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(57) Abstract

There is disclosed a novel strain of the yeast Candida sake (Saito and Ota) van Uden and Buckley and its use as biological control
agents for fungal discases of postharvested fruits. Said strain, deposited with the number CECT-10817, is used as antagonist of fungi
responsible for the fruit rot after it has been harvested and during the storage period. The effectiveness of said antagonist is very high and is
comparable to that of antifungal chemical products widly used. Said activity is intensively elicited particurarly in low temperature storage
conditions and in low oxygen environments. The antogonist is efficient to combat rot caused by, among other micro-organisms, the fungi
of the species Botrytis cinerea, Penicillium expansum and Rhizopus nigricans.

(57) Resumen

Se describe una nueva cepa de la levadura Candida sake (Saito and Ota) van Uden and Buckley y su utilizacién como agente de control
biolégico de las enfermedades fiingicas de postcosecha en frutas. Dicha cepa, depositada con el nimero CECT-10817, se utiliza como
antagonista de los hongos responsables de la podredumbre de la fruta después de su recoleccién y durante el perfodo de almacenamiento. La
efectividad de dicho antagonista resulta ser muy elevada y es comparable a la de los productos qufmicos antifiingicos m4s utilizados. Dicha
actividad se manifiesta con especial intensidad cuando se producen condiciones de almacenamiento a bajas temperaturas y en ambientes
pobres en oxigeno. El antagonista resulta efectivo para combatir la podredumbre causada por, entre otros microorganismos, los hongos de
las especies Botrytis cinerea, Penicillium expansum y Rhizopus nigricans.
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Nueva cepa de la levadura Candida sake (Saito and Ota)
van Uden and Buckley y su utilizacién como agente de
control biolégico de las enfermedades fingicas de

postcosecha en frutas.
Campo de la técnica

La presente invencién se refiere a una nueva cepa
de la levadura Candida sake Y a su utilizacién como
antagonista para el control biolégico de las infecciones
fingicas de la fruta recolectada, con el objeto de preve-
nir la podredumbre de la fruta en condiciones de almace-

namiento.
Estado de la técnica

Las enfermedades de postcosecha de 1las frutas
producen pérdidas anuales en la agricultura que se esti-
man, a nivel mundial, en una cantidad del orden de un 15%
a un 20% del total de las cosechas.

En la actualidad, el sistema m&s utilizado para
combatir a los hongos causantes de la podredumbre de las
frutas después de su recoleccién es el control quimico,
mediante tratamiento de las cosechas con productos
fungicidas. El1 empleo de los fungicidas estd bastante
extendido a nivel mundial y se estima que supone hasta el
26% de los pesticidas de los mercados europeo y asidtico
Y . en el caso del mercado norteamericano, hasta el 6%.

La wutilizacidén masiva de dichos productos
fungicidas ha generado una serie de problemas, tales como
la aparicién de cepas patogénicas resistentes - lo que
repercute en el incremento progresivo de los costes de
los tratamientos y en el aumento de los niveles de pérdi-
das por podredumbre - vy el incremento de residuos de
fungicidas en los frutos que provoca problemas de tipo
sanitario y dificulta las exportaciones a los paises que
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poseen una reglamentacidén sanitaria restrictiva sobre el
tema.

Ante dicho problema se ha comenzado a desarro-
llar, hace relativamente pocos afios, una actividad in-
vestigadora con el fin de encontrar nuevos métodos alter-
nativos para el control de las enfermedades de los frutos
en su etapa de postcosecha, siendo una de las vias de
desarrollo méds destacadas el control biolégico de los
hongos causantes de la podredumbre. Dicho control biold-
gico se fundamenta en la accidén inhibidora de algunos
microorganismos sobre el crecimiento y accién de los
hongos patdégenos. Asi, Janisiewicz, W.J., Phytopathology
77:481-485 (1987), ha descrito un tratamiento de control
bioldédgico del moho azul de las manzanas; Janisiewicz,
W.J. and Roitman, J., Phytopathology 77:1776 (1987), des-
criben la utilizacién de Pseudomonas cepacia como agen-
te de biocontrol postcosecha para combatir la podredum-
bre de las manzanas; Janisiewicz, W.J. and Roitman, J.,
Phytopathology 78:1697-1700 (1988), describen la utili-
zacidén de Pseudomonas cepacia como agente de biocontrol
postcosecha para combatir los mohos gris y azul de las
manzanas y las peras.

Entre los antagonistas de los hongos causantes de
la podredumbre de la fruta, resultan de particular inte-
rés las levaduras, que pueden colonizar la superficie del
fruto durante largos periodos de tiempo, produciendo
polisacaridos extracelulares que potencian su supervi-
vencia y que limitan los lugares de colonizacién vy la
germinacidén de los propagulos fidngicos, debido a que
utilizan mds répidamente los nutrientes disponibles. Asi,
McLaughlin, R.J. et al., Phytopathology 80:456-461 (1990),
describen los efectos de la concentracién de las levadu-
ras Candida sp. en el control bioldégico de las enfermeda-
des de postcosecha de la manzana; la solicitud de patente
PCT WO-91/1641 describe la utilizacién, como agentes para
el control biolégico de enfermedades de postcosecha de
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productos vegetales, de varias levaduras, entre ellas
cepas O aislados pertenecientes a la especie Candida
guilliermondii. Dichos aislados muestran actividad con-
tra, entre otras, las siguientes especies de hongos
patogénicos: Penicillium italicum, Penicillium digitatum,
Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer, Geotrichum candidum,
Penicillium expansum y Alternaria alternata. La patente
norteamericana US-5041384, que proviene de la misma prio-
ridad que la mencionada solicitud de patente PCT, se
centra en la actividad de tres cepas concretas de Candida
guilliermondii.

La solicitud de patente PCT WO-92/18009 describe
también el empleo de levaduras como agentes de control
bioldégico de enfermedades de postcosecha en frutos, ci-
tando concretamente aislados de las especies Rhodotorula
glutinis, Rhodotorula mucilaginosa, Candida parapsilopis
Y Candida guilliermondii. Por Gltimo, Wilson, C.L., en la
solicitud de patente norteamericana US-7-745796, publi-
cada como documento NTIS (National Technical Information
Service) nilmero PB92-102334, describe el empleoc como agen-
tes de control biolégico, contra las enfermedades
postcosecha de frutos tales como manzanas, melocotones Yy
naranjas, de tres cepas concretas de Candida sake, aisla-
das de la piel de tomates, depositadas, de acuerdo con
las provisiones del Tratadoc de Budapest, en The Northern
Regional Research Center U.S. Department of Agriculture,
Peoria Illinois 61604, con los nimeros de depdsito NRRL
Y-18844, NRRL Y-18845 Yy NRRL Y-18846.

No obstante las grandes diferencias de actividad
antifingica que se pueden dar entre aislados o cepas
diferentes de levaduras de la misma especie y la falta de
datos sobre la efectividad de los mismos en las diferen-
tes condiciones de almacenamiento de los frutos recolec-
tados, hacen que se plantee la necesidad de seguir inves-
tigando con el fin de encontrar agentes de control bioldé-
gico, cada vez mds eficaces y de accidén mas duradera, que
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sean capaces de ejercer su accidn preventiva en condicio-

nes extremas de almacenamiento.
Objeto de la invenciédn

El objeto de la presente invencién es proporcio-
nar una nueva cepa de la levadura Candida sake capaz de
actuar como antagonista altamente efectivo para el con-
trol bioldgico de los hongos patdgenos responsables de la
podredumbre de la fruta de postcosecha y que mantiene su
efectividad en condiciones de baja temperatura y en at-
mésfera empobrecida en oxigeno.

Otro objeto de la presente invencidén consiste en
la utilizacién de dicho antagonista para prevenir la
podredumbre de la fruta recolectada, durante su almace-
namiento.

Todavia otro objeto de la presente invencién con-
siste en proporcionar un método para la mejor conserva-
cidén de la fruta recolectada en diferentes condiciones de

almacenamiento.
Breve descripcidén de los dibujos

Se adjuntan a la presente descripcidn, para una
mejor comprensién de la misma, pero sin efectos limitativos,
siete hojas con dibujos de los que, a continuacién, se
expone una breve descripcidn.

La figura 1 es una representacidén grdfica de la
curva de crecimiento de la cepa CECT-10817, en medio
NYDB, en condiciones de baja temperatura.

La figura 2 es una representacidén gradfica de la
curva de crecimiento de la cepa CECT-10817, en medio
NYDB, a las temperaturas de 15° C, 26° C y 30° C.

La figura 3 es una representacién grédfica de la
curva de crecimiento de la cepa CECT-10817, en medio
NYDB, a las temperaturas de 34° C y 37° C.
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La figura 4 es una representacidn gréfica del
desarrollo de la poblacién de la cepa CECT-10817 sobre
manzana "Golden Delicious" a 25° C de temperatura.

La figura 5 es una representacién grafica del
desarrollo de la poblacién de 1la cepa CECT-10817 sobre
manzana "Golden Delicious" en condiciones de
frigoconservacién: en frio convencional (a 1° C de tempe-
ratura, y con una atmésfera con un contenido en oxigeno
del 21%); en atmésfera controlada (a 1° C de temperatura,
Yy con una atmésfera con un contenido en oxigeno del 2%);
y en atmdésfera controlada a ultrabajo oxigeno (a 1° > de
temperatura, y con una atmésfera con un contenido en
oxigeno del 1%).

La figura 6 es una representacién en forma de
diagrama de barras tridimensional de los porcentajes de
reduccién de la podredumbre, en manzanas "Golden Delicious"
inoculadas con Botrytis cinerea, causados por la inocu-
lacién del antagonista CECT-10817. Datos obtenidos des-
pués de seis dias de incubacién a 20° C.

La figura 7 es una representacién en forma de
diagrama de barras tridimensional de los porcentajes de
reduccién de la podredumbre, en manzanas "Golden Delicious"
inoculadas con Penicillium eéxpansum, causados por la ino-
culacidén del antagonista CECT-10817. Datos obtenidos des-
pués de siete dias de incubacién a 20° C.

La figura 8 es una representacién en forma de
diagrama de barras tridimensional de los porcentajes de
reduccién de la podredumbre, en manzanas "Golden Delicious"
inoculadas con Rhizopus nigricans, causados por la ino-
culacién del antagonista CECT-10817. Datos obtenidos des-
pués de seis dias de incubacién a 20° C.

La figura 9 es una representacién en forma de
diagrama de barras tridimensional de los porcentajes de
reduccién de la podredumbre, en manzanas "Golden Delicious"
inoculadas con Penicillium expansum, causados por la ino-
culacién del antagonista CECT-10817. Datos obtenidos des-
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pués de sesenta dias de incubacién en condiciones de
frigoconservacién: en frio convencional (a 1° C de tempe-
ratura, y con una atmésfera con un contenido en oxigeno
del 21%); en atmésfera controlada (a 1° C de temperatura,
Yy con una atmésfera con un contenido en oxigeno del 3%) .
en atmdsfera controlada a ultrabajo oxigeno (a 1° C de
temperatura, y con una atmésfera con un contenido en
oxigeno del 1%).

La figura 10 es una representacién en forma de
diagrama de barras tridimensional de los porcentajes de
reduccidén de la podredumbre, en manzanas "Golden Delicious™"
inoculadas con Botrytis cinerea, causados por la inocu-
lacién del antagonista CECT-10817. Datos obtenidos des-
pués de sesenta dias de incubacién en condiciones de frio
convencional (a 1° C de temperatura, Yy con una atmésfera
con un contenido en oxigeno del 21%).

La figura 11 es una representacién en forma de
diagrama de barras tridimensional de los porcentajes de
reduccién de la podredumbre, en manzanas "Golden Delicious™
inoculadas con Penicillium expansum, causados por el bafio
de los frutos con el antagonista CECT-10817. Datos obte-
nidos después de sesenta dias de ensayo a gran escala en
condiciones de frio convencional (a 1° C de temperatura,
Y con una atmdésfera con un contenido en oxigeno del 21%).

La figura 12 es una representacién en forma de
diagrama de barras tridimensional de los porcentajes de
reduccidn de la podredumbre, en manzanas "Golden Delicious"
inoculadas con Penicillium expansum, causados por la pul-
verizacién con 7 x 10°® u.f.c./ml del antagonista CECT-
10817 y por la aplicacién del fungicida quimico Imazalil
a una concentracidén del 7,5%. Datos comparativos obteni-
dos después de ocho dias de incubacién a 20° C de tempe-
ratura.

La figura 13 es una representacién grafica de la
evolucién de la poblacién del antagonista CECT-10817 so-
bre manzana "Golden Delicious", aplicado en el campo
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mediante pulverizacién, a 1lo largo del proceso de reco-
leccién, manipulacién Y conservacién en condiciones de
frio convencional (a 1° C de temperatura, y con una atmés-
fera con un contenido eén oxigeno del 21%).

Descripcién de 1la invencién

Los autores de 1la Presente invencién han logrado
aislar una nueva cepa de la especie Candida sake (Saito
and Ota) van Uden and Buckley que muestra una efectividad
muy elevada como antagonista de las especies de hongos
causantes de las enfermedades de las frutas de postcosecha,
€n una amplia gama de temperaturas y atmésferas de oxige-
no, lo gue permite su utilizacién industrial para el
control bioldgico de dichas especies flngicas Y prevenir

La cepa objeto de 1a bresente invencidn se ha
aislado de 1la superficie de manzanas, mediante repetidos
lavados con agua estéril, y se ha depositado un cultivo
de la misma, de acuerdo con las provisiones del Tratado
de Budapest sobre el reconocimiento del depésito de
microorganismos para el propésito del procedimiento de
patentes, en la autoridad internacional de depdsito Co-
leccién Espaficla de Cultivos Tipo, con domicilio en la
Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad de Valen-
cia, 46100 Burjasot (Valencia) Espafia, que le ha asignado
el nidmero de depdésito CECT-10817.

El aislado de CECT-10817 fue identificado como
Candida sake por el "Centraalbureau voor Schimmelcultures"
de Holanda Yy, tras su aislamiento, se cultivdé en el medio
NYDA, consistente en exXtracto de levadura, dextrosa y
agar, y en el medio NYDB, consistente en caldo de extrac-
to de levadura y dextrosa. El aislado de CECT-10817 forma
colonias de color blanco-cremoso, redondas, bien defini-
das, con borde liso Y con una ligera elevacidn central,
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Tabla I. Ensayos de oxidacidn

Gentibiosa «F)|  Ac. D-Gluconico . | NAcettD-Slucosa-
Melibiosa +(F) Dextrina - alfa-D-Glucosa -
L-Prolina + Inulina - D-Galactosa -
Furanosa + Celibiosa - D-Psicosa -
Salicina + Maltosa - L-Sorbosa -
Ac. Acético - Maltotriosa - D-Manitol -
Ac. Fumarico - Melezitosa - D-Sorbitol -
Ac. propiénico - Palatinosa - D-Arabitol -
Ac. succinico - D-Rafinosa - Xylitol -
Metil succinato - Stachyosa - Glycerol -

Ac. L-Aspartico - Sucrosa -

Ac. L-Glutamico - Trehalosa -

+(F) : coloracion intensa + : coloracién - : ausencia de coloracion

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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Tabla II. Ensayos de asimilacién
Maltotriosa + Inulina Salicina -
Sucrosa + Cellobiosa Maltitol -
5 Trehalosa + Gentibiosa D-Sorbitol -
Furanosa + Melezitosa i-Eritritol -
Manitol + Melibrosa Glycerol -
D-Arabitol + Palatinosa L-Arabinosa -
Metil Succinato + Rafinosa D-Arabinosa -
10 Ac. Mélico + Stachyosa D-Ribosa -
Metil succinato +
Maltosa + Turanosa D-Xylosa -
Adonitol + | N-aceti-D-Glucosa- Ac.Quinico + D-Xylosa | -
mina
. . Ac. D-glucurénico +
15 Xylitol + D-glucosamina D-xylosa -
Xylosa + alfa-D-Glucosa Dextrina + D-Xylosa -
. alfa-D-Lactosa +
Ac. Fumdrico - D-Galactosa D-Xylosa -
Ac. Bromosuccinico - D-Psicosa alfa-D-Melibiosa + -
20 D-Xylosa
. D-Galactosa +
Ac. L-Glutamico - L-Manosa D-Xylosa -
Ac. alfa-aminobutirico - L-Sorbosa m-Inositol + D-Xylosa -
. alfa-metil-D-Gluco- 1,2-propanodiol + )
Ac. alfa-Ketoglutarico - sido D-Xylosa
25 Ac. 2-Keto-D-glucéni- ) beta-metil-D-Gluco- Acetoina + D-Xylosa )
co sido
Ac. D-glucénico - Amygdalina
Dextrina - Arbutina
+ ! coloracion - : ausencia de coloracion
30
Ademds, la cepa CECT-10817 resulta resistente al
antibiético sulfato de estreptomicina, a una concentra-
cién de 0,5 g/ml.
35 El crecimiento "in vitro" del microorganismo de

PCT/ES96/00064

la cepa CECT-10817, en medio NYDB, a pH 7,

se produce, en
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condiciones aerébicas, en un amplio margen de temperatu-
ras de incubacién, mostrando un crecimiento satisfacto-
rio a las temperaturas comprendidas entre 1° C y 34° C.
Como se observa en las figuras 1, 2 y 3, el méximo
poblacional se alcanza a 1° C, siendo éste muy superior al
producido en cualquiera de las otras temperaturas estu-
diadas.

Tal como muestran los graficos de las figuras 4 y
5, la inoculacién del microorganismo en fruta muestra un
gran crecimiento en condiciones aerdbicas, tanto a tem-
peratura ambiente (25° C) como a la temperatura de 1° C,
vya sea en atmésfera ambiente (21% de oxigeno) o en atmbs-
fera controclada de 3% de oxigeno y de 1% de oxigeno
(ultra bajo oxigeno), que son propias de las condiciones
de almacenamiento en las centrales hortofruticolas.

El aislado CECT-10817 se puede obtener, tanto a
nivel de laboratorio como para su uso industrial, median-
te su cultivo en un medio apropiado, por medio de técni-
cas convencionales suficientemente conocidas por el ex-
perto. Por ejemplo, se puede obtener mediante el cultivo
de la cepa original en medio NYDB, a pH 7, en un recipien-
te provisto de agitacidén y aireacidn, a temperaturas
comprendidas entre 1° C y 34° C, durante periodos de
tiempo del orden de 20 a 50 horas. El1 madximo poblacional,
para el medio NYDB, se alcanza a las 37 horas a 25° C. Una
vez finalizado el periodo de incubacién, se procede a
separar los microorganismos del medio de cultivo median-
te técnicas convencionales de sedimentacidn, centrifugacién
o filtrado, y el cultivo se puede conservar, por ejemplo,
mediante congelacidén con gel de silice.

El antagonista CECT-10817 se puede aplicar a la
superficie de los frutos mediante cualquier técnica con-
vencional. Por ejemplo, se puede preparar una dispersidn
del cultivo en agua y proceder a la pulverizacidén o ducha
del fruto en el campo antes de la recoleccidén, o bien
efectuar el tratamiento durante el proceso de manipula-
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cidén del fruto recolectado, antes de proceder al almace-
namiento, en cuyo caso el tratamiento se puede realizar
también por inmersién.

Tal como se observa en la figura 13, cuando el
tratamiento de los frutos se efectiia mediante pulveriza-
cién de los mismos en el arbol, el aislado de CECT-10817
mantiene su viabilidad e incluso aumenta su poblacién en
la superficie del fruto a lo largo del proceso de reco-
leccidén y almacenamiento.

Las concentraciones efectivas del antagonista CECT-
10817 en la dispersién de aplicacién para el tratamiento
de las frutas pueden ser variables en funcidén de factores
tales como el tipo de fruto, la madurez del mismo, la
concentracidn del hongo patégeno en el fruto, el tipo de
herida o lesién que afecte al fruto, la temperatura Yy
humedad de 1la conservacién, etc. Habitualmente el rango
de concentraciones efectivas oscila entre 10°y 10" u.f.c./
ml (unidades formadoras de colonias por mililitro), pero
dichos margenes no deben ser considerados como limitativos
del objeto de la presente invencidn.

El aislado de CECT-10817 es muy efectivo en el
control bioldégico de un gran nimero de especies de hongos
patdégenos de las frutas que incluyen, pero no se limitan,
a Botrytis cinerea, Penicillium expansum y Rhizopus
nigricans. Su efectividad en la prevencién de la podre-
dumbre de la fruta no se limita al almacenamiento de 1la
misma en condiciones de temperatura y concentracidn de
oxigeno ambientales, sino que, debido a las caracteris-
ticas del microorganismo ya comentadas anteriormente, su
empleo da también excelentes resultados en condiciones
de almacenamiento de frigoconservacién y atmésfera con-
trolada, habitualmente utilizadas por las centrales
hortofruticolas industriales.

La efectividad del aislado CECT-10817 en el con-
trol de los hongos patégenos es comparable a 1la del
fungicida Imazalil, producto quimico derivado del imidazol
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(1-[2-(2,4-diclorofenil)-2-(2-propeniloxi)etil] -1H-
imidazol), uno de los fungicidas mé&s empleado en el mundo
en postcosecha de frutos, lo que supone que el aislado
CECT-10817 constituye una alternativa eficaz para dicho
producto quimico, con la ventaja de carecer de las carac-
teristicas de toxicidad del mismo.

El aislado CECT-10817 puede ser empleado con efec-
tividad para combatir la podredumbre de todo tipo de
frutos en cualquiera de sus variedades, especialmente
los frutos de pepita, tales como manzanas, peras y mem-
brillos; los citricos, tales como naranjas, limones y
mandarinas; los de hueso, tales como melocotones, alba-
ricoques y ciruelas; y otros frutos tales como, por ejem-
plo, las fresas.

Los autores de la presente invencién no tienen
conocimiento de que, hasta la presente invencién, se
hubiera descrito ninglin agente de control biolégico an-
tagonista especifico contra los hongos patégenos de 1la
especie Rhizopus nigricans. Dicha especie resulta muy
agresiva en términos patoldgicos, ya que posee enzimas
pectinoliticos que le permiten degradar el tejido del
fruto sin que la infeccién precise de heridas o lesiones
para iniciarse. Por ello puede ser causa de podredumbre
en frutos sanos en caso de contacto de los mismos con
frutos afectados (efecto nido). Ademas, la podredumbre
que causa dicha especie es de desarrollo rédpido y se
caracteriza porque los tejidos del fruto se vuelven muy
acuosos y blandos por lo que, al desprenderse un gran
volumen de liquido contaminado, la infeccién se extiende
con facilidad al resto de cajas almacenadas. Por estos
motivos, la presencia de Rhizopus nigricans en una camara
frigorifica industrial produce unos porcentajes de po-
dredumbre muy elevados. Por otra parte, tampoco existe,
que conozcan los autores de la presente invencién, ningin
fungicida quimico especifico contra Rhizopus nigricans.

Esta situacidén hace que, por ejemplo en Espafia,
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pais con una elevada produccién hortofruticola, los hon-
gos de la especie Rhizopus nigricans se estén convirtien-
do en unos de los patdégenos mas peligrosos, causantes de
graves pérdidas en la postcosecha de frutas de pepita.

Es de resaltar, en consecuencia, que el antago-
nista CECT-10817, objeto de 1la presente invencién, cons-
tituye el primer tratamiento eficaz descrito para comba-
tir los efectos perniciosos producidos por los hongos de
la mencionada especie Rhizopus nigricans.

Ejemplos

Los ejemplos que se eéxponen a continuacién se
deben interpretar como un medio auxiliar para una mejor
comprensién de la invencién Y No como limitaciones al

objeto de la misma.

Ejemplo 1. Obtencién de una dispersidén acuosa de CECT-

10817

Se sembré el antagonista CECT-10817 en un tubo de
€nsayo con medio NYDA y se incubd a 25° C durante 24-48
horas. Seguidamente, a partir de dicho tubo de ensayo, se
sembrd en un matraz Erlenmeyer con 50 ml de medio NYDB
que se incubé en un agitador orbital a 150 rpm Yy a 25° C
durante 24 horas. A continuacién se centrifugd el conte-
nido del matraz a 6.000 rpm durante 10 minutos y se
descarté el sobrenadante. El sedimento se dispersé en 50
ml de agua destilada estéril Y. a partir de dicha disper-
sidén, se prepararon las concentraciones deseadas del an-
tagonista mediante el cilculo de la transmitancia de 1la
suspensién microbiana en un espectrofotdémetro, como me-
dida indirecta de 1a concentracién del antagonista. La
equivalencia entre 1la transmitancia y la concentracién
de microorganismos se efectué mediante una camara Thoma
de recuento de microorganismos. Las concentraciones se
expresan en u.f.c./ml (unidades formadoras de colonias
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por mililitro).

dos a temperatura ambiente

El ensayo se realizd en manzanas "Golden Delicious"
sanas que fueron limpiadas con agua y dejadas secar y en
las que se realizaron dos perforaciones por cada manzana
de dimensiones 3x3x3 mm aproximadamente. Las dos inci-
siones se situaron en la misma cara de la manzana, loca-
lizadas una en la parte superior y otra en la inferior.
La unidad de muestra estaba formada por tres manzanas y
por cada tratamiento se realizaron tres repeticiones.

Las tres especies fuUngicas patdgenas ensayadas
fueron Botrytis cinerea, Penicillium expansum y Rhizopus
nigricans y la titulacién de las suspensiones de esporas
de las mismas se realizd a partir de cultivos jdvenes de
5-7 dias, sembrados en medio PDA (patata, dextrosa y
agar), e incubados a 28° C de temperatura, mediante el
raspado de las colonias en agua destilada estéril con
Tween 80. A continuacidén se procedid al recuento de espo-
ras en camara Thoma, fijadndose la concentracidn deseada,
expresada en u.f.c./ml.

Lotes de tres manzanas preparadas como se ha ex-
plicado anteriormente se inocularon con 25 pl de la sus-
pensién de antagonista CECT-10817, a las concentraciones
de 2,62 x 10° u.f.c./ml, 7,0 x 10® u.f.c./ml 1,15 x 10’
u.f.c./ml. Una vez secas las frutas, se procedidé a la
inoculacidén de 20 pl de las suspensiones tituladas de
patdgenos de las tres especies seleccionadas, a las con-
centraciones de 103 u.f.c./ml, 10 u.f.c./ml y 105 u.f.c./
ml. Paralelamente se prepard la prueba control en donde
Unicamente se inocularon manzanas con la suspensidén ti-
tulada de patdgeno y agua destilada estéril.

Todas las frutas tratadas se colocaron en alveolos,
se dejaron secar y se colocaron en cajas para su incubacidn
a 20° C, en atmbésfera ambiente. Para las frutas inocula-
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das con Penicillium éxpansum el tiempo de incubacidén fue
de siete dias, para Botrytis cinerea de ¢ dias y para
Rhizopus nigricans-de 5 dias. El periodo de incubacién se
fijoé en base al tiempo que se precisa para que las manza-
nas control presenten didmetros de podredumbre grandes.
Tras dicho periodo de incubacién se bProcedidé a la lectura
de los resultados, midiendo los diadmetros de podredumbre
de todas las perforaciones realizadas.

Los datos de lectura del didmetro de podredumbre
de las diferentes repeticiones se Sometieron a un anali-
Sis estadistico consistente en efectuar un analisis de la
varianza y, una vVéz comprobado que dicho analisis de
varianza resultaba significativo (<0, 01 a a<0,0S5), se
efectud una Separacidn de medias de acuerdo con la Prueba
de Rango Maltiple de Duncan, Cuyos resultados se eXpresan
con las letras del alfabeto minusculas (a, b, ¢, d, ...y,
de manera que tratamientos con la misma letra son
estadisticamente iguales vy tratamientos con letras dife-
rentes son estadisticamente diferentes.

dos en el caso del control biolégico de Botrytis cinerea,
én la tabla IV en el de Penicillium é€xpansum, y en la V en

el de Rhizopus nigricans.
La expresioén grafica de los resultados de dichas

tablas se encuentran, respectivamente, en las figuras 6,
7 vy 8.

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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Tabla III. Control de CECT-10817 sobre B. cinerea
CONCENTRAC. DOSIS CECT- 10817
ut.c/mi MEDIDA u.f.c/ml
Botrytis cinerea CONTROL
0 2,62, 10% 7,0.10¢ 1,15, 107
DIAMET. MEDIO 0,14 0,00 0,00 0,00
PODREDUMBRE a b b b
10° fom)
% REDUCCION 100% 100% 100%
DIAMETRO -
PODREDUMBRE
DIAMET. MEDIO 1,29 0.00 0,00 0,00
PODREDUMBRE a b b b
104 (cm)
% REDUCCION _ 100% 100% 100%
DIAMETRO
PODREDUMBRE
DIAMET. MEDIO 2,08 0,58 0,00 0,00
PODREDUMBRE a b ¢ ¢
105 (cm)
% REDUCCION _ 72,18% 100% 100%
DIAMETRO
PODREDUMBRE

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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Tabla IV. Control de CECT-10817 sobre bP. expansum
CONCENTRAC. DOSIS CECT- 10817
ut.c/mi MEDIDA u.f.c/mi
Penlelliium CONTROL
expansum 0 2,62. 10 7.0.10% 1,15.107
DIAMET. MEDIO 1.64 0,11 0.00 0,00
PODREDUMBRE a b b b
1 03 {om)
% REDUCCION 93,25% 100% 100%
DIAMETRO -
PODREDUMBRE
DIAMET. MEDIO 2,34 1,08 0,45 0,6¢
PODREDUMBRE a b ¢ c
104 (cm)
% REDUCCION _ 53,70% 80,76% 72,68%
DIAMETRO
PODREDUMBRE
DIAMET. MEDIO 2,65 1,74 0,73 0,76
PODREDUMBRE a b c c
1 05 {cm)
% REDUCCION _ 34,38% 72,53% 71,28%
DIAMETRO
PODREDUMBRE

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)




WO 96/30495

10

15

20

25

30

35

PCT/ES96/00064

18

Tabla V. Control de CECT-10817 sobre R. nigricans

CONCENTRAC. DOSIS CECT-1
u.t.c/mi MEDIDA u.f.c/mi oor
Rhizopus CONTROL ’
nigricans 0 2,62. 108 7,0. 108 1,15.107
DIAMET. MEDIO 6.0
PODREDUMBRE ;5 o§2 ogo oim
103 (em)
% REDUCCION ° o
REDUCCIO B 96,41% 100% 100%
PODREDUMBRE
DIAMET. MEDIO 7.38
PODREDUMBRE a 158 Ofo 0.%0
104 (em) ¢
% REDUCCION 5
REDUCCIO _ 78.63% 97,29% 100%
PODREDUMBRE
DIAMET. MEDIO 7
PODREDUMBRE af 2£1 020 022
105 {cm) ¢
% REDUCCION 0
REDUCCIO _ 75,09% 98,76% 97,31%
PODREDUMBRE

Los datos recogidos en las mencionadas tablas
III, IV y V. asi como su representacién grafica en las
figuras 6, 7 y 8, muestran la alta efectividad del anta-
gonismo CECT-10817 en el control de las tres especies de
hongos patdgenos ensayados y, en consecuencia, en la
prevencidén de la podredumbre de las frutas.

Si se efectla una comparacién de los resultados
obtenidos con lo descrito en la solicitud de patente
norteamericana US-7-745796 (Wilson), anteriormente men-
cionada, resulta especialmente significativo el hecho de
que la eficacia de la cepa de Candida sake CECT-10817
resulta ser claramente superior, en el caso del control
de las especies Botrytis cinerea y Penicillium expansum ,
a la mostrada por las cepas de Candida sake NRRL Y-
18844, NRRL Y-18845 y NRRL Y-18846 descritas en dicha
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solicitud de patente.

Ejemplo 3. Efectividad de CECT-10817 en frutos almacena-

dos a bajas temperaturas vy diferentes atmdésferas de oxi-

daeno.

Siguiendo el método de trabajo explicado en el
ejemplo 2, se efectuaron €énsayos con veinte manzanas
"Golden Delicious" por repeticidén y tres repeticiones
por tratamiento.

Se inocularon 25 pl de dispersidén acuosa del an-
tagonista CECT-10817, a las tres concentraciones emplea-
das en el ejemplo 2, Y 20 pl de indculo de Penicillium
éxpansum, a la concentracién de 10° u.f.c./ml. A conti-
nuacién se separaron tres lotes de manzanas inoculadas,
Y se almacenaron durante sesenta dias: un lote en condi-
ciones de frio convencional (1° C y oxigeno ambiente),
otro lote en condiciones de atmésfera controlada (1° ¢ Yy
3% de oxigeno) y el Gltimo lote en condiciones de ultrabajo
oxigeno (1° Cy 1% de oxigeno) .

Los resultados se leyeron y trataron
estadisticamente de la misma manera que en el ejemplo 2 y
Se exponen en las tablas VI, VII y VIII. Su representa-

cidén grédfica conjunta se expone en la figura 9.

Tabla VI. Almacenamiento a 1° C Y 21% O,

DOSIS CECT- 10817
MEDIDA u.f.c/ml
CONTROL
0 2,62. 105 7,0.10° 1,15, 107
DIAMET. MEDIO 3,92 2,01 1,45 1,11
PODREDUMBRE a b be [
(cm)
% REDUCCION _ 48,59% 62,96% 71,74%
DIAMETRO
PODREDUMBRE
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Tabla VII. Almacenamiento a 1° C y 3% o,
DOSIS CECT-10817
MEDIDA u.tf.c/mi
CONTROL
(1] 2,62 . 105 7,0.10° 1,15. 107
5
DIAMET. MEDIO 4,13 0,
PODREDUMBRE a :9 0£2 ogo
{cm)
% REDUCCION o o
DIAMETRO - 78,30% 89,79% 97,45%
PODREDUMBRE
10
Tabla VIII. Almacenamiento a 1° C Y 1% O,
DOSIS CECT- 10817
MEDIDA u.f.c/mi
15 CONTROL
0 2,62.10° 7,0. 108 1,15.107
DIAMETRO 2,87 1,30 84
MEDIO a b obac sz
PODREDUMBRE
{cm)
% REDUCCION ° ° °
26 DIAMETRO - 64,05% 70,05% 78,43%
PODREDUMBRE

25

30

35

Como se observa en las tablas anteriores Y en la
figura 9, los resultados obtenidos muestran un elevado
grado de eficacia en el control de P. expansum en condi-
ciones de frio convencional y dicha eficacia todavia se
ve sensiblemente aumentada cuando los ensayos se efec-
tdan en almacenamiento a baja temperatura y condiciones

de atmésfera baja en oxigeno.

Ejemplo 4. Control de B. cinerea en condiciones de frio
convencional.

Se efectud un ensayo, bajo las mismas condiciones

del ejemplo 3, utilizando como indculo de hongo patégeno
20 pl de indculo de Botrytis cinerea, a la concentracidén

de 10 u.f.c./ml. El ensayo se realizé en condiciones de
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almacenamiento de frio convencional (1° C Yy oxigeno am-
biente) .

Los resultados obtenidos, después del tratamien-
to estadistico ya mencionado, se exponen en la tabla IX y

Su representacidén grdfica en la figura 10.

Tabla IX. Control de B. cinerea a 1° C Yy 21% O,

DOSIS CECT-10817
MEDIDA - uf.c/ml
CONTROL
0 7.105 7,0.10%

DIAMET. MEDIO 1,30

PODREDUMBRE a ogg °g4

(cm)
% REDUCCION
DIAMETRO _ 77,7% 89,2%

PODREDUMBRE

Los resultados de reduccién del didmetro de po-
dredumbre fueron excelentes, sobre todo a una concentra-
cidén de inhibidor CECT-10817 de 7 x 10°¢ u.f.c./ml.

Ejemplo S, Control de Penicillium expansum en ensavo a

gran escala.,

Para este ensayo la dispersidn de antagonista se

prepard, en una escala mayor, de la siguiente manera:
Se sembrd el antagonista CECT-10817 en un tubo de
ensayo con medio NYDA y se incubd a 25° C durante 24-48
horas. Seguidamente, a partir de dicho tubo de ensayo, se
sembrd en un fermentador, provisto de agitador y sistema
de aireacidén, con 2.000 ml de medio NYDR Yy se incubd a
25° C durante 37 horas. A continuacién se centrifugd el
contenido del fermentador a 6.000 rpm durante 10 minutos
Yy se descartd el sobrenadante. El sedimento se disperséd
en agua destilada estéril y, a partir de dicha disper-
sidén, se prepararon las concentraciones deseadas del an-
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tagonista de la misma manera que en el ejemplo 1.

Se utilizd una caja de manzanas "Golden Delicious"
(70 frutos) por repeticién Y cuatro repeticiones por
tratamiento. Las manzanas recogidas en el campo fueron
perforadas en su zona ecuatorial (4 heridas pPor manzana)
con un bisturi y se trataron con el antagonista CECT-
10817, mediante la introduccién de 1las cajas con los
frutos en bafios que contenian dispersiones de antagonis-
ta a concentraciones de 7 x 105 Y 7 x 10° u.f.c./ml. Se
utilizé también un lote control sin tratar. A continua-
cidn, una vez secas las manzanas, las cajas se introduje-
ron en un bafio con una dispersién titulada de esporas de
Penicillium expansum a la concentracidén de 10* u.f.c./ml.

Las cajas de manzanas se almacenaron durante se-
senta dias en condiciones de frio convencional (1° Cc vy
oxigeno ambiente), al cabo de los cuales se procedid a la
lectura de los resultados en las mismas condiciones y con
el mismo tratamiento estadistico que en los ejemplos
anteriores.

Los resultados se exponen en la tabla X Y su

representacidén grafica en la figura 11.

Tabla X. Control de P. expansum a gran escala

DOSIS CECT10817
MEDIDA uf.c/ml
CONTROL

0 7,0.10% 7,0.10¢
DIAMETRO MEDIO 1.20 0,51 0,14
PODREDUMBRE a : b c

(cm)
% REDUCCION o . 57.5% 88,0%
DIAMETRO -

PODREDUMBRE

Como se observa en la tabla y figura mencionadas,
el ensayo a gran escala permite confirmar los excelentes
resultados de control de P. expansum obtenidos en los
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Ejemplo 6. Comparacidén con el fungicida Imazalii.

El ensayo se efectud con veinte manzanas "Golden
delicious" por repeticién y tres repeticiones por trata-
miento y en cada fruto se efectuaron cinco perforaciones.

Tanto el antagonista CECT-10817 como el fungicida
Imazalil se aplicaron mediante bafio de 1los frutos en
soluciones o dispersiones de los mismos. E1 antagonista
se aplicé a una concentracién de 7 x 10¢ u.f.c./ml y el
Imazalil a una concentracidén del 7,5% en peso.

A continuacién las manzanas se inocularon con el
patdgeno de la eéspecie Penicillium éxpansum a una concen-
tracién de 10¢ u.f.c./ml. En un lote de 1las manzanas
tratadas con el antagonista 1la inoculacidn del patdégeno
se efectud 24 horas después del tratamiento.

Los frutos se incubaron a 20° C durante ocho dias,
al cabo de 1los Cuales se procedid a la lectura de 1los
resultados y a su tratamiento estadistico.

Los resultados obtenidos se éxponen en la tabla
XI y su representacidén grifica en la figura 12.

Tabla XI. Control de P. expansum, comparacién con

Imazalil
TRATAMIENTO
MEDIDA IMAZALIL csc:—waw CECT-10817
Dosis=7,5% (7.0. 10% ut.c/mi) +24 horas
CONTROL ¢ ) (7,0.10% u.t.comi)
DIAMET. MEDIO 2,489 0,046 1,046 0,041
PODREDUMBRE a c b c
(cm)
% REDUCCION 98,15% 4 .30
DIAMETRO - B,15% §9,42% 98,30%
PODREDUMBRE




PCT/ES96/00064

WO 96/30495

10

15

20

25

30

35

24

Se observa que, cuando la inoculacién del patdge-
no se produce a las 24 horas del tratamiento, la efecti-
vidad del antagonista CECT-10817 y del imazalil son préac-

ticamente iguales.

Informacidn sobre el depdsito de la cepa CECT-10817

El depbsito del microorgasnismo se ha efectuado,de
acuerdo con las provisiones del Tratado de Budapest so-
bre el reconocimiento del depdsito de microorganismos
para el propdsito del procedimiento de patentes, en la
autoridad internacional de depdsito Colecciédn Espafiola
de Cultivos Tipo (CECT), con residencia en el Departamen-
to de Microbiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Universidad de Valencia, 46100 Burjasot (Valencia). EIl
depbsito se efectud el 6 de julio de 1994 y el CECT le
asigndé el ntmero de depdsito CECT-10817.

El depbsito estd a disposicidén del pablico, bajo
las condiciones previstas en el mencionado Tratado de
Budapest, si bien dicha disponibilidad no se puede inter-
pretar como una licencia para practicar el objeto de la
presente invencidén infringiendo los derechos del solici-

tante de la presente patente.

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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REIVINDICACIONES
1. El cultivo biolégico substancialmente puro de
5 la cepa de la especie Candida sake, depositado con el
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nimero CECT-10817.

2. La utilizacién del cultivo de 1la reivindica-
cidén 1 como antagonista para el control biolégico de los
hongos patégenos responsables de la podredumbre de los

frutos de postcosecha.

3. La utilizacién, de acuerdo con 1la reivindica-
cidén 2, caracterizada porque los hongos patégenos perte-
necen a cualquiera de las especies Botrytis cinerea,

Penicillium expansum Y Rhizopus nigricans.

4. La utilizacién, de acuerdo con la reivindica-
cidn 2, caracterizada porque los frutos son de los cono-
cidos como de pepita, especialmente, manzanas, peras 1%

membrillos, en cualquiera de sus variedades.

5. La utilizacién, de acuerdo con la reivindica-
cidn 2, caracterizada porque los frutos son citricos,
especialmente naranjas, limones Y mandarinas, en cual-

quiera de sus variedades.

6. La utilizacién, de acuerdo con la reivindica-
cidén 2, caracterizada porque los frutos son fresas o de
los conocidos como de hueso, especialmente, melocotones,
albaricoques y ciruelas, en cualquiera de sus varieda-

des.

7. La utilizacién del cultivo de la reivindica-
cidén 1 como antagonista para el control biolégico de los

hongos patdégenos de los frutos antes de la recoleccién.
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8. Un método para prevenir la pocdredumbre de los
frutos caracterizado porque la fruta se trata, antes o
después de su recoleccidn, con un preparado del cultivo
de CECT-10817 de la reivindicacién 1.

9. Un método, de acuerdo con la reivindicacién 8,
caracterizado porque el tratamiento se efectla por medio
de la pulverizacién, mojado o inmersién de los frutos en

O con una dispersidn acuosa del antagonista CECT-10817.

10. Un método, de acuerdo con las reivindicacio-
nes 8 y 9, caracterizado porgue la concentracidn del
antagonista CECT-10817 en la dispersidén acuosa esta com-

prendida entre 10° y 107 u.f.c./ml.

11. Un método, de acuerdo con la reivindicacién
8, caracterizado porque las condiciones de almacenamien-
to de los frutos son las de temperatura y atmésfera de

oxigeno ambientales.

12. Un método, de acuerdo con la reivindicacidn
8, caracterizado porque las condiciones de almacenamien-
to de los frutos son las de temperatura inferior a 5° C vy

atmésfera con un contenido de oxigeno inferior al 5%.

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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