levadura de Hanseniaspora osmophila 337
a una concentracion de 1 x10* [UFC/ml].

Uso de un producto biolégico segun las reivindicaciones 1 o 2, para el tratamiento, prevencion, control o cura de
enfermedades fungicas en plantas.

Uso de un producto biolégico segun la reivindicacion 3, caracterizado porque la enfermedad fungica que puede
tratarse, prevenirse, controlarse y curarse es pudricion acida o pudricion de la vid.

Uso de un producto biolégico segun la reivindicacion 3, caracterizado porque la enfermedad fungica que puede
tratarse, prevenirse, controlarse o curarse es pudricion gris.

Uso de un producto biolégico segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, caracterizado porque las
enfermedades fungicas se producen por Aspergillus spp.

Uso de un producto biolégico segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, caracterizado porque las
enfermedades fungicas se producen por Penicillium spp.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, caracterizado porque las enfermedades fungicas se
producen por Botrytis spp.

Uso de un producto biolégico segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, caracterizado porque las
enfermedades fungicas se producen por Zygomycota.

10. Uso de un producto bioldgico segun la reivindicacion 9, caracterizado porque Zygomycota es Rhizopus spp.
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Efecto contra Botrytis cinerea {4 dias post infeccion}
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Efecto contra Aspergifus spp. (4 dias post infeccion)
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Efecto contra Rhizopus spp. (4 dias post infeccion)
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Efecto contra Botrytis cinerea {4 dias post infeccion)
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