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Title: Novel micro-organisms controlling plant pathogens

FIELD OI' THE INVENTION

The invention relates to the field of plant pathogen control,

particularly on leaves, fruits or ears, more particularly in fruit crops, such as
apple, and particularly to the control of the fungal foliar disease apple scab

(Venturia inaequalis).

BACEGROUND OF THE INVENTION

Apple scab is of major cconomic iraportance in the arcas where
apples arve grown. If not controlled, the disease can cauvse extensive logses (70
percent oy greater) where humid, cool weather ocours during the spring

months. Losses result divectly from fruit or pedicel mfm.tluns, or indivectly

from repeated defoliation which can reduce tree growth and yield.

Apple scab (see Fig. 1) can he observed on leaves, petioles, blossoms,
sepalg, fruit, pedicels, and less frequently, on young shoots and bud scales. The
fivst lesions are ofien found on the lower surfaces of leaves ag they cmerge and
arc exposcd to infection in the spring. Later, as the leaves unfold, both

surfaces are evposed and can become infected. Young lesiong ave velvety brown
to olive green and have feathery, indistinet margins. With time, the margins

yecome distinct, but they may be obscure GvVera ong coalesce. a1
become distinet, but they may be obscured if ¢ 1lesi lesce. As an

infected leaf ages, the tissues adjacent to the lesion thicken, and the leafl

surface becoraes deformed. Young leaves may become curled, dwarfed, and
distorted when infections are munerous. The lesions may rermain on the upper
nd lower leal surface for the entirve growing season; occasionally, the

underlying cells turn brown and die, so that brown lesions are visible on both
surfaces. The nuimber of lesions per leaf may range from one or two to more
than a hondred. The term "sheet scab” 1s often used to vefor to leaves with
their entive surfaces covered with scab, Young leaves with sheet scab often

shrivel and fall from the tree, Infections of petioles and pedicels vesult in
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premature abscission of leaves and fruit, respectively. In late'sumimer or early
fall, lesions may appear whitish due to Lhc growth of a secondary fungus. on
the lesion surface.

Lesions on young fruit appear similar to those on leaves, but as the
infected fruit enlarge, the lesions become brown and corky. Infections early in

the scason can cause fruit to develop unevenly as uninfected portions conkinue

to grow. Cracks then appear in the skin and flesh, or the fruit may becoi
deformed. The entive fruit surface 1s susceptible to infection, but infoctions
early in the sesason ave generally clustered around the calyxz end. Fruit

infections that oceur in late summer or early fall may not be visible uniil the
fruit are in storage. This symptom is called "pin-point” scah, with rough
circular black lesions ranging from 0.004 to 0.16 inch (0.1 - 4 mm) in diameter.
Although research in Mew Youl: has shown that the scab fungus can
overwinter in trees as conidia on bud s¢ ales, the pathogen generally
averwinters in leaves and fruit on the orchard floor. Ascospores are the major
source of primary inoculum and are produced within pseudothecia that develop
in leavos during the winter months. Ina typical year 1n most locations, the
first mature ascospores are capable of causing infections at about the time of
bud breal or soon thereafter. Ascospores continue to mature and are
discharged aver a period of five to nine weelzs, with peal: discharge during the
pink to petal fall phenological stages, The length of time required for infection
to occur dapends on the number of hours of continuous wetness on the leaves
and the temperature during the wet period. Young leaves remain susceptible

Oo..

for five to cight days, but their lower surfaces may become infected in late

suimmer. For fruit, the duiation of the wet period required for infection
increases with the age of the fyuit, whichremains susceptible until harves
Onice the fungus is established in the leal or fruit, conidia form on the surface
of the lesion and hecome the source of secondary noculum for the remalnder of
the season. Conidia are disseminated to developing leaves and fruit by
splashing rain and wind. Several secondary cvcles of conidial infection may
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occur during the growing season depending vpon the frequency of infection
periods and the susceptibility of host tissue.
Management of apple scab is multifaceted, with resistant cultivars,

'arn_itatior, and chermicals all being nsed to soine degree depending on the

p

1 systein being used and the goals of the grower.

C\

Most of the major apple cultivars are susceptible to the fungus,
althouzgh this varies somewhat. Move than 23 scah-resistant cultivars have
been released, included Prima, Priscilla, Jonafree, Redfree, Liberty, Freedom,
Goldrush, and Pristine. Most are adapted to the more northern apple-growing
areas of the U5, All scab-vesistant culiivars vary in their susceptibility to
=s; and all ave gusceptible to the swimmer discases.

ome recently released apple cultivars that have not been bred specifically for

w2

regigtance to scab show varying levels of scab susceptibility, also

Prevention of psendothecial foriaation in overwintering apple leaves
would probably eliminate scab as a sevious threat to apple production.
Unfortunately, complete elimination of pseudothecia is not possible under
orchard conditions with current methods.

Apple scab is controlled primarily with fungicide sprays. A variety

of fungicide sprays with differing modes of action ave available, When and

how they are used depends upon their mode of action. Protectant fungicides
¥ H

prevent che spoves from goiminating or penetrating leafl tissne. To be

effective, they must be applied to the surface of susceptible tissue before
infection occurs. Occurrence of infection can, amongst others, be predicted

with an accurate weather forccast, Protectant fungicides ave applied routinely

at 7 to 10 day intervals or according to anticipated infection periods.

Post infection Mmingicides control the scab fungus ingide leaves and
fruit. These chemicals can penctrate plant tissues to eliminatbe or inhibit
lesion development. The ahility of these fongicides to stop infections 1s limited
to a few hours, or up to few days (depending upon the specific fungicide), and
their effect often varies according to temperatures during the fivst 24 to 48
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hours after infection. Some fungicides can inhibit the fungus even later into
‘the incubation period (the time hetween infection and the appearance of
gymptoms). Eradication of scab lesions after they appear does not usually
occuy, but e achieved with the proper rate and timing of certain
fungicides. The selection of fungicides for manageiment of scah 1s based on
several {actors, including the entive specivum of other diseages that must be
managed at that time, the potentisl for resistance in the scab fungus to the

selected chemical, the history of the disease in a particular orchard, the final

1 and economie factors. Good horticuliural

(‘|
Q,n
—

market for the fruit, and other soc

practices, such as proper site selection, tree spacing and annnal pruning,

facilitates hetter chemical control by improving spray coverage and reducing
the length of wet periods. Cheimical fungicides used in the treatient or
prevention of apple scal include maneb, i‘aancozeb, captan, pyrimethanil and
tolylfluanide.

There is thus still need for a natural fungicide, which is effective for
the control of apple scab, and which is environiment-friendly and non-toxic for

humans and/or animals.

SUMMARY OF THE INVENTION
The inventors have found two new isolates of Cladosporium
cladosporiaides, 1.e. C. cladasporicides H29, a3 deposited on 18 December
2007 under nniuber CBS 122244 with the Centraal Bureau
Schimmieleultures, Baarn, The MNetherlands and C. cladesporicides R406, as
deposited on 15 Decerber 2007 under aumber CBS 122248 with the

Centraal Burcan Schimmelcultures, Baarn, The Netherlands. Said isolates

are useful in a composition to control a plant pathogen of leaves, fruits and

ears, such a coinposition is pre ferably nseful for diseases wherein said
plant pathogen is selected ['rum the group consisting of apple scab (Veniuria

inaequalis), pesy scab (Venturia pivina), leaf spot (Blumeriella jaapi), rose

black spot (Diplocarpon rosae/ Maresoning ;"osae), browi spot
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(Sler/lphylizun vesicariuny, powdery mildew (Padosphaera
leucatricha/ Sphaerotheca pannaosa), begonia mildew (Micirosphaera
begoniae), strawherry vowdery mmldew (Sphaerotheca macularis), sooty
blotch (Glocodes pomigena), fly specl: (Cygophalia jamaicensis), poeach leaf
curl (Taphrina deforinans), brown rot/spur canker (Monilia fructigena, M.
laxa), pear st (Gymnosporangivm salbinae/G. fuscum), canker (Nectiia
galligena), yose black spot (Diplocarpon rosae), rust on roses (Phiragniidium
uberculatum/Phragmidium spp.), Boliyiis spp. in various plants,
Mycosphaerella brassicicola in cabbage, Mycosphaerella fijizneis in hanana,
Alternaria spp. in Prassica, potato and various other plants, Fusarium spp.
eepecislly in cereals including maize, Phylophthora infeslane of potato and
Plasmopara vidicola in grapevine, more preferably whevein said fungal
foliar pathogen is apple scab.

Further, in such a «:w:»mpositiou the Cladosporium is present as
spores and further comprises a carvier for the Cladosporium spores,
preferably wherein said carricr iz glucose. Alternatively, the composition
can ,“'ca mprise an extract of the Cladesporium of the invention.

In ancther embodiment, the invention comprises a method to control
a pathogen in plants, comprising treabing said plants with a composition
ding to the inventiva, Preferahly, said composition is sprayed on the
leaves, fruits or cars of the plant. Such a wethod for contral of the pathogen

comprises prevention of infection and/or a decrease of plant damage caused

mentioned above, preferably against apple Scab. A further embodiment in

the present invention is the use of a Cladosporivm isolate according to the
nvention, oy a composition according to the invention for the prevention or
treatmaent of infection of leaves, fmits or ears of a plant by a pathogen.

Further compriscd in the invention 15 a Cladosporium strain or a
composition according to the invention for use in the control of a plant

pathogen infection.
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LEGENDS TO THE FIGURES

Figure 1 Seab symptoms caused by Venituria inaequalis (Vi) on
leaves (a) and fruit (b).

Fig. 2. Conidia production of Vi on apple leaves treated twice per
weel: with Cladesporivin cladosporioides H39 or R406 (approzimately 2x106
viable gpores mal?) 1 an ovganically managed orchard. Randwijl: 2007.
Statigtically significant effects of individual treatments in comparison with the
control treatment are indicated by ‘*’sel:varately per sampling date; one-sided
unprotected L3D-test; (a = 0.05). N.s.: no significant difference; n.v.: no value

Fig. 3. Predicted infection periods, dates of spray applications of
Cladosporium cladosporioides H39 and sulphur, and sampling dates (Lt
Lahelling of new leaves; S; Sampling).

Fig. 4. Effect of tyeatments with conidia of Cladosporium
cladaospoiioides HA9 o sulphuy on conidia production of Venturia ina.eqzwlis.
Bars of the same sampling date with a common letter do differ significantly
(LSD-test; a = 0.05).

Fig. 5. Effect of treatinents with conidia of Cladosporium
cladasporioides H29 or sulphur on scab severity. Dars with a common letter do

differ significantly (LSD-test; a = 0.05).

“oT

DETAILED DESCRIPTION

As detailed above, apple scab is a disease with tremendous
economical 1mpacts for the apple growers. This 1s (:Spfjl"ll]‘f the case for apple
scab control by organic farmers, who have few or no alwmatwe chemical

pesticides, especially now that some of the agents, which arc commonly used

are tending to be phased out hecause of environmentsl and general toricity

risks.

(O
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Jiernative is heing songht in the form of extracts from plaindts,

[a]

since plant extracts have been described to be possible candidates {ov treating
fungal diseases and since these would comply with the requirements for
organic growing. Recently, the use of extracts froia Yicca has been
documented (WO 2007/139332).

However, next to plant extracts also natural ocourring micro-
organisms are uscful in the control of p]cqu pathogens. Kspecially many fongl
arve known becanse of thely biocidal effects, such as Penicillinm and
Trichoderma. More specifically, there also exist fungi which are especially
useful against plant pathogens. Also in the case of apple scab such fungi have
heen diseoverad, such as Chaelominm globosum (Bondran, MA. ¢t al., 1987,
Phytopathol. 77:1470-1478), Microsphaeropsis ochiacea (Carisse, O. ot al.,
2000, Phytopathol. 90:31-37), Ophiostama sp. and Phaoma sp. (Ouimet, A, et
al., 1997, Can. J. Pot. 75:622-629), General overviews may be found in Bury,
T.J. et al., 199€, Biol. Control 6:151-157 and TFiss, M. at al., 2008, 2.
Pllanzenlranlh, Pllanzenschnts, 110((') 512-522. Recently, it has heen
dizcloscd (Ziedan, EH.E., 2006, Res. J. Agric. & Dio 2(6):262-267) that an
isolate of Cladosporium cladosporioides, derived from the phyllosphere of
grapevine, administered together with benzoic acid was effective against the
grapevine downey mildew causing fungus Plagmopara vilizola. Also was found
that particular isolates of Cladosporivm cladosporioides can be used against
Eotrytiz and Fusarium infections Mewhoolz, F.J., 1957, Mew Zealand Journal
of Bcience and Technology 22:23-54. Eden et al., 1996, Plant Pathol. 45:276-
284).

Ini the present invention it hias now been discovered that two isolates
of Cladasporivm cladosporioides ave effective against fungal foliar pathogenic

digeasog, such ag apple scab. These two isolates ave Cladosporium

cladasporioides H39 and Cladosporium cladosporioides R406, deposited on 18
Decerber 2007 with the Centraal Bureau voor Schimmeloulivres, Baarn, the

Hetherlands vader nrs. CRS 122244 and CBS 122245, respectively. Asis
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shown n the experimental scction of the specification, these two new isolates
had a cleay effect on apple scab J\.Vd opment, while other isolates of
Cladosporium cladosporioides did not have any effect.

Cladosporium cladosporicides (I'resen.) de Vries helongs to the

group of the Fungt tmperfecti and its growth 1s characterized by colonices of

about & cm in dlaimeter when grown {or seven days on potato-deztrose agar at
20°C.. Colonies of C’lczclasporium cladosporioides are effuse, olive green or
oliviceous brow, velvety, reverse on malt agar greenish blaclk. Conidiophores

are macronematous and micronematous, sometines up to 350u long but

generally much shorter, 2-6p thick, pale to mid olivaceous hrown, smooth or

<
;3
5

ucose. Ramo-conidia arve 0-1 septated, up to 20p long, 2-5p thick, smooth or
occasionally minutely verrucose. Comidia ave forimed in long branched chains,
imnostly 0-geptated, ellipsoidal or Hmoniform, 3-11 = 2-& (mostly 3-7 = 2-4)p, pale

olivaceous brown, most coram 1only smooth but verruculose in some straing
(Ellis, MLB., 2001, Dematiaceous Hyphomycetes).

It las been veported that one of the metaholites, cladosporin, acts as
antifungal. This cladosporiin has been shown to have antibiotic propertics
(Scott, P.M. ¢t al., 1971, J. Antikiotics 24:747-755). Yet, as alveady discussed
above, it was found in our experiments that not sl isolates of Cladosporium

had an inhibitory effect on apple scab infection. Apparently,

cladosporicides

either cladosporiin is not functional against Venturia inaequalis, or, more
,.._Lwly, the 1solates of the fungus differ in their phenotype of cladosporin
expression and secretion. Possibly, also other mechamsms of mode-of-action

sre involved in antagonism of HS9 and R408 towards Veniuria inaegualis and
other plant pathogens.

Cladospoirium spip. are comim piphytic colonizers of leafl surfaces,
often found in high densities (Dickinson, 1981). Epiphytic colonization by
Cladasporium spp. is alzo reported for appls huVrs (Tigs et «l, 2000) and fruits
(Teixido et al., 1999). Such epiphytic populatioins of Cladosporivm spp. may

contribute to naturally occurring intrinsic biological control. T this case,
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conservation binlogical control (Eilenberg ef al., 2001) protecting such
beneficial populations by avoiding fungicides with side effects on non-target
populations (Teiz{ido et al., 1999: (Walter ef al., 2007) or even selectively
stimulating such naturally occurring heneficial populations, ¢.z. by application

specilic nutrients, may contribute to scab prevention.

As is shown in the Exaiaples, the two isolates of the prescent
invention showed a clear effect in the control of apple scab. It 15 further
subiitted that not only apple seab bt any fungal plane pathogen of leaves,
fruits or ears can he controlled by said isolates. Said fungal foliar pathogen is
selected from the group consisting of apple scab (Venturia inaegualis), pear
scab (Venturia piring), leaf spot (Blumeriella jaapt), rose black spot
(Diplocarpon rosae/ Marssonina rosae), hrown spot (Stemphylivm vesicarium),
powdery mildews of varions plants such ag strawberry, roses and apple, sooty
bloteh (Glocodes pomigena), fly specl: (Zygophalia jamaicensis), peach leal curl
(Taphrina deformans), brown rot/spur canker (Morilia fructigena, M. laxa),
pear rust (Gymnosporangium sabinae/G. fuscum), canker (Necliia galligena),
rosc black spot (Diplocarpon rosae), rust on vroses (Phragmidium
tuberculatuim /Phragmidium spp.), Botryils spp. in various plants,
Mycaoephaogrella brosgicicola in cabbage, Mycosphaerella fijiensis in banana,
Alternaria spp. in Brassica, potato and various other plants, Fusarium spp.
especially in cercals including maize, Phyiophthora infesians of potato and
Plasmopara viticola in grapevine, preferably wherein said fangal foliar
pathogen is apple scab.

It appeared in the case of H39 that the way of culturing and the
formulation of the fungus had a marked influence on the inhibitory effect.
Conidia of €. cladagparioides H29 produced on oat meal agar were not cffoctive
under orchards conditions but those produced on vats in an ferinenter
v showed moderate effectivity, Microscopical ohservations showed

that conidia produced on cats in an ferienter were larger than those produced
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on cat meal agar. The effect of growth medinm on the spore quality of

antagonists resulting in a better performance under environmental stress
conditions has been demonstrated for several other antipathogenic fong, e.g.

colls of Candida sake produced on low-aw-modified media (Teixido ef al., 1999),
Colonization of apple leaves by introduced fungl depends on the biclogy of the
mtrodhiced species (IGnkel et al., 1989). In their cage study, introduced
populations of C. globosum significantly decreased within a few days in
contrast to populations of A. pullulans. In the below experimcents, the
inhibitory compositions were applied at 8 to 4 days interval to guarantee high
populativing level on the leaves, However, fivet results on population dynamics
of Cladosporivm cladosporioides indicate that after application of H39 such
populations lucreased and that such treatment effects were found even after
several weels (see example 2).

Formmlation of the fungus is imaportant for the viability of the fungal
spores contained in the composition that is applied to the plant. It has
appeared that a forimulation wherein glucose is used as carrier for the
Cladosporium spores performs better than unformulated fungn

Alternatively, an antifungal composition of the present invention
may contain an ezfract of one or both o Cladogporinm isolates of the

he
izolates can be ohtained as described in the

(\l
[
C:

,_‘
g|

mvention. Bxiracis of the
literature for other Cladosporium axtracts, and can he readily obtained hy a

person of skill in the art (see e.g. Ding, L. et al,, 2008, Current Microhiol.,

TFurther, the composition imay contain additional compounds that are
commonly used in spraying solutions, such as prescrvatives, surface active
componnds, wetting sgents, and the lile. It 1s alzo possible to include further
antifungal compounds or organisms in the composition to enhance the
inhibitory effect. Tin such a case, lower levels of traditional chemical fungicides
can be used, therehy enabling & desired reduction in the amount of fungicides.

Ag dizcussed above, the chemical fungicides reduce the growth of the plant
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pathogenic fungus, and thus will allow for & prolonged epportunity for the
Cladosporinm to achieve its effect. It is thus submitted that a combination of
the isolates of the present invention with suitable chemical fungicides will

synergistically inhibit the fungal foliar pathogen thereby exceeding beyond a

oy

simple addition of the individual effects. Also a combination of the isolates o

<

the invention with any other micvobial fungal foliar pathogen anta

be useful in the present invention.

Another embodiment of the invention is a method to control a fungal pathogen

10 according to the invention.
In such & wethod plants are sprayed with a composition according to the

sfore or aftey an infection with the plant foliar pathogen. Spraying

invention he
before infection will be nseful to prevent an infection. Although, if the spores of
the isolates are not completely viable, such anaphylactic spraying should he

5 repeated regularly. If the spores ave sufficiently viable, the Clados;:vorium
isolate will he able to grow in the phyllosphere of the plant, thus providing a

long-lasting protection by preventing infections and reducing pathogen

< o

sporulation, thus slowing down epidernics. Furthermore, the Cladosporium

isolate will veduce ascospore production in overwintering apple leaves and of

[\)
2

spores of other plant pathogens in their residues which will result in less
disease i the following season.

Ongce an infection has ocenrred, 51)1'ay1 should he performed regularly ia
order to effective control the disease.

Treatment with a composition according to the invention can be done hoth pre-
harvest, 1.e. when the fivits ave still on che plant, but also post-haivest. It is
shown in the exrperimeaental part that also post-harvest treatinent is effective to
combat fungal infections.
T -

Vet another embodirnent of the invention is the use of a Cladosporium strain

according to the invention, or a composition according to the invention for the

0 prevention or treatment of infection by a fangal foliar pathogen.
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A further embodiment of the prosent invention is a Cladosporium strain as
identified above, or a coimposition according to the invention for use 1n the

control of a fungal foliar pathogen infection.

EXAMPLES

Example 1 In vitro and ficld tests 2006

Material and Methods

Collection of candidate antagonists

Scab infected apples leaves were collected in September 2004 at 216 locations
in The Metherlands, Belginm, and novthwest and central Germany. Sampling
locations were recorded by GPS. Most sainples, consisting of 10 - 50 leaves,
originated from old standard tress or abandoned orchards without any
cropjing manageraent. From each sample, green leaves with sporulating
colonies of V. inacqualis were incuhated for 2 days at 20 °C in moist chambers.
Thercafter, V. inaegqualis colonies were visually inspected atb 10 to 60 %
magnification for development of fungi different from V. inaequalis. Tungal
mycclivim or spores were isolated from the acrial parts of the colony with a
sterile neadle and transferred to oat meal agar (20 g oat meal, 15 g agar, 1000
nl tap water) and V8 agar (200 ml VE juice, & g CaCOg 20 g agar, 1000 ml tap

water), both contalning 100 mg 111 streptomycine and 18 mg 1! tetracycline.

Pure cultures were prepared from the developing colonies.
(=]

Pre-screening of candidate antagonists

o~

A rapid theoughput systein was vged for a first checl: of candidate antagonicts
regarding their potential risks and sconoinical feasibility of the development of
& biocontral product. IFungi belonging to the genera Aspergillus, Penicilliwm or

Fusarium were discarded baecause of the potential of various species within
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these gencra to produce mycotoring, The remaining isolates of hyphal fungl
were cultured in Petrl dishes cn oat meal agar for 21 days at 183°C and 12 h per

day blacklight; yeasts were cultured on basal yeast agar (10 2 bacteriological
peptone, 1 g yeast extract, 20 g glucose, 20 g agar, 1000 m] tap water) for 5
days at 18°C. For cacli isolate, the production of spores or yeast cells per plate

n

s determined with the aid of a haemocytometsr after preparation of

l[l

suspensions using sterile tap water containing 0.01% Tween 80. Isolates
producing less than 1z 10% spores or yeast cells per plate were discarded. Ten
pl of the sugpensions were plated in duplicate in sterile wellg, 16 mam in

z 1.5 ml malt agar (1 g malt extract, 15 g azar, 1000 il tap

<

dismeter containin

water). Different plates with inoculated wells were incubated at 5, 18 and

36°C in the dark for 14 days. An additional plate with wells containing malt
agar adjusted to approximately -10 and -7 MPa by adding KCl: were incubated

at 18°C for 14 days. Wells were inspected for fungal growth ais fungi
producing colonies at 36°C and those wot producing colonies at 5°C or at -10 or
-7 MPa were dizgcarded. Remaining isolates were stored on potatoe dextrose

—TTo

ar (Oxoid, 39 g, 1000 1l tap water) ab 4°C until further use.

Production of fungal inocula

- I}

Comidia of the monospore isolate ME 5685 of V. inaequalis obtained from M.
Bengteson, Roysl Veterinary and Agriculture] University, Frederilesherg C,
Denmark, were produced following the o 12thod of Williams (1976). Duran
bottles (500 111) with 40 ml potato dextrose broth (24 217 and a wicl: of chease
cloth sized 10 x 25 cia spread on the inner surface of the bottle, the lower part
touching the medium, werve autoclaved and inoculated with 250 pl of a
suspenzion of mycelial fragiments of V. inaequalis, prepaved by flosding

culture of the fungus grown on potatoe dextrose agar with sterile water and
gently rubbing with a sterile rubber spatula. Inoculated bottles were incubated
t 18°C in the davk. During the first 4 days, bottles were incubated at

horizontal position so that most of the wick was covared by the hroth,
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theveafter hottles were incubated in an upright position. Botiles were carcfully

rolled at day 2, 7 and 11 to distribute the broth with growing mycelivim on the
ntive surface of the wicl.. After 14 days, the nutrient broth was decanted and

200 ml sterile tap water was added and the bottles were shalzen thoroughly by

hand for several minutes. The resulting conidial suspension was Altered
o

through sterile nylon gaute with a mesh of 200 pmn and centrifuged at 5800 g
for 20 min at 6°C. The pellet with conidia was re-suspended in Lap water; the
conidial concentration was deterimined with the ald of a hasimocytometer and

..A_

adjusted to 5 = 105 gpores mlthy adding stevile tap water. The suspension was

stored at -18°C until vse, The yield was approximately 2 z 108 conidia per

bottle.

For the screening expertinents, candidate isolates of hyphal langl were srown
) B 4

o oat meal agar for 88 days at 18°C and 12 h blacklight per day; yeasts were

grown o hasal yeast agar for & days at 18°C. Suspensions of spores or yeast

cells were prepared by flooding cultures with sterile tap waber containing
0.01% Tween 30, gently rubbing with a sterile yubber spatula and filtration
through sterile nylon gauze with a mesh of 200 pin. Concentrations of the
snspensions were determined with the aid of a haemocytomaeter and
concentrations weve adjusted to 1 = 108 spores or cell il by adding stexile tap
water containing 0.01% Tween 80.

For applications in the orchards, fungi were produced in the same way huat
concentrations were adjusted to 2 x 108 es mll, Conidia of 2 isclates were
also produced in a fermenter, dried and formulated as wettable powder and
stored at 5°C. Viahility of dried conidia wasg deterinined before the beginning of

the Acld experiments on agar. The concentration of conidial suspensions was

o
0’('

adjusted to 2 = 108 viahle conidia ml?. Viability of spores in the suzpensions
applied to the field wag always chaclked again by spraying suspension on malt
extract agar (1g malt extract per liter) amended with tetracycline at 15 mg 112
the percentage of

and streptomycine at 100 mg 1! in the orchayd and agsessing

germinated spores after incubation ai 20°C for 24
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Seedling assay
Seeds of apple cv Golden Delicious (G.d. Steingaesser & Corap. GmbH,

Miltenberg, Germany) were seeded 1n moist sand a ratified at 4°C for &
weeks in the dark. Thereafter, seeds were further grown in the moist sand at

room temperature and daylight. After approrimately 14 days, young seedlings

S,
were transplanted into potting scil, one seedling per pot (6 ¢m square, 8 cm
height). Seadlings were grown for 28 days with cycles of 16 h light at 18°C and
3 h daxrl: ot 12°C. Plants nsed in experiments had at least 4 fully expanded
leaves.

Secedlings were sprayed with conidial su

,_4

1 of V. inaequaliz (1 = 105 ml1)
until ¥un-off and placed 1n a moist chamber consisting of a plastic trays closed
by a transparent plastic top. After £ days incubation at 15°C with diffuse light,
tops were ramoved from the trays and seedlings further incubated for 3 or &
days at 88% RH, 15°C and 16 I light per day. Thereafter, V. inaequalis-
inoculated seedlings were sprayed with suspensions of the above found isclates
or water containing 0.01 % Tweaeen 80 as control. Two seedlings were used for

cach replicate of each treatment. The scts of 2 inoculated scedlings were

placed in a polyathylene tent in a hlocl: dezign with 6 blocls (replicates) and
complete randomization within blocke. Touching of leaves of ne ghbunrmu
plants or the polyethylene was avoided. Seedlings werc grown 9to 12 days

at 15°C, with 16 h light per day at 138 pE s-?
From both seedlings of each veplicate, the lowest § true leaves (experiments 1

— B) or the youngest just nifolded leal at the beginning of the experiment

—~

lahelled with & metal ving; ‘voung leaves) and the 3 next elder lecaves
(experiments 6 — 14; ‘old 1-40%5) were cavefully removed. Leaves of each
replicate set of leaves were pooled, pub into Duran bottles (100 ml) containing
15 ml of tap water with 0.01% Tween 80 for samples containing 2 youngest
leaves or 30 il for samples of containing 10 (exp 1 - 5) ox (:::pwrnn@htg 6 -

14) leaves. Bottles were shalen with a flask shalzer at 700 OCS min -1,
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Concentration of conidia of V. inaequalis was ckwm ned for each suspension

with the aid of & haemosytometer, Leaf surlfaces of each veplicate set of leaves
were measured with an avea meter (Li-COR Biosciences, model 3100, Lincoln,
U.S.A).

Orchard assay

Several rows of var, Jonagold within an organically managed orchard at
Randwijlz, The Metherlands, were pruned during spring and sormmer 2006 20
that frees produced new shoots with young leaves highly susceptible for V.
inaequalis. Depending on tree development and growth conditions for the trees

pruning was carried ont approzimately 8 to & weels hefore a sct of trecs was
used for an experiment. Also the majority of young fruits were removed from
the trees to stimulate the development of new shoots. Trees used for
experiments in early sumimey (experiments 1 (o 4) were not treated for scah
control in 2006. Trees used in later experiments afier half of July were treated
with a sulphur schedule as comimon for the organic orchard in the early season
to slow dowi the scab epidemic but remained untreated at least 3 weeks bafore
aid (.]U]’lhg the experiinents.
Ase of 8 experiments was carried out, 2ach on a different set of trees. Ior

of newly produced

each experiment 2 to 6 trees, depending on the number
shoots per tree, were chinsen for cach of 6 blocks (veplicates). Within cach
block, 7 treatiments were carried out. For each treatment (per replicate) 3
shoote were uged which were produced on the same branch. Shoots were
lahelled with coloured metal rings so that the 2 yvoungest leaves fully expanded
at the day of the first treatm could later be "hsuugu_lsl 1 from the other
leaves of the shoot. Treatments consisted of spraying tap water containing 0.01
% Tween 80 as control, or suspensions of freshly produced spores of the
antagonist C. cladosporicides H39. Separate treatraents were carri=d out with
fermenter-produced spores formulated as dry powders and resu bl’"‘l’ldCd in tap

water containing 0.01 % TWELEM 80. Spray application e done using a

20
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compressed alr-driven knapsacl sprayer at 260 kPa until run-off. The different
experiments were caryied out in the period hetween 22 June and 28 September
2006. Lzperiments started with the fivst treatiment 1 to 3 days after an
infection period for V. ingegqualis had been predicted according to the Mills
table based on leaf wetness duration and temperature. Starting dates for the 8
experiments were 22 June, 29 June, 6 July, 21 July, 3 August, 7 August, 2
Avgust, 24 Angust, and 24 August 2006, In exzperiment 3 the period hetween
expected infection period and fivst application was prolonged to 10 days, but
leaves were labelled alveady 1 to 8 days afteyr the evpected infection period as
in the other ezperiments. During all experiients, subsequent treatments were
carried out at 3 to 4 day intervals. In the first 8 experiment, leavies were
sampled 18 days after the fivst hreatinent (and thus 19 to 21 days after an
expected nfection period). In experiiments 4 to 7, leaves were sampled 24 (o 25
days after the fivst treatment (and thus 25 to 28 days after an expected
infection period) to increase the tline period for V. inaegualis sporulation and
for pozsible antagonistic interactions. In experimaent &, leaves were sampled 24
days after the fvst application and thus 34 days afier the expected infection
period.

In cach experiment, the 2 youngest leaves fully expanded at the beginning at
the experiment together with the 2 nert younger leaves (expanded during the
course of the cXpe 2rliner S) wepe puull‘l] for the 3 shoots helon 1110 to the same
replicate so that a sai ]_Jll., consisted of 12 leaves (‘young leaves’). I'rom the
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ampled and pnulr 1 20 that samples consizted of 9 to 36 leaves (‘clder leaves’).
The average nuiber of elder leaves sampled in the diffcrent erperiments was
21.8. Samples of young leaves were put into 250-ml glass bottles. Within 2 h,
100 - 150 ml (depending on amount of leaves) of tap water with 0.01% Tween
80 wasz added and bottles were shalen with a {lask: shal-er at 700 OCS min

for 10 min. Samples of older leaves were processed in the same way using
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5l were stoved at -18 °C. The concentration of conidia of V. incegqualis was
determined for each suspension with the aid of a hacimocytometer. The leafl

surface of all leaves per sample was measured with an area moter,

Statistics
The number of V. inaequalis conidia produced 22 leaf was calculated nEY

replicate. If no conidia were detected, a detection limit was sct at one contdium

counted in the conidial suspension, resuliing in an average detection lnit for
the varions experiments of approzimately 100 conidia cin?, e.g. vanging,

depending on the leal surfaces for the various replicates, hetween 74 and 2123
cim? for the first & experiments conducted under controlled conditions.

Data obtained for 2 different leal ages were natural logarithinic-transformed

.)

and analysed separately poer leal age by ANOVA. Experiments conductad
under controlled conditions were analysed separately by comparing means of
the control treatments and the individusl antagonist treatments using
unprotected LSD-tests (o = 0.05). Since P-values of ANOVAs often were
greater than P = 0.03, no further multiple comparisoins hetween antagonist

treatments were made (Qik and Longnecker, 2001), Tov the field experiments,

[l

natural logarvithinic-transformed data o obtained for 2 different leaf ages ware
analysed scparatzly per leafl age by AMNOVA with a block design, with
individnal experiiments considerad as main blocks and treatmcents were
randomized within the 6 replicate blocks of each experiment. Statistically -

gignificant treatment effects (protected LSD-tests; o = 0.05) were indicated.

Results
Isolation of fungi from V. inaequalis colonies and pre-screening
Growth of fungl diffevent froim V. inaegqualis was frequently observed in

sporulating colonies of the pathogen and several hundreds of funga

—

izolates

L)

were obtained, Isolates wore gronped according to colony appearance and in
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total 148 isolaics representing varions colony types were tested in the pre-
screening. 131 out of the 148 isolates produced more than 1 x 105 gpores ox
yeast cells per plate and grown at different temperatures and water potentials.
From these vremaining 131 isclates, all were able to grow at & °C; 16 did no
grow at -10 MP. 14 grew at 36 °C of which 1 isolate did not grow at WP = -
10MPa. Since many of such isolates with the preferred combination of
characteristics belonged to Cladaosporium spp., only a sub-set of randomly
choscin isolates of this group was tested on seedlings. In total, 63 out of the 102

igolates were further tested in bio assays on apple seedling

Seedlings tests
Fourteen experiments vin seedlings were carvied out. In the control treatinents
of the fivst 5 experiments, the comidia prod_uc tion on the five youngest leaves of

and ranged for the different

2}
()
=
=
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o,
=
a
I
=
=
[t

Y]
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the seedling was on average 3806
crperiments between 1889 and 10509 conidia cia? (hacktransforimed values).
Since conidia production was high on the youngest leal and much less on the
elder leaves it was decided to sample such leaves separately in the subscquent
experiments. In ezperiment 6 — 14, average comidiation on the young lcaf was

2

289€ conidiz cin® and ranged for the different experiments between 728 and

C1 QC. [ nhlr]]c. Cin 2

R
=
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1sformed v’nlue ). Tor elder leaves, average

and ranged for the different experiments
between 144 and 1813 comidia cin? (hacktransformed values), Variation in
conidiation was not only high between experiments but also within
experiments between sets of replicate seedlings.

Mozt of the 80 candidate isolates tested on ‘3edlings did not statistically

significantly reduce comidiation of V. inaequalis. Qune isolate, C.

[yl

ladozporioides H39 cavsed = siznificant reduction of V. inacgualis on the
young ot e¢lder leaves which could be yvepeated it subsequent independent
ezperiments. However, efficacies (caleulated on base of baclztransformed

values for young leaves) of this antagonist varied between 55 to 79 % for C.

23
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cladosporioides HA9 1 the experiments 1in which it was tested and conidiation

aduction was in some cases nob statistically significant (Table 1). A few more

igolates showed a strong statistically significant antagonistic effect in one
experiment but such effects could not be repeated. Such isolates belonged to A.
pullulans, C. cladosporioides, P. pinodella, and Cladosporiuin spp. In no case

significant enhancements of comidiation of V. inaequalis after application of

Orchard testing 2006
Apple scab developed moderately in the orchard before the fivst cxperiment
started at 22 June. In June and frvst halfl of July, dry conditions accompanied
with day temperatures often above 30 °C were not favourable for further apple
gcab davelopment. Therealfter, vainy and cold weather wag strongly favourable
for apple scab witil the end of the experimernts.
During the first 3 experiments conducted under dry and warm conditions, 2.1
to 12.8 x 1000 ¢contdia cra? (hacktransformed values) were fonnd on young
leaves and 9.5 to 40.3 = 1000 conidia cin? on elder leaves on wator treated
ontrol plots (Table 2 A, B). After weather had changed to moist and cold
conditions half of July, 46.2 x 1000 conidia cin? on young leaves and 9.8 x 1000

(“\

conidia c1a? were found on leaves from control treatments i experiment 4.

During the subsequent cxperiacnts comdia numbers incrcased to 227.5 x 1000
conidia cia? on young leaves and 132.1 conidia cia? on elder leaves in
experiment 8.

Viahility of spores applied at the 25 application dates during the course of the
govies of experiments was assessed for each suspension on onc agar plate
sprayed in the field. Viability of Cladosporivm sp. H29 was 92 % (ranging from
82 to 99 %). Tormulated spores of C. cladasporioides H39 had a viability of
approximately 47% at the beginmng of the e::;periments. When spore
SUSPRNSIoNS Were preparad feld applicationg, formulated spores of C.

cladaspori 5 H39 formed clusters consisting of approzimately & to £O spores
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in the spraying suspensions so that a precise determination of spore
germination was not posgible. The majority of clusters of sugpensions sprayed
in the 11 applications showed fungal growth. Only few spore clusters applied
between 10 August and 29 Avgust showed fungal growth. It can be agsumed
5  that stored formnlated spores had been used which lost their vigour during

storage for the last treatments during exzperiment 4 and all treatments during
experiments 5 and 6, Trom end of August onwards, a new batch of formulated
spores was nsed of which the majority of spore clusters showad fungal growth.

Mo gignificant treatinents effects were fovnd when data were ana lvh >d for each

10 emperimaent zeparvately. Tor an overall analysis, experiments 1, & and € were
exzcluded becavse viakhle formnlated C. cladosporicides HA9 was not availahle
during experiment 1 and viahility was low during these superimente & and 6, A

significant reduction of the number of conidia cia? was found for treatiments

with formulated C. cladasporioides HA9 on both young and elder leaves (Table
1& 2 B). On average, conidia production was reduced by 42 % on young and 28 %

on &lder leaves, Such a trend was found during the first 2 experiments
conducted under low digease pressure as well as during the last 2 experiments
conducted under extremely high diseasze pressure. The nonformulatzd spores of
the isolate did not veduce conidiation of V. inaequalis. When the formulation of
20 C cladosporicides H39 was applied containing only & faw or even no living
coiidia, during experiments 5 and 6, no trend was found that the formnlation

itgelf had any reducing effect on conidiation (Table 2 A).

[\l

5 Example 2 Orchard test 2007

Material and methods

Fungal inoculum

Cladasporium cladospor joides H39 was produced as in Exzample 1. The
0 formulated product contained 2.0 x 109 spores g1 with a viakility of 20%.

During the cxperiment, the batch of formulated H39 was stored at 4 °C in the
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darl: in plastic bags. Suspeunsions were made by adding the formulated
granules to Tween water (0.01 %) and stirving without any further pre-

treatments. The final concentration was 12107 zpores mal!, equivalent to 2x108
viable spores ml-1.

Spores of Cladosporium cladosporioides R406 were produced in Petri dishes on

[y

oat meal agar (20 g oat meal, 18 g agar, 1000 1l tap water) at 20 °C with 12
hirs blacklight per day. After £ weeks of incubation, spores were suspended in
tap watcr containing 0.01% Tween 30 and added to the plates. The suspension
wag filtered through gauze (200 pun nash) to remove mycelial cells and the

10 aumber of spores was counted using a haemocytometar, Spore yields were 8 —

z 108 gpores per agar plate (90 min diameter) with an average viahility of

A5t

fJ

98%, ranging between 73 to 97% for suspensions preparad at different dates.
Viahility of spores in the suepensions applied to the field was always checked
by spraying suspension on malt extract agar (1 g malt extract, 18 g agar 1000
15 ml tap water, amended with tetracycline at 15 mg 17 and siveptomycine at 100
mg ') in the orchard and assessing the percentage of germinated apores after

incubation at 18°C for 24 h.

Orchard

20 The experviment was carried out in 3 rows of var. Jonagold within an

Wi

organically managed ovchard at Randwijl, the Metherlands. The aim of the
ezperiment was to contyrol the suinmer epidemic of Veniuria inacgualis (Vi) by
antagonist applications staviing end of June. Therefore it was essential to
allow an initiation of a mild to moderate epideinic in the orchards during the

& primary seagon. The timing of sulphoy applications was forcseen in & way that
primary infections by ascospores could occur but progression of the epideiic
could be controlled. No applications of sulphur were planned later than end of

a

May. Unusual weathcer conditions during the primary season of 2007 with a

period of 4 weels without any rain were very unfavourable for Vi ascospore

(o]
Pl

release and infection. After weather hecaime more conducive after April, a mild

2
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apple scab epidemic developed until heginning of the experiment. No sulphur

treatments were carried out to reduce the progression of the epidemic.

Experimental design, treatments and assessments
&  The experiment wag carried out i & dasign with 6 bloclzs, with 2 blocke in each
-
1 £

of the 3 tree vows. Bach block consisted of 4 plots, each with 4 trees. Between

pots, 2 nntrcated trees served as buffer. The different treatments wore
randomly allocated to such plots. It was planned to spray the 4 trees of each
Mot at a vate of 21 per plot twice per weel: with the following treatinents: (1)

10 tap water amended with Tween 30 (0.01 %) as control; (2) suspension o
formnlated H29 (22108 spores ml1); (3) suspension of fovmulated R406 (2106
spores mll). Applications were carried out twice per weel: at 16 dates batween
28 Junae and 20 Auvgust vsing a hand-held sprayer operating with compressed
air (AZ0O, Ldecon, Ede, The Metherlands) with a 2-m boom and one nozzle

15 (Bivchmeier helico saphir 1.2, 2F-0.6; pressure 250 kPa). Siace formulated
spores of R406 were not available at the beginning of the sxperiment,
treatment (3) was carvied ont with spores produced freshly in the laboratory
for each application. Applications of R406 twice per wecl: stavted with a delay

at 12 July so that this fungus was applied only at 12 dates. Becavse 1o

20 sufficient spoves could be produced, only selected and labelled twigs obtained
multiple sprays instead of whole tree treatiments
Assessments

Conidia production. Conidia production was asgessed on sugceptible young

[N]
o

lzaves developed during the courze of the experiment at S sampling dates for
leaves treated with Tween-water as control, or conidial sugpensions of H39 and
for 2 sampling dates for R406. Sampling dates wers chosen so that scets of
susceptible lcavaes present duving a predicted infection period were samplad
approzimataly & weeks after the infection period. The Mills table bazsed on leaf

30  wetness duration and temperature was used to predict infection periods. For
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cach sampling, the second youngest just uniolded leaf was labelled 1 to 3 days
after a predicted infection period on a set of 3 twigs belonging to the same tree

in each plot. After 5 weeks, the 2 leaves just unfolded at the date of labelling

and the next 2 younger leaves, uafolded after labelling, were sampled resulting

& ina sample consisting of 12 leaves per plot. Leaf samples werve put into 250-ml
glass hottles, Within 2 h, 100 - 150 wl (depending on amount of leaves) of tap

watcr with 0.01% Tween 80 was added and bottles weve shalzen with o flas]
shaker (Stuart Scientific SI'1, ULL) at 700 OCS imin - for 10 min. From the

obtained suspensions, sub-samples of 6 il were stored at -18 °C and the

—
L]

concentration of conidia of Vi was deterinined later for each suspension with
the aid of a hacmocytometer. The leal surface of all leaves per sample was
asured with an area meter (Li-COR Biosciences, model 8100, Lincoln,
U.S.A).
Sampling dates were 6 August (of leaves labelled at 2 July), 16 August (of
leaves labelled at 12 July), and 20 August (of leaves labelled at 16 July).

—
o

" Epiphytic and endophytic colonisation. Twenty lahelled leaves of tree
trcated with Tweer-water (control) or spore suspensiong of H39 and of twigs
treated with spore suspensiong of R406 were collected at 4 Qctober from each

20 plot. All sampled leaves had heen developed on the trees during the period
betwoon 22 June and 20 Ausust when the seriez spray applications had heen
carried out. It thus can be assumed that all leaves ohtained one or several
spore applications at young developimental stages.

Froia each leaf, one leaf dise (9 mm diameter) wag cut using a corkbohrer. The

25 sulting 20 leaf disc per sample were pooled in sterile 50-ml vialg contalning

0 il of sterile Tween-water (0.01 %) and viale were chalen using a flazk
shaker at high speed (700 OCS min 1) for 10 min. From the resulting
suspensions, serial dilutions (1:10) were p repared and 100 pl of undiluted and

diluted suspensions were plated on cach of 2 agar plates containing malt agar

cQ
D

(10 g wmalt extract, 15 g agar, 1000 ml tap water) amended with 100 mg 12
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streptomycine and 15 mg 17 tetracycline. Plates were incubated at 20 °C in the
dark and colonies of Cladosporium spp., other hyphal fungi and yeasts were
connted after 4, 7 and 11 days. IFrom the colony counts, the nuinber of colony
forming vaits (CTU) cm? leaf surlace was caloulated for each sample.

&  After shaling of the leaf disks to remove cpiphytically present fungi, the
pooled 20 leaf disks per sample were surface-sterilised and homogenated in 5
ml stevile water using a mortar, For surface sterilisation, leaf dises were
dipped in 96 % ethanol followed by submersion for 1 minut2 in 0.5 % sodiuim

hypochlorite and subsequently rinsed 3 times with sterile water. From the

7]

10 resulting homogenstes serial dilutiong (1:10) were prepared in sterile water
and 100 pl of undiluted and diluted suspensions were plated on each of 2 malt
agar plates containing 100 mg 17 streptomycine and 156 myg 171 tetracycline.
Plates were incubated and colomes of endophytic fungl were assezsed as
described ahove.

15
Statistics
The mumber of Vi conidia produced per cin? leaf surface was calzulated per
replicate sample. Natural logarithmic- transforined values of the contirol
treatment weve compared with the individual antagonist treatments

20 separately for hoth leaf ages by one-sided unprotected LID-test (= 0.08).
The logarithiaic-transformed nviabers of CIU per cm? leaf surface were

analysed by AIMTOVA [bllowed by two-sided LSD-tests (o = 0.05).

.)

Results
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5 during the period of the experimonts with frequent

rainfalls and moderate temperatures were very favourable for apple scal. At

the beginning of the experiments only light symptoms were present in the
ards. At the end heavy scab symptoms were ohzerved on leavas of trzes

within Lhc experimental plots and in the neighbourhood.
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Spores of R406 produced reghly for each application date had high
germination rates, generally above 80% (Table 3). Forniulated spores of H39
germinated for 20 — 30 % during the first weeks of the -3:»:periment but
gormination dropped to 4 - 16 % for the last 4 treatinents. The exceptional high
value for spore germination of 76 % at the first spraying date can be explainad
by experimental varization due to the small sampls size of only 1 plate sprayed

udol crchard conditions.

On leaves sampled at € August, 16 August and 20 August from water-treated

7,200 (12,900 to 139,800), 45,200 (25,200 to 55,200) and 52,200 (8,300

3

trees,
to 111,800) conidia cnn? were produced on average (hacktransformed means,
for 6 replicates in braclets; Fig. 2). Variation batween replicates thus

was considerably high, On leaves of trees tveated with 39, the numbey of

spores was statistically significeantly lower with 24,200 conidiz cin? (69 %
reduction) at the first sampling date and 22,000 conidia em-? (51 % reduction)
at the second sempling date. Tor the last sampling date, no treatmaent affect
wags ohzerved for H29. For the sampling dates when leaves treated with R406
were available, conidia connts at 16 Aogust were 24,300 conddia cia? for leaves
treated with R406 resulting in a statistically significant reduction of conidia by

46 %. Tor 20 AUgUbt nly a veduction by 15 % was obseived and ¢ ounts did not

o

differ froim the control treatment.

Ny treatment effects on leal development or symptoms of phytotoxicity were
observed.

Close to leaf fall, the ¢ndo- and epiphytical colonisation of leaves was aszessed
by plating leaf washings and homogenates of surface sterilized leaves on agar
and counting of colony forming vnits (CTT). The endophytic colonisation by
Cladasporium spp. waz significantly higher snd epiphytical colonisation by
Cladosporium spp. tended to be higher for leaves which had heen treated with
H39 during sumer. The endo- and epiphytical colonisation of H39-treated

leaves by other hyphal fungi tended to be lower compared to untreated leaves.

O
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Epiphytical colonisation by yeasis was significantly lower for H39-tieated

Example 3 Field test 2005/2006

Materials and Methods

Experimental design and tr reatments

In avtumn of 2005, 26 fungal isolates belonging to different spe neluding
Cladaosporivim cladosporioides R406 were applied on apple leaves from an
organically managad orchard in Randwijly, the Metherlands, and treated leavas
were placed on the orchard floor until next spring. The sclection of candidates
was based on the results of the pre-screcning carried out on economical

_ e
oL

feazibility and pozsible risks (see azample 1). Sporas of izolate R406 were
produced on nat meeal agar (28 days incubation at 18°C). Spore suspensions
(500 mal per isclate) were prepared by flooding cnltures on agar with sterile
ater containing 0.01% Tween 80. After gently rubbing with a rubber spatula
to remove spores from fungal cultures, suspensions were filtered through
sterile nylon ganze with & mesh of 200 pun. Concentrations of suspensions were

determined with the help of 2 hacmocytometer and adjusted to 2x108 spores

mlt Spray applications were cayvied out vsing hand held sprayers operating
with pressed air. Leaves of extension shoots were collected froin the trees at 17

October to carry ont the spray applications vnder controlled conditions in a
lasghouse compartment. During the period between picking the leaves and
lzaves in nettings again on the orchard floor, leaves were stoved at & °C.,
Leavie were fized in nettings, cach with 40 randoinly chosen leaves, at 13 and
19 Qctober. At 20 October 4 nettings with leaves per replicate of each
treatment were sprayed with spore suspensions or water with approximately
20 il of the suspengions (or water in the control treatinents) at hoth sides,
Two of the nettings, cach containing 40 leaves, were destined for
deterinination of the potential ascospore production of V. inaequalis, the other

two nettings for determination of V. inaequalis population densities by
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TaqMan-PCR. Alter applications, leaves were dry again within approximately
20 min, Mzttings with treated leaves were fized on the orchard floor at 21
October on bare soil within the organic orchard at Randwijk. There were 6
blocks (replicates) in different rows of the orchard.

Fach spore suspension was also sprayed omn ar plate (1/10 malt agar).
Plates were incubated at 18°C for 2 days and germiﬂation rate was

determined. Spores of R406 had a viability of >90%.

Assessments
At 23, 24, 25, 30 and 31 January 2006, respeciively the nettings of the
replicates 1 to 6 destined for the quantiﬁcation of the V. inaegualis population

densities by TaqMan-PCR w

ﬁ«

re collected in the orchard, carefully rinsed with

tap water to remove adhering soil and allowed to dry overnight at rgom

temperature, Leal residues of the 2 nettings per replicate of each treatment
were removed from the netiings, cut in 1- to 2-cia pieces and a sample of 5-10
¢ was freece dried and subsequently pulverized in a la bulc-tury mill with a

mm mash sieve, Powdered samples were stored at -18°C. DMA was cxtracted

and DMA of V. inacqualis was quantified by species-specific realtivne PCR
(TagMan-PCR).
At 20 March (block A), 22 March (block B), 27 March (block C), 29 March
(block D), 3 April (hleck IN), and § April (block I9), the nettings were collected in
the orchard to quantify the potential ascospore production after ascospore
extraction by bubbling air in water, Leaf residues of the 2 nettings per
replicate of each treatiacnt were aiv-dried (20°C, 70% RH, 2 days) and weight

az determincd. Subzequently, a sub-sample of mazimnm 7-17 g aiv-dricd leaf

residues of zach sample was spread in a plastic tray on moist {lter paper.

Trays were covered by a plastic hag and leaf residues were incubated in these

0('

moist chambers for 7 days at 20°C in the davk followed by 14 days at 20 °C

with 12 h light per day to allow maturation (of a substantial fraction) of asei.
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same block were always incubated in the same room.
After incubation, leaf residues were transferved into 1000 inl-plastic bottles
containing 150-350 ml water depending on the amouat of leaf residues. Air

(260 1 per h) was bubbled through the water resulting in heavy turbulene

mzi
during 2 b, Thereafter, the resulting suspension was passed through a gieve (1
i wesh) to remove leaf debris. Two sub-samples (8 ml) of the suspension
were stored =t —20 °C. Ascospore concentration in the sugpensions was

determinad microscopically nsing a hacimocytometer. Ascospore production
was expragsed &g production per 80 leaves (originally fized on the orchard flocr
in auturan) or per ¢ air-dricd leaf residu present at sampling date in spring.

The ascospore produstion per 80 leaves is a result of the possible effect of the

treatiment on the decomposition and the ascospore production.

Statistics

Data obtained for ascospore numhbers were logarithmic-transformed (logio). All
data were analysed by ANOVA. Means of the control treatinents and the
individual antagonist treatiments weorve compared. using LAD-tests (o = 0.05).

Since P-values of AMOVAg often were greater than P = 0.05, no further

rA.

multiple comparisons between antagonist (reaticents were made.

Results

The amonnt of DA of V. inaequalis was quantified in leaf yrasidnes sampled
end of January 2006 by realtime PCR (TagMan-FCR) using a species-specific

primes pair and probe. The total amount of V. incequalis-DMA in the total

residues left from 30 leaves was calculated. Residues of leaves treated by

Cladosporivm cladosporioides R406 had gignificantly less V. inaequalis-DMNA

coimparad to the untreated control (Table 6).

The mamber of ascospores produced on leaves in zpring wag high with on

averege 7.55105 (hack-transformed values) for the residuss of 20 leaves from

35
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the control treatiment (Table 7). Per g leaf residue, 3.4 x104 ascospores were
produced in the contrel treatment (Table 8). For residues of leaves treated with
isolate Cladosporium cladosporioides R406 ascospore counts were
approximately 70 % lower. These differences hetween control treatment and
treatment with R406 were statistically significantly for both the number of

ascospores produced on the residues of 20 leaves and the number of ascospores

produced per g of leal vesidue (Tables 7 & 3). No other treatiwent with different
candidate antagomists tended to cavse a reduciion of ascospores.

Example 4 Effect of Cladosporium cladosporioides H39 on conidia
production of Venturia inaequalis under orchard conditions

Objective

Applications of conidis of the antagonist C. cladosporioides H29, pilot-
formulated as water dispersible granule (WQ), reduced the conidia production
of the apple scab pathogzen Venturia inacqualis under orchard conditions in

experiments carried out in 2006 and 2007 conditions (see Example 1 and 2).

The objective of the experiment carried out in 2008 was to confirm these
results in another season and to obtain {irst insight in the best timing of

antagonist applications aftcy predicted infection periods for V. lev.’u]l’(’[la

Production of conidia of H39

For applications i the orchard, conidia of C. cladosporicides HAQ were
produced in a Solid - State Fermentation (SST) systeim by PROPHYTA
Pinlogischer Pflanzenschutz GmbH, Germany. The harvested conidia were
formulated as a water dispersible granule (WG), Tor the presevvation of
product «:luality, the Anal product was stoved at 4 °C. Viability of dricd conddia
wag determined on malt extract agar (1 g malt extvact 1) hefore Llu:} Anming
of the Nield experiment. Conidia incubated for 24 hours at 20 °C Wlth gerin

tubes longer than half of the minimure dameter of & comdium were considered

to be viable.
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Orchard asscy
The experiment was carried out in the organically managed orchard at Appliad

Plant Rescarch, Randwijk, The Notherlands on 8 years-old trees cv Jonagold.

The aim of the cxperiment was to control the summer epidemic of apple sca
by antagonist applications. Therefore it was essential to allow an inifiation of
an epidemic in the orchard during the primary season. Weather conditions

during the primeary season of 2008 favoured scab development and many scahb
symptoms were found in the orchard beginning of June. A severe hail event
seriously damaged the orchard at June 22, At June 24 and 26, Topsin-M (a.i.
500 g thiophanate methyl 177, Certis Borope B.V., Maarsen, The Netherlands)
was applied at of vate of 140 ml per 100 litve water (applied at 1000 1 ha?) in

the entive orchard and the neighhouring orchards to prevent wound infections

by Europzan fruit tres canker (Neciria galligena). Mo fuorther fongicide
treatments were carried out to reduce the progression of the scah =1-1-L
bafore or during the experiment. During the following weeks, trees produced

abundant new shoots with new leaves. Such newly formed leaves, not damazed

by hail or reached by the fangicide sprays, were used in the experiment.

The experiment was arvanged in & design with € blocks, with 2 bloclzs in the
same trec row. Each blocl: consigted of 3 plots, each with 4 trecs. Between

plots, 2 vntreated trees served as buffer, The following 3 different treatments

were vandomly allocated to the plots: (1) vntreated as control; (2) conidial
suspension of formulated H32 (2 x 108 viable conidia ill; 21 per plot). The
spray additive Trifolio S-forte (Trifolio-M GwabH, Lahnan, Germany) was
added to the suspension at a rate of 2 mil 111 to Lmprove the spray layer on the

leaf surface. Biweelly applications of HE2 were carried out at July 22, July 24,
July 28, July 21, Angust 05, Auzust 07, Avzust 11, and August 18, (5) The
thivd treatiment consisted of weekly application of sulphur (Thiovit-Jet,

Syngenta Crop Protection B.V., Roosendaal, The Netherlands; a.1. 80 %
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sulpliur) at a rate of 0,4% (400 graim per 100 litre water at 1000 1 ha-1).

Sulphur treatments were applied at July 22, July 28, August &, and August 11.

The nuraber of scabbed leaves and the number of scab spots per leaf were
assessed for the leaves of 10 shoots of each of the 4 trees per plot before the
experiment started at June 110 Tn total 227 to 239 leaves wers examined per
Plot, At Sewtember 19, scab symptoms were assessed on 177 to 232 leaves por
plot which had been produced after the heglnaning of the experiment. Disease
geverity (% leafl surface covered with scab symptome) was zstimated using
following claszes: 1: Mo gcab; 2: 1 — 10 % coverage; 3: 11 — B0 % coverage; and

4: 51 — 100 % coveraze. A severity indey was calculated using the formula:

DS=@xIl +1xMHa 2223+ 32y / Hiow * 100

Conidia production of V. inaequalis was assessed on susceptible young leaves
devzloped during the courss of the experiment at § samphing dates. Sampling
datez wers chosen so that sets of susceptible leaves present during a predicted
infection period were sampled approximately & weeks after the infection

period. The Mills table based on leaf wetiness duration and temperature was

used to predict infection periods. The second youngest just unfolded leaf was
labelled 1 to 3 days after a predicted infzction period on a set of 3 twigs
bhelonging to the same tree in each plot. The period hetween predicted infection

infection and fivst al:»pli-:a'(:ion of C. cladosporioides Ha9 as well as the mumber
of sprays and period of protection by spraye differed per samapling date (Fig. 3).
After 35 days, the 2 leaves just unfolded at the date of labelling and the nevt 2
younger leaves, unfolded after labelling but expanded during the course of the
avperiment, were sampled resulting in a cample congisting of 12 leaves per

0
plot. Sampling dates were August 22 (of leaves labelled on July 18), August 26
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(of leaves lahelled on July 22), and Septeinber 04 (of leaves lahelled on August
01). The 12 leaves per sampled were pooled and put into 250-ml glass bottles.
Within 2 h, 100 - 150 il (depending on leaf mass) of tap water with 0.01%
Tween 80 wag added and bottles were shalzen with a flazgl: shalzer at 700 OCS
1 for 10 min. From the obtained suspensions, sub-samples of 6 il were
stored at -18 °C. The concentration of conidia of V. inaequalis was datermined
for each suspension with the aid of a haemocytometer. The leafl surface of all

per sample was measured with an area meter.
leaves per saraple was measured witl re ater

Results and discussion

Conidiz of C. cladosporicides H39D produced in spring 2008, formulated az a
water dispersible granule following the pilot protocol and stoved at 5°C had a
viahility of 65 % at the beginning of the experiments. Viability remained stable
until the end of the oxperiment.

Beofore the experiment started, scab incidence on leaves did not differ for plots
bzlong o the different treatinents. The mean incidence was 81.7 % in plots
need az control, 84.6 % for plots later treated with H39, and 34.2 % for plots
Iator treated with sulphur, Also the number of leaf spots per leaf did not differ
statistically, so that it can be assnmed that the scab developiment was stimilar
in the different plots before the experiment started.

On leaves sampled on Augoet 22, August 26 and September 04 from nntreated
froce 55,242 (11,447 vo 74,870), 30,242 (13,926 to £9,497) and 32,533 (12,698 to
46,350) comidia of V. inaequaliz < cm? leaf surface wers producad on average
(backtransformed means, range for 6 replicates in brackets) (Tig. 4). On leaves
of treos treated with C. cladosporioides H39, ithe nmumbor of sporcs was
statistically significantly lower with 11,499 conidia of V. inaequalis * cin? leal
surface (67 % reduction based on backtransformed values) on the first

ampling date and 15,139 conidia* cm? leal surface (50 % reduction) on the

o]

gsecond sampling date. For the last sampling date, no significant effect was

ohscrved for applications of C. cladosporicides H39 with 21,168 conidia ¢ cin?
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leaf surface (35 % reduction) on treated leaves. Applications of sulphur
resulted in a reduction of the nuraber of conidia of V. ingequalis produced per

cia? leaf surface by 2, 16, and 26 % for the dilferent sampling dates (Tig. 4).

Scab severity, as ed at September 19, one month after the last treatiment
with 39, was 2.2 for the control treatment, but statistically significantly

lower with 1.8 for H29-trested plots (M. ..) I sulphuy treated plots, scab

severity was 2.0 which did not differ significantly froim the other treatments.,

During the cechard experiment envivonmental conditions resulted in a high
number of infection periods and scab development was favoured, Also the
exceptional development of new shoots after the hail event supported the

suimelr epideimic. Under such a severe disease pressure treatiaents with

sulphur often are not sufficient to achieve disease control as alse found in our
experiment. Treatinents with the antagonist H39 reduced conidia production
of V. inaequalis nadar such severe conditions, confiriming results from orchard

experiments carried out in 2006 and 2007, The strongest effect was fonnd for
the first sampling date when treatiments with H39 started aftor the predicted
infection but were continued until 4 days before sampling. For the third
sampling date, multiple treatments with H29 had been carvied out ah'éa-:ly
hefore the predicted infection period but the last treatiment had heen applied
17 days before sampling. In this sitvation, conidia production of V. inaequalis
was reduced only by 35 %. Since the effect of the antagonist may also depend
o environmental factors which differed befove the different sampling dates,
more data ave needed from repeated orchard experiments before conclusions
ol optlmuin timing of antagonist applications can be drawn.
For the first time also scab severity has heen assessed after treatments with
the antagonist 39, The reduced scab severity at the high scab level ohserved
in the orchard demonstrated that C. cladosporioides H39 has a high potential

to control scab epidemics.
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Example 5. Orchard assay in 2007/2008: Effect of treatments with

Cladosporium cladosporioides H39 and R406 during sumimer on

ascozpore production of Venturia inaequalis on treated leaves after

overwintering

Objective

Treatments of apple leaves during summer with conidial suspensions of the
sntagonists Cladogporivin cladospaorioides H29 and R406 led to the veduction

of conidia production of the scak fangus Venduria inaequalis on treated apple

leaves wnder orchard conditions (see Example 1 and 2).

]

Ljective of an additional azsessment made on leaves treated in the ovchard
during the experiment in 2007 was to study the effect of such treatinents of
young developing leaves with the antagonists during sumimer on the ascospore

sroduction by V. inaegualis in treated leaves after overwintering.
J .

Experimental design. The experiment was carvied out in the crganically
managed orchard at Applicd Plant Reszarch, Randwijl, The Netherlands. The

im of the experiment was to assess the potential of antagonist applications to

jax]

ntrol the sumamer epidemic of apple scab and to reduce the inoculuimn load of

V. inaequaliz produced in overwintering apple leaves, Therefore it was
essential to allow an initiation of & mild to modevate epidemis in the orchard
during the primary season. Unngual weather conditions during the primary

season of 2007 with & period of 4 weels withont any rain were very
nnfavourable for V. inaequalis ascozpore velease and infection. Weather
hecame more conducive after April and a mild apple scab epidemic had
developed when the first antagonist suspension was applied. Mo fungicide
treatments were cayried out to reduce the progression of the epidemic before or
during the experiment.
The experiment was carried out on 8 year-old tress cv Jonagold in a desig

g
with € blocks, with 2 blocle in the same tree row. Each hlocl: consisted of &
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plots, each with 4 trees. Retween plots, 2 nntreated trecs served as bhuffer, The
8 different treatine snbs were raid lomly allocated to the plots. Trees were treated
at & vate of 21 per plot twice per week with the following treatments: (1) tap
vater amended with Tween 50 (0.01 %) as control; and (2) conidial suspension
of foriaulated Ha9 (2 x 108 conidia il l). Applications were carried out twice
per weel at 16 dates hetwean 28t June and 20t August. (2) The third
treatment consisted of multiple spray applications of conidial suspensions of C,
cladasporioides R406. Conidia freshly producaed at cach application date ware
applied twice per week oin the 4 trees of each replicate plot at 12 dates hetween

12¢h July and 20t August.

Conidia production of V. incequalis during summer, The effect of
treatments on the conidia production of V. ingequalis has been reported a

Example 2.

Ascospore production of V. inaequalis in overwintering apple leaves.
O 12t July 2007 the second youngest just vinfolded leaf was labelled on 25
wigs per plot. In some plots fewer twigs were available. On 4% October2007,
leaves were sampled which had been just unfolded at the date of lahelling and
the next 2 younger leaves, unfolded after labelling. Depending on availability
of leaves at the sampling date, 16 to 65 leaves per plot were collected. Sampled
leaves of cach plot were weighted and fived between 2 ivon nettings sized 50 x
50 cm (15 = 20;1111’ pegh) 8o that leaves did not touch each other. Mettings
with leaves were placed on the orchayd floor on baye soil within apple rows of
the organic orchard at Randwijl: and fived with metal nails so that most of the
netfing surfa_ce touched the soil. There were 6 blocks (replicates) and nettings
containing leaves from differeat treatments (applied during summer) w
randomly distributed within blocks.
On 26t February 2008, netiings were collected. Leaf residues of both nettings

O

per veplicate were pooled, air-dried (20°C, 70% RH, 2 days) and weightad.



WO 2009/078710 PCT/NL2008/050794

o

10

20

[\]

~

37

Subsequently, the air-dvied leaf residues of each sample were spread in

separate plastic trays (50 x 30 x 6 cm) oin maoist filter paper. Trays were

covered by a plastic bag and leaf residues were incubated in these moist

chamberg for 7 days at 20°C in the dayl: followed by 14 days at 20 °C with 12 h

light (78 nE) per day to allow maturation (of a substantial fraction) of ascl.

After incubation, leafl vesiduss were transferred into 1000 ml-plastic bottles
ontaining 150-350 wl water depending on the amount of leaf residucs. Air

(280 1 1x7) was bubbled through the water

jad
@
u
=
j—

1 heavy turbulence during
2 I (Fleye ¢t al. 1981, Canadian Journal of Botany 89, 965-968; Philion, 1995,
Megc Thesgig McGill University, Montresl, Canada). Therveafter, the resulting
sUSpension was passed through a sieve (1 mim mest ) to remove leaf debris.

Y o]
oL v

Two sub-saimples (8 ml) of the suspension were stored at ~20 °C. Ascospore

concentration in the sugpensions wag determined microscopically using a

haemocytometer. Agcospore production wag exprezsed ag production per g
| leafl

leaves (originally fixed on the ovchard floor 1n autuimn) or per g alr-dried

residue present at sawapling date in spring.

Results and discussion

On leaf residues from the control treatment, 220,089 ascospores were produced
sidng (drvy weight). This was equivalent to 87,171 ascospores
produced per g leaf tissue (fresh weight) present 1n the preceding avtuman
(Table 9). In residues from leaves which had heen treated with C.
cladosporiotdes Ha9 1n the preceding sumimer, only 109,044 azcospores ware
produced, equivalend to 15,733 ascospores produced per g leaf tissue (fresh
weight) present in the preceding avtuinn, This veduction of ascospore
production by 53% vespectively 50% compared to the control treatment was
statizstically significant, The effect of C. cladogporioides R406 on agcogporse
production in spring after treatment of apple leaves during the preceding

summer was less pronounced and not statistically siznificant.
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It can he concluded that smmmer treatments of orchards during summer with
the antagonist C. cladosporicides Ha9 and possibly also with C,
cladosporioides R406 have a long-lasting 2ffect in the following spring on the
production of ascospores by V. inaequalis. A veduced number of ascospores
produced on overwintering leaves will vesult in a lower inoculuin pressure
during the primary infection scason of apple scab and thus a slower
development of scab at the beginn of the epideiaic. To our knowladge this is
the first report demonstrating that treatiments of young developing apple
leaves, highly susceptible to scab, with si antagonist vesults in a significantly
lower ascogpore production on the treated leavaes in the next season &

overwintering.

Example 6 Effect of Cladosporium cladosporioides H39 on spore

production of various pathogens

Objective
The ohjective of subsequent experiments was to evaluate the offect of the

antagonist o various other plant pathogens.

Materials and Methods
Conidia of Cladosporium ¢ladosporioides H39, Conidia of Cladosporium
cladasporioides H39 were produced in a Solid - Btate Fermentation (S5F)

systein by FROPHYTA Eiologischer Pllanzcnschutz GmbH, Germany. The

harvested conidia were formulated ag a water dispersible granule (W@G). For
preservation of the product quality, the final product was stored at -20 °C.
Viability of dried conidia was determined on malt extract agar (1 g malt

crtract 1) bafore the beginning of the experiments. Conidia incubated for 24
Lours at 20 °C with gerin tubes longer than half of the minimuin dameter of a
conidiuin wers consgidered to be viable. Bixty five per cent of the conidia wer

viable.
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Pathogens. The following pathogen isolates were used in the study (with
growth medinm used for spore production in brackets): Neciria galligena 780

(vat meal agay; OA) cansing canker in fruit trees and finit voi, Stemphylinm

versicarium 880 (oat meal agar, QA) causing Erown Spot Diseazse and fruit vot
in pear, Bolrylis aclada 003 (QA) causing onion necl: rot, Bolrylis cinerea 143

(0A) canzing grey mould in vavious crops, Mycosphaerella fijiensis 78 (potato

dextrose agay; PDA), causing Clack Sigatoka in banana, Fusarium
graminearum 220 (PDA) cavsing Fusarinm Head Blight in ceresls, Fusarium
culmorum 807 (PDA) cavsing IFusarivin Head Blight in cereals, and
Alternaria broseicicola 177 (PDA) causing diseases in Frassiceae. All fungi
were incubated for 14 days at 24°C with 12 hrs blacklight per day.

To ohtain gpore suzpensions, cultures were flooded with sterile tap water

containing 0.01% Tween 80. After gently rubbing with a yubber spatula to

remove spores from fungal cultures, suspensions were filtered through sterile
nylon gauze with a mesgh of 200 pm. Concentrations of spora suspensions were
determined with the aid of & haemocytometer and adjusted with sterils tap

watcy containing 0.01% (v/v) Tween 80 to 122102 spores iwal? and 12 103 spores
mli For enperiments with Mycoephaerella fijiensic also mycelial fragments,
ohtained after sterile grinding of the mycelial mass, were included in the
suspengions. Only mycelial fragiaents with more than thres cells were

considered when the concentration of the s SUSPEnslons Was & djusted.

Experimental design. Separate experiments were carried out for each
o

pathogen and substrate type and cach cxperiment was repeatad.

Syrmptoinless green leaves of pear, onion, rose, cyclamen, Pelargonium, bansna

and white cabbage were removed from greenhouss- or field-grown plants, and

detached leaves weve dried for several days at voom temperature. Dry leaves

were cut into segments ecach sized apprormim ately 2% 2 cia long, sealed in
plastic hagzs and sterilised by gamma radiation of 40 kiloGray. Four-cm lonz
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segments of wheat straw (with 1 node) and of apple twigs (with 1 branch) were
processed in the saime way.
Segiments of leaves, stvaw or twigs {or use in bioassaye were washed with

stevile tap water to remove soluble nutrients. Therelore, appioxirm atbly 30

water contained in sterile 250 ml-conical flasks over night at 4°C. Thereafter,
segments were blotted dry with sterile filter paper. Four segments were placad
in cach of a servies of moist chambers. Bach chamber consisted of a sterile
plastic netri dish (90 min diameter) containing two sterile filter papers (85 min
diameter) and 6 ml sterile tap water. In each experiment five replications
(petri dighes) for treatments with the antagonist Cladosporivm cladosporicides
H29 and five replications for the water control were applied at each of the two
levels of pathogen application (1:10? spores ml? and 1z 103 spores ml1).
During the experimaent, petri dishes were arvanged in a completely randomisod
design.

Spore zuspensions (or mycelial fragments in one case) of pathe gens were
gpraycd on the segments of leaves, straw or twigs 1in the moist chambers.
Nectria galligena was applied on apple twig segments, Sienphylivm

vesicarinm on leaf segments of pzar, Boiryiic aclada on onion leaf segments,
Batryiis cinerea on leaf segiments of roses, cyclamen and Pelargonium,
Mycospharella fijiensis on leafl segments of hanana, F. gramincarum and I,

culmorum on straw segiments, and Allernaria brassicicols on leaf segments of

5
white cabbage. Treated tissue segments were incubsated at 24 °C for 18 hrs
Immediately alter the first incubation period, spore suspensions of
Cladosporiuin cladogporioides H39 (2 z 108 vital spores ml?), or water, were

sprayed on the segments. The pathogens and anta;

O

onlats were applied with
sterile atomisers at approximately 5 pl cin? leaf scgiment, Thorveaftor, leaves
were foxther incubated at 24 °C in the darl: in the moist chaimbers. The straw
segiments with . graminearum and F. culmorum wers incubated from day 8 to

'
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day 13 with 12 hys per day hlacklight. Twigs with Nectiria galligena were
mcubated from day 12 to day 14 with 12 hrs per day blacklight

Aftey a total incubation period of 9 days lor Bolrytis aclada and Aliernaria
biazsictoola and 12 days for Poiryiis cinerea (connted from the day on which
pathogens were applied), the surface area of leal segments covered with
comdiophores of Boliryiie aclada, Boir yiis cinerea ov Aliernaiia brassicicola
was estimated nsing classes from zero to Ave, that represented, raspectively,
0%, 1 - 5%, >5 - 28%, >25 - 50%, >50 - 75%, and >75 - 100% of the leaf surface
5 structures of the pathogens (IZ5hl et al. 1995,
European Journal of Plant Pathology 101, 627-637). In the case of

¢

covered with spore produein,

Stemphylinm vesicarivm, no conidicphores were produced, bhut the perfect

stege (Pleospora allil ) produced abundant pseudothecia, The coverage of th

[}

leaf surface with pzeudothecia was estimaated 16 days after inoculation using
k

)
O

the same classes as for the coverage with conidiophores. Ifvoin the aumber of

leaf segments of each class (no.s) & sporulation index (SI) ranging froin zero to
Lhundred was caleulated for each replication (petri dish) consisting of four leafl
segments (SI=0xzno+5un +28zng +- 50z ng + 76z ng + 100 x 15 ) / 4).

The nuimber of colonies produced by Mycosphaerella fijiensis on hanana leaf
segments was counted after an incubation period of 15 days. The number of
conidia of F. graminearvm and I, culmorum produced on straw segments alter
12 days was counted using & microscope. Therefore, straw segments from each
retri dish were placed in an Frlenmeyer flagk (100 ml) containing 10 ml of a
waghing liquid (20 % ethanol in tap water containing 0.01 % Twazn 80). IMlazls
were shalen on a veciprocal shalzer for 10 min, and the concentration of
conidiz in the ¢ suspensions was determined microscopically for If. graminearum
and I culinorum vsing a haemocytometer. The same method was used to
ruantily the number of conidia of Nectria galligena on apple twig segments

aftcr an incuhation period of 14 days,
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Statistics. Dats were analysed scparately for each cxperiment by AMTOVA
followed by L3D-tests. If antagonist treatment x pathogen coucentration
intersctions were not significant, the mean antagonist treatment cffect 1s

o

analyscd as main effect. Data of spore counts were log-transforined hefore

analysis: log-number of spores = logio number of spores + 0.01).

wn

Results and Discussion
g

Nectria galligena. A strong antagonistic effect of Cladosporium

claclost‘ioid HE9 was found against Neciria galligzna cavsing canler in
o b

3

1TUIL thees and

f_.u
et

1s, the pathogen survives and multiplies

infected wound areas (canlzers) of twigs MeCracken et al., 2002, Plant

it rot, Tn orchars
Pathology 52, ER&-E66). The noculum produced in the bioassays on such
tissues undey controlled conditions was veduced by the antagonist by more

1 99% (Table 10).
The vesults show thet Cladosporium cladospar iotdes H39 hiag a high potential
for vse in biocontrol of fruit tree canker which is hesides scab the most

important discase in apple and pear production. Applications of the antagonist
1y J¥ Ay

(fJ
QD
—
g
o
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-
b
T
)
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£y
(7]
=
[
—
o=

Liave thue the potential to control hoth major diseases,
tree canker, in the major pome fruit crops.

Stemphylium vesicarium. Siemphylium vesicarinm ig causing brown spot of
[ealr 1 major pear production areas 1 Lurope (Llorents & Montesinos, 2006).

The major source of privary inoculum of the disease are overwinterin
pr

UC'

necrotic pear leaves on which pscudothecia of the perfect stage (Pleospora allii)
arc produced.

Applications of Cladasporium cladosporioides HE9 on necrotic leaves, pre-
colowdsed by the pathogen, significantly reduced the formation of pseudothec
(estimated by assessiment of leaf surface coverage by the fruiting bodies) in

both ezperiments (Takle 11). Biological control of hrown spot by Cladosporinm

o
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cladasporioides 39 may thus be achieved by applications of the antagonist to
the ¢ allofpy o O the orchard floor after leaf fall.

Stemphylivim vesicarium was applied at a concentration of 12102 spores ml-?
and1x103 spores ml? 18 livs hefore H39 was applied with 2x108 spores ml-.

T Mean of & voplicates, cach with 4 leaf scgments; leaf suvface coverage with
pseudothecia was estimated.

2 Significantly different from control treatment (LSD-tesk; a = 0.05).

Botrytis spp. Prese of necrotic host tissues is a pre-requisite for epidemics
of grey mould and other diseases caused by Boiryils spp. It has been
demonstrated that competitive exclusion of Boliylis spp. from necrotic host
tissues can he exploited for biozontrol of Botryiis incited diseases (I5hl ¢t al.,
2003, BioControl 48, 549-359).

Cladasporium cladogporioides H39 significantly reduced gporulation of

Eoirytis aclada and Boiryiis cinereq in bio-assays on tissnes of all of the four

different hosts tested (Tables 12 - 15). The antagonist has thus a potential for
biological control of Botryiis - incited dizeasss in various crops.
Mycosphaerella fijiensis. Mycosphaerclla fijiensis is cauging Blacl: Sigatolia

in banana (Arzanlou et al., 2007, Phytopathology 97, 1112-111E). The discase
18 the major threat in banana production. Disease control at present depends

1 multiple fungicide applications. The pathogen survives and multiplies in

necrotic lesions on leaves.

The results of the bio-assay o necrotic banana leaves show that the
antagonist Cladosporium cladospoiioides H39 hag a proimising potential for
biological control of the disease. Although spores were not formed by the
pathogen under the experimental conditions, it clearly could be demonstrated
that the antagonist is able to exclude the pathozen from substrate colonisation
(Table 16).

Fusarium graminearum and Fusarium culmorum. Fusarium
giraminearum and Fusarium culmorum are causing Fusarium Head Blight in

cereals and maize, The disease 18 causing yicld losses and, often more
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lmportant, severe quality losses due to fovimation of mycotoxins by the
pathogens. Straw stubbles and other debris are the main inoculum source of
the discase (Osborne & Stein, 2007, International Journal of Food
Microbiology 119, 103-108).

Cladosporium cladosporioides H39 significantly reduced conidia production o
both Fuscrivm spp. on straw segments pre-colonized by the pathogens (Table
17 and 18) aind thus has the potential for nse in hiocontrol of these major
pathogens in cereal prod_uction.

Alternaria brassicicola. Black leaf spot caused by Allernaria brassicicola is
a major disease of Brassiceae in vegetable production. The pathogen spornlates
within infected necrotic lesions and crops debris Humpherson-Jones, 1989,

Annals of Appliad Biology 115, 45-50). Besides leaves, also whole secdlings as

<

ell as pods inchnding developing seeds in seed production fields can be
damaged.

A strong significant reduction of the comidia production of Aliernaria
brassicicola wasz found in the bio-agsays after application of Cladosporium
cladosporioides H39 to pre--:c»l-:'niser.l necrotic leaves of white cabbage (Table
19).

Example 7. Effect of Cladosporium cladosporioides H39 on fruit vot of

apple

Objective
The ohjective of a subsequent experiment was to evaluate the effect of the

antagonist on Monilia fruciigena causing post-harvest fruit rot on apple.

Material and Methods
Conidia of Cladosporium cladosporioides H39. Conidia of Cladosporium

cladasporioides 39 were produced as in xample 6.
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Pathogen. Monilia fructigena 1067, causing fruit rot in various fruit crops,
was grown on oat weal agar for 14 days at 24°C with 12 hrs blaclklight per day.
To obtain spore suspensions, cultures were flooded with stevile tap water
containing 0.01% Tween 80. Alter zently rubhing with a rubber spaiula to
reraove spores from fungal eultures, suspensions were filtered through sterile
nylon ganze with a mesh of 200 pim. Since sporulation was poor, alse mycelial
fragments, obtaincd after sterile grinding of the mycslial mass, were included
in the guspencions. Ouly mycelial fragiments with move than three celle were
considerad when the concentration of the suspensions was determined with the
aid of & hacimocytometer and a::lj’u_sted with sterile tap water contaiming 0.01%
(v/vy Tween SO to 1102 gpores and myeelial fragments ml? and 1 = 102 spores

and mycelial fragments iul-1.

Experimental degign. Symptoinless organically produced apples cv. Elstar
were nsed in the bio-assays. Apples were surface-sterilised by submerging in
70% ethanol for 1 min and rinsed three-times in sterile tap-watcr. Four apples
were placed into moist chambers (sized 28 = 15 » 9 cia; with moiztened filter
paper on bottom; encloged by a lid) and two wounds (approximately 3 mm in
diameter and § mim deep) were made using sterile coclztail pickers (Jijalkli &
Lepoivre, 1992, In: Folzlema, M., J. 175kl & V. Elad, Biological control of
foliay and post-harvest diseases, IOBC/WFERS Bulletin Vol. 16(11), pp. 106-
110.). Fifty pl of sterile water were applied to wounds of the control
treatments, In another treatiment, 50 pl of a conidial suspension of
Cladosporiuim cladosporicides H39 (2 = 108 vital spores iml?) wers added to

24°C for 24 hrs. Subsequently,

cach wonnd, Treated apples were incubated ab
apples were treated with suspensions of gpores and mycelial fragments of

Monilia fruciigena at 1z 10 and 1 2 103 gpores and mycclial fragments and
ware further incubated in the moist chambers at 24 °C. Lach treatment was

74
T4

carried out in & replicates, each replicate consisting o pples in the same
P 3, I 4 ap)
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molst chamber, and woomst chambers with various treatiments were arvanged in
a coimpletely randomised design. The experiment was repeated twice. The
diawieter of lesions developed from the inoculated wounds was measured 8 and

12 days after application of Monilia fruclig

Results and Discussi

Monilia fructigena cansed severe fruit rot on wounds of apple fruits under the
cxperimental conditions, e.g. lesions were produced in the control treatment of
both experiments on all wounds at the high pathogen level. Application of
counidia of Cladosporium cladosporioides HS9 yveduced the nnmber of infoected
wounds in most cases (Table 20a). The average lesion size was reduced by
antagonist treatments by up to 70% (Table 20h). Qn average, fruit rot
(measurad az lesion size) was statistically significantly reduced by 50% in the
first experiment, and by 30% in the second experiment.

The resnlts demonstrate that applications of Cladoesparium cladosporioides
H39 during the growing season have the potential to protect apple fruits from
pre-harvest and post-harvest fruit vot caunsed by Monilia frectigenc. Also post-
havvest treatiments with Cladosporinm cladegporioides HA9 ave promising to

protect fruit froim post-harvest rot during storage.
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Takle . Application dates and spore germination of applied inocula of HA9 and
R406 (a5 estimated from counting from 1 agar plaie sprayed in the orchayd).

Date of application Spore gerimination (%)
H39 R406

28 June 76 -

2 July 26 -

5 July 47 .

9 July - -

12 July 2 96
16 July 32 97
19 July 28 95
23 July 19 97
26 July 26 94
30 July 23 96
2 August 16 97
6 August 11 90
9 August 4 96
13 August 4 95
16 August 10 95
20 August 4 73

Table 4. Epiphytical colonization of apple leaves sampled st 4 October 2007,
Leavis had besn treated twice per weel from 28 June until 20 August with
H39 and V301.61 (16 applications in total) or from 12 July until 20 August
with R406 (12 applications in total).

Treatment Nuiaber of CTU cmi? leafl surface (hacktransformed)

Cladosporium spp. Hyphal fungi Yeasts
different from
Cladosporium spp.

Control 10056 285 397 al?

H39 2223 1042 152 b

R406 502 400 100 b
(Fprobzo-076) (Fprobzo.069)

1 Values of the same coluinn with cominon letters do not differ statistically
significantly (I.SD; a = 0.05).
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Table &. Lndophytical colonisation of apple leaves sampled at 4 October 2007,
Leaves had been treated twice per wezl: from 28 June until 20 August with
H29 and V201.61 (16 applications in total) or from 12 July until 20 August
with R406 (12 applications in total).

Treatiaent Murabey of CI'J cm? leaf sniface (hacktransformed)
Cladosporium Hyphal fungi Yeasts
Spp. different from

Cladosporium spp.

Control 1.19 b1 4.97 1.95
H39 1.66 a 2.72 3.75
R406 120 b 2.93 1.99
(Fprob:O. 182) (Fprob:O. 171)

1 Values of the same coluimn with common letters do not differ statistically

significantly (LSD; a = 0.05).

Table 6. Effect of spray applications of antagonist R406 on apple leaves in
antumn 2005 on content of DMNA of V. inaequalis in spring as detevinined by
gpecizs-gpecific real-time PCR (TagMan-PCR). Leaf residucs were sampled on
23 to 31 January 2006.

Treatiment pe DNA of V. inaequalis
per g dey weight of leafl in residues of 80 leaves
residucs
Control 372 10093
R406 226 5007 * 1

1 Statistically significantly differcnt from the control treatment (LSDsy =

5057).
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Table 7. Effect of spray applications of antagonist R406 on apple leaves in
antuian 2006 on V. inaequalis ascospore production on leafl residues of 80
leaves in spring 2006.

Treatment Number of ascospores per 80 leaves
Logio- Back-transforimed Relative to
transformed control 1
Coritrol 5.88 749894 100
R406 5.37%*2 235505 31

1 At back-transformed scale.
2 Statistically significantly diffevent from the control treatment (LSDsy =
0.3604).

n

Table 3. Effect of spray applications of antagonist R406 on apple leaves in
10 zutumn S008 on V. inaequalis ascospore production per grarm of leafl ragidues

in spring 2006.

Treatiment Nuiiber of ascogpores per g leaf residue
Logio- Back-transforimed Relative to
transforimed control 1
Control 4.54 34316 100
R406 4.07 * 2 11722 34
LAt back-transforimed scale.

2 Btatistically signmificantly different from the control treatment (LSDsy =

15  0.3183).
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Tahle 9. Eifect of treatiments of young leaves with Cladosporium
cladozporioides H22 and R406 carvied cut during suimmer betwean June 28
and August 20 on ascospore production of Veniuria inaegualis in treated
leaves after overwintering on the orchard floor. Orchard experimeint
2007/2008.

Treaiment Log-Nurnber of ascospores g of

original leaf sarple (fresh weight) lear residuas in spring (dry weight)

Control 4.57 (37,171} 0 5.34 (220,089)
-39 420 *b  (15733) 504 * (109,044)
RA04 4.52 (32,991} 532 (211,203)
e Backtransformed values.
b Signiticantly chfferani from control frsaimant (ona-sided LSD-tesi; a = 0.05).

Table 10. Tffzct of Cladosporium cladosporioides HE9 on spornlation of Neciria
galligena on apple twig segiments incubated in molst chamber at 24°C for 14
days.

Log-number of conidia per straw segment !

Treatment 1x102 gpores ml!  1x103 spores ml? Mean

Experiment 1

Water control  6.64 (4,365,200 6.56  (5,650,80 6.60 (5,981,100
) 0) )

H39 3.76 (5,800) 3.06 (1,100) 3.41 *2 (2,600)

Experiment 2

Water control  6.59 (5,881,600  6.75  (562,500) €.67 (4,666,600
) )

H39 .52 (20,900) 4.44 (87,200) 4.58 * (£8,800)

Nectria galligena was applied at & concentration of 1102 spores ml ! and

1-103 puws ml'118 hrs hefore H29 was applied with ""1 06 gpores il

1 Mean of 5 replicates, each with 4 twig segiments; bacltransformed values in
brackets.

2 Qignificantly different froia control treatment (LSD-test; a = 0.05).
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Tablz 11. Bffect of Cladosporinm cladosporioides H29 on sporulation of
Pleaspora allii (Stemphylivm vesicarium) on necrotic pear leaves incubated in
molst chamber at 24°C for 16 days.

Sporulation index of Pleospoia alliv !

Treatiment 1x102 gpores ml-! 1103 gporas ml-? Mean

Experiment 1

Water control 29.5 36.8 33.1

H39 8.2 26.8 17.5 *2
Experiment 2

Water control 49.0 48.3 43.9

H39 11.5 18.2 14.9 *2

Table 12. Bffect of Cladasporivm cladosporicides H39 on sporulation of
Eotrytis aclada on necrotic onlon leaves incubated in moist chamber at 24°C

for 9 days.

Sporulation index of Boiryiis aclada

Treatiment %102 spores ml? 12103 spores ml? Mean

Experiment 1

Water control 93.8 98.8 9¢.2

H39 10.0 12.0 11.0 *2
Experiment 2

Water control 92.5 83.0 &87.8

HS39 8.8 18.0 13.4 *

Eoirytis aclada was applicd at a concentraticn of 12102 spores ml?! and1:2103
spores iml'! 18 hrs before H32 was applied with 22108 spores ml,
1 Mean of & veplicates, cach with 4 leaf segimeits.

o

2 Sigaificantly different froim control treatment (LE8D-test; a = 0.08).



WO 2009/078710 PCT/NL2008/050794

55

Table 12, Effect of Cladosporium cladospoirioides H39 on sporulation of
Eotrytis cinerea o necrotic yos: leaves incubated in moist chamber at 24°C for

12 days.
Sporulation index of Poliytis cinerea !
Treatment 1x102 spores ml! 1x102 spores inl? Mean

Experiment 1

10

Water control 76.2 35.0 80.6
H39 17.5 43.0 302 *2
Experiment 2
Watey control 1.5 06.2 73.9
H39 35.8 35.0 60.4 *
5
Eoirytis cinerea was applied at a concentration of 12102 spores ml! and1x103
sporcs ml? 18 hyve before H29 was applicd with 2::108 spores il
1 Mean of 5 replicates, each with 4 leaf segrents.
2 Bignificantly differvent from control treatment (LSD-test; a = 0.05).
Table 14, Effcct of Claodosporivm cladosporicides H29 on sporulation of
Lotrylis cinerea on necvotic cyclamen leaves incubated in molst chamber at
24°C for 12 days.
Sporulation index of Botrytis cinerea !
Treatment 1x102 spores ml? 1x103 spores ml!
Experiment 1
Water control 95.0 95.0
H39 28.2 *2 66.5 *
Experiment 2
Water control 95.0 90.0
H39 57.8 * 95.5

15

Botrytis cinerea was applied at a concentration of 12102 spores inl-? and1x103
spores ml? 18 hrs bafore H2Q was applied with 22108 spores mlt.

I Meain of & yeplicates, each with 4 leafl segments.

2 Significantly differcut froin control treatment (LSD-test; a = 0.05).
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Table 15. Bffect of Cladosporivm cladosporioides H29 on sporulation of
EBotrylis cineirea on necvotic Pelargoninm leaves incnbated in moist chamber at

24°C for 12 days.

Sporulation index of Bolrylis cinerea ?

Treatment 1x102 spores ml! 1x103 gpores ml-! Mean

Experiment 1

Water control 54.8 42.0 36.4

H39 1.5 8.5 50 *2
Experiment 2

Watcr contiol 24.5 23.2 23.9

H39 0.2 11.0 5.6 *

Botryits cinerea was applicd at a concentration of 1x102 spores ml! and1x103
gporcs ml! 18 hrs before H29 waz applied with 2+108 spores ml-l.

1 Mean of & veplicates, each with 4 leaf segments.

2 Bignificantly different from control treatiment (LSD-test; a = 0.05).

Table 18. Lffect of Cladosparium cladosporioides H29 on sporulation of
Mycosphaerella fijiensis on nccrotic banana leaves incubated in moist chamber
at 24°C for 15 days.

Treatment Nuraber of colomies of Mycaosphaeiella fijiensis
per leaf segment !

Experiment 1

Water control 5.65

H39 0.15 *2
Experiment 2

Water control 10.15

H39 0.00 *

Mycosphacrella fijiensis was applied at a concentration of 12103 mycelial
fragiments ml! 18 hrs before H39 was applied with £x108 spores ml-2.

I Mean of & veplicates, each with 4 leaf segients.

2 Significantly different from control treatment (LSD-test; a = 0.05).
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Table 17. Effect of Cladosporiim cladosporioides H29 on spornlation of
Fuszarium graminearuin on wheat straw incvhated in moist chaimber at 24°C

for 13 days.

Log-number of conidia per straw segment ?

Treatment %102 gpores ml-l 1%103 spores inl?

Experimeint 1

Water control  5.615 (412,100) £.731 (638,300)

H39 4.759 *2  (57,400) 5.501 (317,000)

Experiment 2

Watcr control  5.872 (744,700)  5.8385 (767,400)

H39 5416 * (260,600) 5.670 * (467,700)

Fuzarium graminearum was applied at a concentration of 1x10? gpores ml-?
and1x103 spores ml?! 18 hys before H39 was applied with 22108 spores ml2.

1 Mean of § replicates, each with 4 straw seginernits; backtransforimed values in
brackets.

2 Significantly different from control treatment (LSD-tesk; a = 0.05).

\
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Tahle 18, Effect of Cladosporivim cladosporioides A9 on sporulation of
Fuecarinm culmorun on wheat straw incubated in molst chamber at 24°C for

13 days.
Log-number of conidia per straw segment *
Treatinen 1x102 spores wal'l  1x103 spores 1ml? Mean
Experiment
1
Wator 6.496 (3,138,290 6.614 (4,111,60 &.555 (3,689,200
control ) 0) )

H39

e}

092 (1,235,900  6.390 (2,454,70 6.241 *2 (1,741,800
) 0) )

Experiment

2
Water 6.446 (2,792,500 6.521 (3,318,90 €.484 (5,047,900
control ) 0) )
H39 5.222 (1,667,200  6.413 (5,588,20 €.8217 * (Z,074,900

) 0) )

Fusarium culmorum was applied at & concentration of 1102 spores ml?
and1x103 spores mlt 18 hrs before H239 was applicd with 2:108 sporcs ml-1,
I Maan of & replicates, each with 4 straw segments; backiransformed values in
brackets.

10 2 Significantly different froimn control treatiment (LSD-test; o = 0.05).
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Table 19. Lffect of Cladosporium cladosporioides HA9 on sporulation of
Alternaria brassicicola on necrotic white cabbage leaves incubatad in moist
chamber at 24°C for 9 days.

PCT/N1.2008/050794

Sporulation index of Alternaria brassicicala

Treatment 1x102 spores mlt  1x103 spores ml? Meaan

Experiment 1

Water coitrol 72.5 80.0 76.2
H39 2.5 23.2 129 *2

Experiment 2

Water control 73.8 37.5
H39 115 * 41.8 *

Alterinaria brasgicicola wag spplied at a concentration of 12102 gpores mll
and1:10% spores wal? 18 hvs beforz H39 was applied with 2x108 spores ml-L.
1 Mean of & replicates, each with 4 leaf segmeits.

2 Bignificantly different from control treatment (LSD-test; a = 0.05).

%
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Table 20, Biffcet of Cladosporivm cladosporiaides H29 on fruit rot caused by
Monilia fructigena on apples cv Elstar incubated in moist chamber at 24° C for
8 and 12 days.

a. Number of lesions produced per 8 wounds.

Number of lesions !

Treatment 1x102 gpores ml?  1x103 spores ml? Mean
Day 8

Water control 4.8 8.0 6.4
H39 1.8 6.6 4.2 *2
Day 12

Water control 8.0 6.4 7.2
H39 7.4 5.4 6.4

b. Average lesion diameter.

Lesion diameter (inm) *

Treatment 1102 gpores mll  1x103 spores inl?! Mean
Day 8

Water control 19.0 43.1 31.1
H39 5.6 24.7 152 *2
Day 12

Watcr control 53.3 85.7 69.5
H39 31.1 66.2 48.6 *

Cladosporium cladosporioides F139 wag appliad to wounds using 50 pl spore

su spc ngion at 2 L106 spores wl?, After 24 hys, Monilia fruciigena were applied
sing 50 pl suspansion at 12102 gpores and mycalial fragments ml ! and 1x103

SpOwb and myu,l al fragments ml-L.

1 Mean of § replicates, each with 4 apples with 2 treated wounds per apple.

2 Significantly diffevent from control treatment (LED-test; a = 0.05).
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Claims

Cladosporium cladosporioides H29, as deposited on 12 December

2007 under number CBS 122244 with the Centraal Bureau

n

chimmelcultures, Baarn, The Netherlands.

Cladogporium cladosporicides 406, as deposited on 13 December
2007 nnd iher CEBS 122243 with the Centraal Durcau
Schimmelcultures, Baarn, The Netherlands.

Composition to control a plant pathogen of leaves, fruits and ears,
comprising a Cladosporium a-:-:orcling to claim 1 or 2

Compogition according to claim 3, whevein said plant pathogzen is
selected from the group consisting of apple scab (Venturia
inaequalis), pear scab (Venturia piring), leaf spot (Rlumeriella
jaapi), vose black spot (Diplacarpan rosac/ Marssoning rosac),
brown spot (Stemphylivm vesicarium), powdery mildew
(Podosphaera leucotricha / Sphaeratheca pannosa), hegonia
mildew (Micirasphaera begoniae), strawberry powdery mildew
(Sphaerotheca macularie), sooty blotch (Glocodes pomigend), fly
speck (Zygophalio jamaicensis), peach leaf curl (Taphrina
deformans), brown rot/spuy canker (Monilia fiuctigena, M. laxa),
pear rust (Gymnosporangium sabinae/G. fuscum), canker

(Nectria galligena), rose blacl: spot (Diplocarpon rosae), rust on

roses (Phragmidivm (uberculadum /Phragmidivm spp.), Bolrylis

spp. in various plants, Mycosphaerclla birassicicola in cabhaze,
Myca.)phuc,cllcz/‘ﬂ( agie In banana, Alternaria sup. in Brassica,
potato and various other plants, Fusarinm spp. especially in

cereals mchiding maize, Phylophihora infesians of potato and

Placimopara viticola in grapevine, preferably wherein szid funga

foliar pathogen is apple scah.

[
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5. A composition according to claim & ov 4, wherein the Cladosporium
1s present as spores.

6. A composition according to claim 5, which further comprises a
carrier for the Cladosporium spores, preferably wherein said

5 carrier is glucose.

7. Composition to conibrol a plant pathogen of leaves, fruits and ears,
whercin an cutract of & Cladosporinm according to claim 1 or 2 is
present.

8. A method to control a pathogen in plants, comprising treating said

10 plants with a composition a-:-cording to any of claiwas 3-7.
9. A mcthod according to claim 8, wherein said composition iz aprayed

o the leaves, fruits or ears of the plant.
10. A mcthod according to any of claims 8-9, wherein control of the

pathogen comprises prevention of infection and/or a decrease of

15 plant damage caused hy said pathogen.
11. A method according to any of claiins 8-10, wherein said pathogen is

selected from the group consisting of apple scah (Veniuria
inaequalis), pear scab (Ventuiia pirina), leaf spot (Blumeriella
Jaapi), rose blaclk spot (Diplocarpon rosae/ Marssonind rosas),

20 brown spot (Stemphylinm vesicarinm), powdery mildew
(Podosphaera lewcoiricha/Sphaerotheca pannasa), hegonia
mildew (Microsphaera begoniae), strawherry powdery mildew
(Sphaerotheca maculaiis), sooty blotch (Gloeades pomigena), fly
speck (Zygophalia jamaicensis), peach leaf curl (Taphring

25 deformans), hrown rot/spur canker (Monilia fructigena, M. laxa),
peay rust (Gymnosporangium sabinae/G. fuscum), canker
(Neciria galligena), yosz blacl: spot (Diplocarpon rogae), rust on
roses (Phragnmidium iuberculatum / Fhragmidium spp.), Foirytis
spp. in various plants, Mycosphaerella brassicicola in cabbage,

30 Mycosphaerella fijiznsiz in banana, Allernaria spp. in Brassica,
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potato and varicus other plants, Fusarium spp. especially in
cereals including maize, Phyiophthora infestains of potato and
Plasmopara viticola in grapevine, preferably wherein said fungal

foliar pathogen is apple scab.

5 12, A method according to any of claims 8-11, wherein said composition
1s applied pre-harvest.
13. A mwethod according to any of claims 8-11, wherein said composition
1s applied post-harvest.
14. Use of a Cladosporinm according to claim 1 or 2, or a composition
10 aceording to any of claims 3-7 for the prevention or treatment of

infection of leaves, fruits or cars of a plant hy a pathogen.

15. A Cladosporium strain according to claim 1 or 2, or a comaposition

pathogen infection.
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MICROORGANISMOS NOVEDOSOS QUE CONTROLAN PATOGENOS EN

PLANTAS
CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La invencidén s2 relaciona con (:I campo del control de patdgenos de plantas,
particularments en hojas, frutos o espigas, mas especificamente en los cultivos de
arboles frutales, tales como &l manzano y en particular, con el control de  la
enfermadad  fangica foliar conocida come sama del manzano  (Venturia

inaequalis).
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La sarma del manzana tiens una gran importancia econdmica en las areas donde

s& siembran los manzanos. Sino se controla, la enfermedad puede causar

grandes pérdidas (del 70 por ciento 0 mas) donde se presenta tiempo hamedo y
frio durant= los meses de la primavera. Las pérdidas son  ocasionadas
directamente por infecciones del fruto o del pedinculo, o indirectamente por la

dcfullaunn repetida que pusde reducir &l crecimiento y produccién del arbaol.

La sarna del manzano (ver figura 1) pueds ser observada en hojas, pecialos,
flores, sépalos, frutos, pedicelos, y con menas frecuencia en los I:woteé y yemas
jovenes. Las primeras lesiones aparscen con frecusncia en el envés a medida que
emergen y son expuestas a infecciones en la primavera. Mas tarde, a medida que
las hojas se& abren ambas superficies son expusstas y se pueden infectar. Las

lesiones jdvenes van de color marrdn aterciopelado a verde oliva y tienen

A
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margenes indefinidos. Con &l tiempo, los margenss se vuelven definidos, pero
pueden oscurecerse si varias lesiones s& unen. A medida qus una hoja infectada
envejece, los tejidos adyacentes a la l=sidn se vuelven mas gruesos y la superficie
de la hoja se deforma. Las hojas jévenes pusden enrollarse, disminuir en tamano y
deformarse cuanda las infecciones son numercsas. Las  lesiones  pueden
permanacar en la superficie superior & inferior de 1a hoja durant= todo &l tu:mpu e
desarrollo de la planta; en ocasiones, las c&lulas subyacentes toman color marrdn
y 'mueren, de modo que las lesiones color marrdn son visibles en ambas
superficies. La cantidad de l=siones por hoja puede variar de una o dos hasta mas
de cien. El término “sheet scab” s usa por lo general para referirse a hojas con la
."supen‘ic:ie completa cubierta de sama. Las hojas jovenes con
menudo se marchitan y casn del arbaol. Las infecciones de los peciolos y
pedinculos tienen como resultado la abscision prematura de las hojas y &l fruto,
respectivaments. A finales del verano o a comienzos del otofio pusden aparecer
lesiones blanquecinas dehido al crecimiento de un hongo secundario en la

superficie de la lesidn.

Las lesiones en los frutos jdvenes tisnen una apariencia similar a 1as que aparecen

vuelven

[x1]

en las hojas, pero a madida que el fruto infectado crece, las lesiones s
corchosas y de color marrdn. Las-infecciones a principio de la estacion pueden
hacer que &l fruto se desarralle desigualments a medida qus las porcionss no
infectadas siguen craciendo. Luego pueden aparecen grictas en la ciscara y la
pulpa o es posible que el fruto se deforme. Toda la superficie del fruto es

susceptible de infeccidn, pero las infeccionas a principio de la estacidn se agrupan

YO
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por lo general alredeador del extremao del ciliz. Las infecciones que ocurren en los
frutos a finales del verano o a principios del otofio pueden no ser visibles hasta
que las frutas estén en almacenamiento. Este sintoma se conoce comao “pin-point
scah”, con lasiones negras circulares rugosas que van de 0.004 a 0.16 pulgadas

(0.1-4 mm) de didmetro.

Aunque investigaciongs n Nusva York han th:;m()b’[l ado que el hongo de la sarna
del manzano pueds sobrevivir el invierno en arboles como conidios en las yemas,
el patégeno generalmentes sobrevive el invierno en hojas y frutos en el piso del
huerto. Las ascosporas son la principal fuente de indculo primario y se producen
dentro de los pseudotecios que se desarrollan en las hojas durante los meses del

nvierno. En un afo tipico en la mayaria de lugares, las primeras ascosparas

"maduras son capaces de causar infecciones cerca al momento de la brotacion de

yemas ¢ poco tismpo después. Las ascosporas sigusn madurando y son liberadas
durante un periodo de cinco a nueve semanas, con un periodo de maxima
descarga durante las etapas fenoldgica de caida ds pétalos. El tiempo requerido
para que la infeccidn ocurra depende de la cantidad de horas de humedad
continua &n las hojas y de la temperatura durants el periodo humedo. Las hojas
jovenas permanecen susceptibles durante un periodo de cincoe a ocho dias pero
en los envesas pueden ser infectados a finales del verano, En cuanto al fruto, la
duracion del periodo himedo requerido para la infeccidn se incrementa con la
edad del fruto el cual a;c»l'utiruLla susceptible hasta la cosecha. Una vez el hongo se
establzce en la hoja o en el fruto, s forman conidios en la superficie de 1a lesién y

se convierten =n la fuente de indculo secundario durant= 1o qus resta de la
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estacidn. Los conidios se diseminan hacia las hojas y frutos en desarrollo debido a
la lluvia y al viento. Pueden darse varios ciclos secundarios severos de infeoccidn
por conidios durante el tiempo de desarrolla de la planta dependisndo de la

frecusncia de los periodos de infeccidn y la susceptibilidad del tejido hospedants.

Bl manejo de la sarna del manzano <s variado, con cultivares resistentes,
condiciones  de salubridad  y  quimicos que se  utilizan hasta cierto  punto
dependiendo del sistema de husrto que se esté utilizando y dez las metas del

cultivador.

La mayoria de los principales cultivares de manzano son susceptibles al hongo,
aunque esto varia de cierta forma. Se han obtenido mas de 25 cultivares
resistentes a la sarna del manzano, entre los que se incluyen Prima, Priscilla,
Jonafres, Redfres, Liberty, Fresedom, Goldrush, y Pristine. La mayoria estan
adaptados a las areas de cultivo de manzanas mas septentrionales de los Estados

Unidos. Todos los cultivares resistentss a la sarna de=l manzano varian en su
susceptibilidad a otras enfermedades de principio de temporada, y todos son
susceptibles a las enfermedadses del verano. Algunos  cultivares  obtenidos

recientements que no han side producidos especificamente para que sean

resistent=s a la sarna tambign muesstran diferentas niveles de susceptibilidad a

sarna.

La prevencion de la formacién de pseudotecios en hojas de manzano que

sobreviven el invierno probablemente eliminaria la sarna comao una seria amenaz
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para la produccidn de manzanas. Por desgracia, eliminar los pseudotecios por

completo na es posible bajo las condicionss de huerto con los métodos actuales.

La sarna del manzano es controlada principalments con rociadores de fungicida.
Existe una gran variedad de rociadores de fungicida con distintos modaos de
accion. Cuando y cémo s usen depends del modo de accidn. Los fungicidas
protectores avitan que las esporas germinen o panstren ¢l tejido de la hoja. Para
Aque sean efectivos, deben aplicarse a 1a suparficie del tejido susceptible antes de |
que ocurra la infeccién, El momeanto en que ocurre la infeccidn puede, entre otras,
predecirse con un prondstico acertado del tiempo. Los fungicidas protectores se
aplican periddlicaments a intervalos de 7 a 10 dias o de acuerdo con los periodos

de infeccidn anticipados.

Los fungicidas post-infeccidn controlan el hongo de la sarna dentro de las hojas y
el fruto. Estos quimicos pueden penstrar los tejidos de la planta para eliminar o
inhibir 2l desarrollo de la lesidn. La capacidad de estos fungicidas para detener las
infecciones se limita a unas pocas horas, o a unes pocos dias (dependiendo del
fungicida especificn), y su efacto a menudo varia de acuerdo con las temperaturas
durante las primeras 24 a 42 horas después de la infeccidn. Algunos fungicidas
pusden |nh|hn 2l hongo incluso después del periodo de incubacién (el tismpo entre

las lesiones de la

a

la infeccidn y la aparicidn de los sintomas). La erradicacién «
sarna del manzano por o gensral no ocurre después de que éstas aparscen, pero
puede lograrse con tiempos de aplicacidén y cantidades conectas de ciertos

fungicidas. La seleccidn de fungicidas para el mangjo de la sarna del manzana se
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hasa en factores diversos, entre los que se incluyen el espectro completo de otras
enfermedadss que deben ser mangjadas en ese momento, el potencial de
resistencia d=l hongo de la sarma del manzano al quimica seleccionade, |a historia
de la enfermadad en un huerto en particular, el mercado final para el fruto y otros.
factores sociales y econdmicos. Las busnas practicas de horticultura, talss como
la seleccidn de un sitio apropiado, la distancia entre arholes y la poda anual,
facilitan un mejor contral quimico al mejorar el cubrimiento del rociacor y reducir el
tiempo de los periodos himedos. Los fungicidas  quimicos  usados en &l
tratamiento o prevencién de la sarna del manzano incluyen manebh, mancozeb,

captan, pirimetanil y tolifluanide.

FPor consiguient2, aun exista [a necesidad de un fungicida natural que sea efectivo
para el contral de la sarna del manzano, no daie <l medio ambiente y no sea

toxico para los seres humanes o animales.
RESUMEN DE LA INVENCION

Los inventores han encontrade dos  nuevos  aislados  de Cladosporium
claclasporioides, es decir C. olac asporioides  H39, como seé consignd el 13 de
Diciembre de 2007 bajo el numere CES 122244 con the Central Bureau
Schimmelcultures, Baarn, Paises bajos y Cladosporium cladasparioichzs R406,
como se consignd el 13 de Diciembre de 2007 bajo &l numero CBS 122243 con
the Central Bureau Schimmelcultures, Baamn, Paisas bajos. Dichos aislados son
atiles en una composicién para controlar un fitopatégeno de hejas, frutos y

espigas. Una composicidn de este tipo es dtil preferiblements para enfermedades



WO 2009/078710 7 PCT/NL2008/050794

en las que dicho fitopatdgeno es seleccionado del grupo que comprends la sarna
del manzano (Venturia inacqualis), la rofa o moteada de la pera (Venturia piring),

mancha de 1a hoja (Elumeriella jaapi), mancha negra del rosal(Diplocarpon rosae)’
Marsaonina rasac), la mancha marrén del peral (Stemphylionm vesicanium) | oidio
del manzano (Fodosphasra leucatricha’ Zphasrotheca pannosa), oidio de 1a
begonia (Microsphaera begoniae),nidio de la fresa (Sphacrotheca macularis),
enfermedad dzl hollin (Gloeades  pomigena),mancha de mosca  (Zygophalia
jamaicensis), lepra del melocotonera o ahaolladura (Taphrina deformans), pudricion
marrén, cancro (Monilla fructigena, M. la=a)roya del peral (Gymnosporangium
sahinas/G.  fuscum),chancre  (Nectria  galligena), mancha negra  del  rosal
(Diplacarpon rosae), roya del rosal (Phragmidium  tuberculatum! Fhragmidium
spp.), Botrytis spp. en varias plantas, AMycosphaerzlla brassicicola en la cal,
Mycasphaeralla fiiiensis en el bananao, Alfermaria spp. En Brassica, papa y otras
plantas, Fusarium spp. especialmente en cersales entre los que se incluye el
maiz, Fhytophthora infestans de la papa y Flasmopara viticola en la vid, mas

¥

preferiblemeants en la que dicho patbégenao fangico foliar sea la sarna del manzano.

Adicionalmente, en tal composicién el Clacdlosponium esta present: en forma de
esporas y ademas comprends un partador para las esporas de Cladospaorium,
preferiblemante en las que dicho portador es glucosa. Coma alternativa, la

composicion puede comprender un extracto del Cladospariun de la invencidn,

En otra r=alizacién, la invencién comprende un método para controlar un patdgeno

en plantas, o que incluye tratar dichas plantas con una composicidn segin la
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o

invencién. Preferentements, dicha composicion &s rociada sobre las hojas, frutos
0 aspigas de la planta. Este método para =l control del patbgeno comprende 1a
prevencidn de la infeccidn y/o una disminucién del daie causado a la planta por
parte de dicho patégeno. Dicho métado podra usarse en contra de cualquier
patdgeno mencionado anteriorments, preferentemente en contra de la sarna del
manzano. Una realizacién adicional en la presents invencidn es el uso de un
aislado de Clacosporium segin la invencién, o una composicion segin la
invencidn para la prevencion o el tratamiento de infeceién de hojas, frutos o
espigas de una planta por parte de un patégeno. La invencién comprende ademas
una cepa de Claclosporium clacdasporioides o una composicion segun la invencidn

para uso en &l control de una infeccién de patégenos de plantas.

i
¢

DESCRIPCION DE LAS IMAGENES

Figura 1. Sintomas de la sarna del manzanco causados por Venturia inacqualis (Vi)

en hojas(a) y frutos (b).

Figura 2. Produccién de conidios de Vi en hojas de manzano tratadas dos veces

9 )

por semana con Claclazsporium clacdlosparioides H39 o RA0A (apro<imadaments 2y

10°® esporas viables ml ™" &n un huerto mansjada organicamente. Randwijk 2007,

Los efectos significativos desde el punto de vnsta estadistico de los tratamientos
g X

individuales en comparacién con el tratamiento de control se indican mediante “*”

de modo separado por fecha de muestrec; prueba LSD desprotegida unilateral;

(=0.0%). M.s.: no hay diferencia significativa; n.v.: no hay valor.
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Figura 3. Periodos de  infeccién  predichos, fzchas de  aplicacionss  de
Claclasporium claclosponioides H29 y azufre con rociador, y fechas de muestrao

(L.: etiquetacdo de hojas nuevas); S.: muestran).

Figura 4. Efecto de los tratamisntos con conidios de Cladosporium clachasporioides
H39 o azufre en la produccion de conidins de Venluria inaequalis. Las barras de la
misma fecha de muestreo con una letra coman difieren de manera significativa

(prueba LSD; a=0.058).

Figura &. Efzcto de los tratamizntos con conidios de Cladasporium clacdosporicices
o azufre en la gravedad de la sama. Las barras con una letra comdn difieren de

manera significativa (prusbha LSD; a=0.05).
DESCRIPCION DETALLADA

Como s detalld anteriormente, la sarma del manzano es una enfermedad que
tiene un gran impacte econdmice para los cultivadores de manzanas. Esto ocurre
especialments con el control de la sarna dzl manzano par mm.. de [0s agricultores
organicoes, quisnes practicamente ne cuentan con pesticidas quimicos alternativos,

especialments ahora que algunos de los agentes que se usan cominmente estan

2l

siendo retirados de manera paulatina debido a los rigsgos ambientales y a o
riesgos de toxicidad general.
Se estd buscando una alternativa en forma de extractos de plantas, ya que dichos

extractos han sido descritos como posibles candidatos para tratar enfermedacles

(&
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fungicas y cumplirian con Ios requisites para agricultura organica. Hace poco se

documeantd el uso de extractos de Yucca (WO 2007/139322).

Sin embargo, ademas de evtractos de plantas, =xisten microorganismos en la
naturalzza que son dtiles en &l control de patdgenos de plantas. Especialments
muchos hongos son conocides por su efecto biocida, como por gjemplo el
Penicillium y Trichoderma. Mas especificaments, también 2xisten hongos que son
egpecialmentes (iles contra patdégenos de plantas. También en el caso de la sarna
del manzano se& han descubisrto hongos con esa caracteristica, fales como
Chastomium glohosum (bougrau, MA. &t al.,, 1987, Phytnpalhul 74701475

Microsphaeropsis ochracea ( Carisse, O. et al., 2000 Phytopathol. 90:351-27

Ophiostama sp.y Fhoma sp. (Quimet, A, =t al |, 1997, Can. J. Bot. 75:632-359).
Se pueden encontrar visionas generales en Burr, T.J &t al, 1993, Biol. Control
G:151-157 y Fiss, M. et al., 2003, Z. pflanzenkrankh. Pflanzenschutz, 110(5):513-
523, Hace poco, se reveld (Ziedan,E.H.E., 2006, Res. J. Agric. & Bicol. Sci.
2(R):2(2-237) que un aislado de Cladosporium cladosporioides, derivado de la
filosfera de la vid, administrado junto con acido benzoico fus efective en contra del
mildiu de la vid causado por el hongo Flasmopara viticola. Se encontré ademas
que aislados particulares de Clacdosporium clacdosporioides pusden ser usados en
contra de las infecciones par Eotnytis y Fusarium (Newhook, F.J. 1957, New
Zzaland Journal of Science and Technology 28 253-54 Eden et al, 1996, Plant

Pathol.45:276-224).

g\
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En la presente invencién se ha descubierto que dos aislados de Cladosporium
clacdlogporioidles son efectivos en contra de enfermedades patogénicas foliare

causadas por hongos, tales como la sarna del manzano. Estos dos aislados son

Claclosporium  cladosporioidss  H39Q  y  Clachasporium  cladasporioides  R40G,

consignados el 13 de Diciembre de 2007 con the Centraal Bureau
Schimmelculturas, Baarn, The Netherlands bajo los ndmeros CBS 122244 y CBS
122243, respectivaments. Coma lo muestra la seién de especificacidn del
experimento, astos dos nuevos aislados tuvieron un claro efacto en el desarrollo
de la sarma del manzano, mientras que otros aislades de  Clada aSporium

clachasporioicdas no tuvieron ningln efecto.

El Clacdogporium claclosporioicks (Fresen.) de Vries pertensce al grupa de los
Fungi imperfectiy su crecimiento se caracteriza por colonias de aproximadamentsa
3 em de diametro cuando son cultivadas durante siete dias en papa-dextrosa agar

a 20 °C. Las colonias de Clachosporium cladosporioick=s son difusas, de color verde
olivaceo vy terciopelo; por el contrario, en malta agar negro verduzeo., Los
conidiéforos son macronzmatos y micronematos, a veces hasta 350 micras de
longitud pero gencralments mucha mas cortas, de 2 a 6 micras de espesar, de
color marron olivaceo palido a medio, lisos u ccasionalments verrugosaos, Los
ramoconidios estan septados 0-1, hasta 30 4 de largo, de 2-5 p de espesor, lisos o
en ocasionss con varrugas diminutas. Las conidios se forman en cadenas de
ramas largas, la mayoria 0-septadas, =lipsoidales o limoniformes, de 3-11 x 2-5

(en su mayoria 3-7 » 2-4) |4, presentan color marrén olivaceo palido, mas
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comunment=  lisos pero verrugonsos =n  algunas cepas  (Ellis, M.B., 2001,

Dematiaceous Hyphomycetes).

Se ha reportade qua uno de Ios metabolitos, la cladosporina, actia como
antifingico. Esta cladosporina ha demastrado tensr propiedades  antibidticas
(Scott, P.M. et al., 1971, J. Antibiotics 24:747-755). Sin embargo, como se discutid
antzriormente, se encontrd en nuestros experi l rimentos que no tados los aislados de
Claclozporium cladogporinides tuvieron un efecto inhibitorio &n la infeccién de la
sarna del manzano. Segun parece, la cladosporina no es funcional en contra de

Venturia inasqualis, o lo que es mas probabls, los aislados del hongo difisren en
su fenctipo de secrecidn y expresién de oladesporina. Posiblements,  otros
mecanismos de modo de accidn estén involucrados en 2l antagonismo de H29 y

R406 hacia Venturia inasqualis y otros patdgenos de plantas.

Las Clackasporium spp. son colonizadores epifiticos comunes de la superficie de la
hoja que a veces se encuentran en altas densidades (Dickinson, 1921). La
colenizacion epifitica por Claclasporium clacdosporioides también se reporta en
hojas de manzano (Fiss =t al, 2000) y frutos (Teixido <t al., 1999) Dichas
poblaciones epifiticas de Cladosporium spp. pueden contribuir al control biolégico
intrinseco que oourre de manera natural. En este caso, el control hioldgico de
consarvacion (Eilenberg et al., 2001) que protege dichas poblaciones beneficiosas
evitando fungicidas con efectos secundarios en pablaciones no objetivo (Teixido et

al., 1999; (Walter =t al.,, 2007) o incluse estimulando de manera selectiva dichas

poblaciones heneficiosas que ocurren  naturalmente, por ejemplo mediante
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aplicacién de nutrientes-especificos, podria contribuir a 1a prevencion de la sarna

del manzano.

Como o muestran los ejemplos, los dos aislados de la presente invencién
moestraron un efecto claro en el contral de la sarma del manzano. Ademas, se
sostien 3 que no solo la sarna del manzano sine cualquier fitopatédgeno fangico de
hojas, frutos 0 espigas pueds ser contralado por dichos aislados. Dicho patdgeno
foliar fungico es seleccionado del grupo que conforman la sarna del manzano
(Venturia inaequalis), 1a rofia 0 moteado de la pera (Venturia pirina), mancha de la
hoja (Blumeriella jaapi), mancha negra del rosal(Diplocanpon rozae’ Marssonina
rasae), la mancha marrén del peral (Stemphylium vesicarium) oidios de varias
plantas como la fresa, el rosal y el manzano, enfermedad del hollin (Glosodes
pomigena),mancha de mosca (Zygophalia famaicensis), lepra del melocotonsro o
abeolladura (Taphrina d=formans), pudricién marrén, cancro (Monilla fructigena, M.
laxa),roya del peral (Gymnosporangium sahinas/G. fuscum),chancro  (Nectria
galligena), mancha negra del rosal (Diplocarpon  rosae), roya del rosal
(FPhragmidium tuberculatum/ Phragmidium spp.), Botrytis spp. en varias plantas,
Mycoasphaeralla brassicicola en la col, Mycosphaerella fijiensis en el banano,
Alternaria spp. en Brassica, papa y otras plantas, Fusarium spp. especialments in
carzales entre 08 que se incluye el maiz, Fhytophthora infestans de la papa y
Flasmopara viticola en la vid, mas prefariblemente en la que dicho patdgeno

fungico foliar s=a la sarna del manzano.

T
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Parece ser nue en &l caso del H39 que la manera de cultivar y la formulaciéin del
hongao tuvieron una marcada influsncia en el efects inhibitorio. Los conidios de
Clachogporium cladasporinicdes H29 producidos en agar harina de avena no fueron
efectivos bajo condicionas de huerto pero aquellos producidos en hojuslas de
avena en un fermentador mostraron efectividad moderada de manera sistematica.

Observacionas al microscopio mostraron que los conidios producidos en hojuelas

de avena en un fermentador fueron mas grandes que aquellos preducidos en agar

avena. Se ha demostrado el efecte del crecimiento medio en la calidad de las
esporas de los antagonistas que da coma resultado un mejor desempeio hajo
condiciones de estrés ambiental para algunos cotros hongos antipatégencs, por
ejemplo, células de Candida sake producidas en medios modificados low., w
(Teixido et al.,1999). La colonizacién de las hojas de manzano por hongos
introducidos depende de la biclogia de las especies introducidas (Kinkel et al.,
1089). En su caso de estudio, poblaciones introducidas de C. globoasum
disminuyaron de manera significativa en pocos dias en comparacién con las
poblacionas de A, pullulans. En los evperimantos anteriores, las composicionas
inhibitorias s& ampliaron =n un intervalo de 2 a 4 dias para garantizar altos niveles
de poblacidn en las hojas. Sin embarga, los primeros resultados en la dinamica de
la poblacién de Cladosporium  clacdosporioides  indican  que después de la
aplicacién de H39 dichas poblaciones aumentaron y que dichos efectos dsl
tratamisnto fueron encontrades incluso después de varias semanas (ver gjemplo

2).

9>
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La formulacidn de=l hongo es importants para la viahilidad de las esporas fangicas
contenidas en la composicion que se ls aplica a la planta. Por lo visto, una
formulacion en la que la glucosa se utiliza coma portador palq lag esporas del

Claclospaorium tiene un mejor desempefio que < hango no formulado.

Coma alternativa, una compaosicién antifingica de la presentz invencion puede
contzner un extracto de uno o los dos aislados de Cladosporium claclsporioides
de la invencion, Se puaden obtener extractos de los dos aislados como se
describa en la documentacién para otros extractos e C/aclc»é;::c;/'iL1/71, y una
persona con destreza en el arte puede obtensrlos faciimente (ver por ejemplo,

Ding, L.at al., 2008, Current Microbiol., 56:229-255).

Ademas, la composicidn puede contener compuestos adicionales que s usan
cominments en soluciones de rociéd«:»r, tales como preservatives, compuestos
supefficie activa, agentes humectantes, y similares. Asimisma, es posible incluir
compuestos antifingicos adicionales u organismos en la composicidn con el fin de
mejorar el efecto inhibitorio. En tal caso, se pusden utilizar niveles inferioras o=
fungicidas quimicos tradicionales, permitienda asi una reduccién deseada en la
cantidad de fungicidas. Como se analizd anteriorments, los fungicidas quimicos
reducen <l crecimiento del hongo patdgeno de la planta y de ese modo cusentan
con ouna oportunidad prolongada para que el Cladosporium logre su efecta. Se
propons, por lo tanto, qus una combinacién de los aislados ds la presente
invencidn con fungicidas quimicos adecuados inhibira de un modo coordinado <l

patdgzno foliar fungico yendo asi mas alla de una simple adicién a los efectos

R
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individuales, Asimismo, una combinacidn de los aislados de la invencién con
cualguier antagonista de patdgeno foliar fungico microbiano serd atil en la

presente invencién.

Ofra realizacion de la invencién es un método para controlar un patogcnn fingico
en las hojas, fiutos y espigas que comprende tratar dichas plantas con una

z

composicidn segan la invencidn.

En dicho métado, las plantas son rociadas con una composicion segdn |a
invencion antes o después de una infeccidén con el patdgenao foliar de la planta.
Rociar antes de la infeccidn serd atil para prevenir una infeccién. Aunque, si las
esporas de Ios aislados no son completamente viabhles, este rociado anafilactico
debe repetirse de manera regular. Si las esporas son suficientements viables, &
aislado de Cladosporium podra crecer en la filosfera de la planta, dando asi
proteccidn duradera ya que evita infecciones y reduce la esporulacion del
patdgeno, haciendo, asi, que la epidemia se haga mas lenta. Ademas, &l aislado
de Clacdlosporium cladosporioicles reducira 1a produccidn tanto de ascosporas en
las hojas de manzano que sobrevivan el invierno como de las esporas de otros
patdégenos de plantas en sus residues lo que dard como resultado menor

incidencia de la enfermedad =n la siguiente estacidn.

Una vez ha ocurrido la infeccidn, &l rociado debe ejecutarse de manera regular

con <l fin de controlar la enfermedad de forma efectiva.

0)]
b

& pueds hacer un tratamiento con una composicién segan la invencién tanto en

precosecha, s decir, cuando los frutos aun estan en la planta, como en

BT
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poscosecha. En la parte experimental se muestra que tambidn el tratamiento

poscosecha es efectivo para combatir infecciones fungicas.

No obstante, otra realizacidn de la invencidn es el uso de una cepa de
Claclosporium  s=gun la invencién, o una compaosicién segin la invencién para la

prevencidn o tratamiento de infeccidén por patdgeno foliar fungico.

Otra realizacién de la presente invencidon es una cepa de Cladosporium como se
identificd anteriorments, o una composicién segin la invencién para uso en el

control de una infeccién par patdgena foliar fingico.
EJEMPLOS

Ejemplo 1 In vitro y pruebas de campo 2006
Material y métodos

Recoleccién de candidatos antagonistas

En septiembre de 2004 s recogisron hojas de manzanas infectadas con la sarna
del manzana en 216 sitios en los paises bajos, Bélgica, y Alemania noroccidental y
sentral. Los sitios de muestreo fueron registrados mediante GPS. La mayaria de
las muestras, compuegstas de 10-50 hojas, provinieran de vigjos arboles estandar o
huertos abandonados sin ningan mansjo de cultivo. De cada muestra se incubaron
hojas verdes con colonias esporulantes de V. inaequalis durante tres dias a 20 “C
en camaras humedas. Después de @s0, s& inspeccionaron visualmenta colonias

de V. inaequalis en aumanto de 10 a 60 vecas para desarmollo de hongos

3
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diferentes a V. inacqualis. Los micelios de los hongos o esporas se aislaron de las
partes aéreas de la colonia con una aguja estéril y fueron transferidos a agar de
avena (20 g de harina d= avena, 15 g de agar, 1000 ml de agua del grifa) y agar
Va (200 ml de jugo V3, 3 g de CaCO;, 20 g de agar, 1000 ml de agua del
grifa),. ambos contenian 100 mg I de estreptomicina y 15 mg -1 de tetraciclina.

Se prapararon cultivos puros partir de las colonias en desarrollo,

Preseleccion de candidatos antagonistas

Se utilizd un rapido sistema de rendimiento total para un primer chequeo de
candidatos antagonistas con respecto a los riesgos potenciales y  viabilidad

ondmica del desarrollo de un producto de biocontrel. Los hongos pertenacientes
al genero Aspergillus, Penicillium o Fusarium— fueron descartados dehido  al
potencial que ticnen varias especies dentro estos géneros para  producir
micotoxinas. Los aislados restantes de  hifas de hongos de fusron cultivados en
cajas de Petn en agar avena durante 21 dias a 18 °C y 12 horas por dia en
oscuridad; se cultivaron levaduras agar de levadura basal (10 g de peptona
bacteriolbgica, 1 g de extracto de levadura, 20 g de glucosa, 20 g de agar, 1000 m|
de agua de grifo) durante 5 dias a 16 °C. Para cada aislado, se determiné la
produccidn de esporas o células de levadura por lamina con ayuda de un
hemocitometro después de la |»|c|;=|ra« i6n de las suspensionss usandao 3 gua del
grifo esterilizada que contenia Tween 30 al 0.019%. Se descartaron los aislados

que proedujeron menos de 1x 10 % esporas o adlulas de levadura por lamina. Disz pl
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cde las suspensionas fueron colocados en laminas en duplicado en celdas estériles
de 16 mm de didmetro que contenian 1.5 ml agar d= malta (1 g de extracto de
malta, 15 g de agar, 1000 ml d= agua del grifo). Se incubaron diferentes [Aminas
con campos inoculados a 5, 13 y 36 *C en oscuridad durants 14 dias. Una lamina
adicional con celdas que contenian agar de malta ajustada a aproximadamente -
10 y -7 MPa agregandols KCIx a 18 °C durante 14 dias. Se inspeccionaron los
campos &n busca de crecimiento fungico y se descartaron los hongos que
producian calonias a 36 °C y aquellos que no produjeron colonias a5 *C o a-10 0
-7 MPa. Los aislades restantes se almacenaron en papa dextrosa agar (Oxoide,

39 g, 1000 ml de agua del grifo) a 4 °C hasta uso extra.

Produccion de inéculos fiingicos

.

Los conidios del aislado maonosporico MEBSGSE de V. inasqualis obtenidaos de
Bengtsson, Royal Veterinary and  Agricultural  University, Frederiksberg C,
Dinamarca fueron producidos siguiendo <l métado de Williams (1976). Botellas de
Duran (500 ml) con 40 ml d= caldo de papa dextrosa 24 g |- 1) y una mecha de
queso de tamanio da 10x25 cm evtendido en la superficie interna de la batella, 1a
parte inferior tocando &l madio fueron autoclavadas e inoculadas con 250 pl de
una suspensién de fragmentos micélicos de V. Inasqualis preparades inundarndo
un cultivo del hongo sembrado en agar de papa dextrosa con agua estéril y
frotando suavements con una espatula estéril de caucho. Las baotellas inoculadas

fueron incubadas a 18 °C en oscuridad. Durant= los primeros 4 dias, las bhotellas

é‘@
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fueron incubadas en posicién horizontal de modo que la mayor parte d= la mecha

estuviese cubierta por el caldo.

Después de esa, se incubaron botellas en posicidn vertical. Las botellas fueron
rodadas cuidadosamentz a los dias 2, 7 y 11 para distribuir <l caldo con micelios
en crecimiento por toda la superficie de la mecha, Luego de 14 dias, =l caldo
nutriente fue decantado y 32 agreqgaron 200 ml de agua de qrifo estéril v se
agitaron las botzllas manualments  durante varios minutos. La suspensidn conidial
resultante se filtrd mediante gaza ds nilén esteril con una malla de 200 pm y se
centrifugé a 5800 g durante 30 min a 6°C. El granulo con conidios fue
resuspendido  en agua del grifo; se determind la concentracidn conidial con la
ayuda de un hemocitébmetro y se ajustd a Sx 10 S esporas por mi ! agregando

agua del grifo estéril. Se almacend la suspension a -18°C hasta 2l momento de

uso. El resultado fue aproximadaments 2x10 © conidios por botella.

Para los experimantos de preseleccidn, s2 sembraron los aislades candidatos de
horigos en hifas en agar de harina de avena durante 23 dias a 18 °C y 12 horas de
oscuridad por dia; s sembraron levaduras en agar de levadura basal durante &

dias a 18°C. Se prepararon suspensiones de esporas o células de levadura

V]

inundanda cultives con agua del grifo estéril que contenia Twaen 80 al 0.019%%,
frotando suavements con una espatula estéril de caucho y realizando una filtracién
a través de gaza de nildén estéril con una malla de 200 pm. Se determinaron as

concentracionas de las suspensiones con la ayuda de un hemocitimetro y se

4
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ajustaron las concentraciones a 1x 10 & esporas o célula por m =" agreqando aqua
|

del grifo estéril que contznia Tween 80 al 0.01%.

Para aplicaciones en los huertos, los hongos fueron producidos de la misma
manera pera las concentraciones fusron ajustadas a 2x10 © asporas ml ' a la
menes 1. Conidios de dos aislados también fueron producidos en un fermentador,

secados y formulados como polvo humedecible y almacenado a 5 °C. La viabilidad

campo en agar. La concentracidn de suspensiones de conidios fue ajustada a
210 ® conidios viables por ml -, La viabilidad d= los esporas en las suspensiones
aplicadas al campo siempre fue revisada dos veces rociando por suspension en
agar de extracto de malta (1 g de extracto de malta por litro) modificado con
tetraciclina a 15 mg -1y estreptomicina a 100 mg ' en el huerto y evaluando el
porcentaje de esporas germinadas después de [a incubacidon a 20 °C durante 24

horas.
Ensayo de semillero

Se sembraron semillas de manzano ov Golden Delicious (G.J. Steingaesser
SComp.GmbH, Miltenbarg, Alemania) en arsna himeda y se estratificaron a 4 °C
durant2 6 semanas en oscuridad. Después, se sembraron mas semillas en la
arena himeda a temperatura ambiznte y a la luz del dia. Después de
aproximadamsnte 14 dias, las semillas jévenes fueron trasplantadas a materas |,
una semilla por matera (6 cm cuadrados, 8 cm de alto). Se sembraron semillas

durante 22 dias con ciclos de 168 horas de luz a 12 °C y & horas en oscuridad a 12

o
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°C. Las plantas usadas &n los experimentos tuvieron al menos 4 hojas totalmente

’expan«hriac

i

Las semillas fueran rociadas con suspensiones de conidios de V. inasqualis (1x 10
5 ml ~ ") hasta agotar la suspension y fusron puestas en una camara hameda
r:émpuesta des bandsjas plasticas cerradas con una tapa plastica transparente.
Después dz 2 dias de incubacién a 15 °C con luz difusa, se quitaron las tapas de
las bandejas y las semillas se incubaron durante 2 a 4 dias a 85 % RH, 15°C y 16
horas luz por dia. Después de eso, semillas inoculadas con V. inasqualis fueron
rociadas con suspensiones de 10s aislados anteriormente encantrados o agua que
contznia 0.01% Tween 30 coma cantral. Se usaron dos semillzros por cada replica
de cada tratamientn. Los grupos de 2 semillas inoculadas fusron colocadas en una
carpa de polistilzno en un disefo de bloque con 6 blogues (réplicas) y aleatoriedad
dentro de los bloques. Se evitd el contacta entre hojas de plantas vecinas o el
polietilenc. Las semillas fusrcn sembradas durantz 9 a 12 dias a 15 “C, con 18

horas de luz pordiaa 138 pEs 'm~2

De ambas semillas de cada replica, se remaovieron cuidadosaments las cinco
hojas verdaderas mas hajas (e¥perimentos 1-5) o la hoja mas joven recién abierta
al principio del experimento (stiquetados con un anillo metalico; “huj:lb jovenss”) y
se remaovieron cuidadosamente los 2 hojas vigjas siguientss (experimentos §-14);
“hojas vigjas”). Las hojas de cada grupo replica de hojas fueron agrupadas,
puestas en botellas de Duran (100 ml) que contenian 15 mil de agua de grifo con

0.01% Tween 80 para musstras que contznian 2 hojas mas javenes o 30 ml para
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muestras de hojas que contenian 10 hojas (experimentos 1-5) o 6 hojas

R .

(experimentos K-14). Las batellas se agitaron con un agitador a 700 OCS min

Se determind la concentracidn de conidios de V. inaequalis por cada suspension
con la ayuda de un hemaocitdmetro. Se midizron las superficies de hoja de cada
grupao replica de hojas con un medidor de arza (LI-COR Biosciences, madel 3100,

Lincoln, USA.).
Ensayo de huerto

Se pocléron varias hileras de varisdad Jonagold dentro de un huerto manegjado
organicameants en Randwijk, paises bajos, durante la primavera y el verano de
2006 de modo que los arboles produjeron nuevos brotes con hojas nuevas
altamente susceptibles de V. inasqualiz. Dependizndo del desarrollo del arbol y las
condiciones de crecimiento para los arbolzs para se llevo a cabo 1a poda de los
arboles aproximadamente 2 a 5 semanas antes de que s& usara un grupa de
arboles para un experimento. Ademas, s removid [a mayoria de frutos jovenes de
los arboles para estimular el desarrollo de nusvas brotes. Los arboles usados para
evperimentos a principins del verano (experimeantos 1 a 4) no fuzron tratados para
control de la sarna del manzano en el 2006, Los arboles usados en experimentos
posteriores después de mediados de Julio fusron tratados con un programa de
azufre como de costumbre para el huerto organico a principios de la estacién para
retardar la epidemia de la sarna del manzano pero permanecisron sin ser tratados

al menos 3 semanas antes y durante los experimentos.
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Se llevo a cabo una serie de 8 evperimentos, cada uno en un grupe diferents de
arbales. Por cada experimento se escogieron de 2 a 6 arboles, dependiendo de la
cantidad de brotes recien producidos por cada uno de 6 bloques (réplicas). Dentro
de cada bloque, se realizaron 7 tratamientos. Por cada tratamiento (por replica) se

utilizaron 3 brotes producidos en la misma rama. Los brotss fusron etiqustaclos
con anillos metalicos con calor para que las 2 hojas mas jovenes totalmente
expandidas al dia del primer tratamiento se pudiesen distinguir d= las otras hojas
del brote. Los tratamientos consistieron en rociar agua del grifo qus contenia
0.01% Tweaen 80 como control, o suspensionss de esporas recién producidas del
antagonista Claclosporium  cladosporioides HZ9. Se  realizaron  tratamientos.
separados con esporas producidas por fermentador formuladas como polvo seco y
resuspendidas en agua del grifo que contenia Q.01 % TWEEN 30. Se hicieron
aplicaciones con rociador usando un rociadar de bolso de aire comprimido a 250
KPA hasta escunir. Los diferentes experimentos se llevaron a caba en el periodo
entre Junio 22 y Septiembrz 28 del 2006, Los experimentos comenzaron con el
primer tratamiento 1 a 3 dias después de que un periodo de infeccicn por V.
inaequalis habia sido predicho de acuerdo con la tabla Mills basada en la duracién

[a]

de la humedad de la hoja y la temperatura. Las fechas de inicio de los 8
experimentos fueron Junio 22, Junio 29, Julio &, Julio 31, Agosto 3, Agosta 7,
Agosto 21 y Agosto 24 de 2003, En el experimanto 5 el tiempo entre el periodo de
infeccidn esperado y la primera aplicacion se prolongd a diez dias pero las hojas

ya estaban etiquetadas 1 a 3 dias después del periodo de infeccién esperado

como en los otros experimentos. Durante todos los experimentos, se rzalizaron
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tratamientos postariores a intervalos de 3 a 4 dias. En los primeros 3
exparimentos, se musstrearon hojas 18 dias después del primer tratamiento y par
consiguients a los 19 a 21 dias después de un pericdo de infeccidén esperada. En
Ios experimantos 4 al 7, se tomaron muzstras die hojas 24 a 25 dias después del
primer tratamiento (y por consiguients 25 a 28 dias después de un periodo
esperado de infeccidn para incrementar sl periodo de tiempo para la esporulacion
de V. inaequalis y para posibles interacciones antagonistas. En &l experimento 8,
se tomaron muestras de hojas 24 dias después de la primera aplicacién y por

~

consiguients 34 dias después del periodo de infeccidn esperado.

En cada experimento, se agruparon las 2 hojas mas jévenss totalmente
expandidas al principic en el experimento junto con las 2 hojas mas jdvenes
siguizntes (svpandidas durante <l curso de los experimentos) para los 3 brotes
pertenecientas al mismo replica de modo que una muestra constara de 12 hojas
(*hojas jovenes”). Del mismo hrote, las siguientzs 3 a 12 hojas mas vigjas,
dependiendo d=l tamanio del brote, fueron también tomadas como muestra y

“n

agrupadas de modo que las muestras constaran de 9 a 26 hojas (hojas mas
vigjas”). La cantidad promedio de hojas mayorss tomadas como muestra en los
diferentes experimentos fue 21.8. Se' pusieron muestras de hojas jovenes en
botellas de vidrio dz 250 mb 2 horas después, se agregaron 100-150 ml
(dependiends de la cantidad de hojas) de agua del grifo con 0.01% Tween S0y las
hotellas se agitaron con un agitadar a 700 QCS min = ' durantz 10 min. Se

procesaron muestras de hojas mayores en la misma forma usando botellas

plasticas de 1000-ml con 150-350 ml (dependiendo del nimero de hojas) de agua
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de grifo antes de agitarse. De las suspensiones obtenidas, se almacenaron
submuestras de 6 ml a -12 °C. Se determind la concentracién de conidios de V.
inaequalis para cada suspensidn con la ayuda de un hemocitémetro. Se midid la

superficia de la hoja de tadas [ag hojas par musstra con un metr de area.
Estadisticas

Se calculd la cantidad de conidios de V. inaequalis producidos por cm ~2 de hoja
por replica. En caso de no detactar conidios, se fijo una deteccidn limite a un
conidio contada en la suspensién conidial, lo que tuvo como resultado un limite de
deteccién promedio para los distintos evperimentos de aproximadamente 100
conidios por cm "2, por gjemplo, varianda, dependiendo de las superficies de las
hojas para los distintos réplicas, entre 74 y 212 cm ~ 2 para los primsros 2
experimantos realizados bajo condiciones controladas. Los datos obtenidos para
dos edades diferantes de hojas fueron transformados a logaritmos naturales y
analizados  separadamente por edad de la hoja mediante ANOVA. Los
evpzrimentos llavados  a cabo bajo condiciones controladas s& analizaron por
separado comparando las medias de [ns tratamientos de control y los tratamiantos
antagonistas individuales usando pruebas LSD no protegidas (¢=0.05). Ya qus los
P-valores de ANOVAS a menudo fueron mayores a P=0.05 no se hicieron
comparacionzs mualtiples adicionales entre los trdtamh-ntn & antagonistas (Ot y
Longnecker, 2001). Para los axperimentos de campo, los datos transformados a
logaritmes naturales obtenidos para dos edades diferentes de hoja se analizaron

separadamente por edad de hoja mediante ANOVA con un disefo de bloque, con
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experimentos individuales considerados comao bloques principales y se hicieron
tratamientos al azar dentro de los 6 bloques réplicas de cada experimento. Se
indicaron los efectos significativos del tratamiento desde el punto des vista

~ estadistico (pruebas LSD protegidas a=0.05).
Resultados
Aislamiento de hongos de las colonias de V. inaequalis y preseleccion

Con frzcuencia se observd crecimiente de hongos diferentes a V. inaequalis en
colonias esporulantes del patégena y se obtuvieron varios cientos de aislados
fungicos. Los aislados fueron agrupados segin el momento de aparicidn de la
colonia y se probaron en total 142 aislados que representaban distintos tipos de

colonias. 131 de los 148 aislados produjeron mas de 1x10 ° esporas o células de
levadura por lamina y fueron sembrados a diferentes temperaturas y potenciales

de

1

ajua. De estos 131 aislados restantes, todos lograron crecer a & °C; 168 no
crecieron a -16 MP. 14 crecieron a 26 °C de los cualzs 1 aislado no crecid a
WP=10 MPa. Ya que muchos de esos aislados con la combinacidn de
caracteristicas preferida pertenscian a Cladosporium spp., solo se probo un
subgrupo de aislados escogidos al azar dentro este grupo en semilleros. En total,
se probaron adicionalments 65 rlt— Ins 102 aislados en bioensayos en semilleros

de manzano.
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Pruebas de semillero
Se llevaron a cabo 14 evperimentos en semilleras, En los tratamientos de contral

de los primeros cinco semilleras, la produccidn de conidios en las cinco hojas mas
jé.\)-3|1es del semillaro fue en promadio 3596 conidios cm™ y varid para los
diferzntes  experimentos  entre 1339y 1509 conidios  om@ (valores
transformados).Dado que la produccion de conidios fue alta en la hoja mas joveny
mucho menar en las hojas mas vigjas se decidid muestrear dichas hojas par
separado en los experimentos siguientes. En los experimentos 8-14, la conidiacién
promedio en la hoja joven fue de 2396 aonidios cm™ vy oscilé para los diferentes
experimentos entre 725 v A186 conidios por em™ (valores transformados) . Para
las hojas mas vigjas, la conidiacion pramedio fus  de 4583 conidios par em™ y
osailé para los diferentes experimentos entre 144 y 1312 conidios por em™
(valores transformados). La variacion en la conidiacion fus no solo alta entre

exparimentos sino tambien dentro de los experimentos entre grupos de semillsros

replicas.

La mayaria de los 80 candidatos aislados probados en semilleros no redujo
significativamente  desde el punto de vista estadistico la conidiacién de V
inazqualis . Un aislado, Cladlasporium clachspaorioides H39 causd una reduccidn
significativa en las hojas jovenes o mayores o cual puda repatirse en sxperimento
independient=s  postariores. Sin embarge, la eficacia de estz antagonista
(ralculadas con hasz en valores transformados para las hojas jovenes) vario entra

85 a 79% para Cladosporium cladosporioidles H29 en los exparimentos en los
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cuales este fue probado y la reduccidn de conidiacién fue en algunos casos no
significativa desde &l punto de vista estadistico. (Tabla 1). Algunos otros aisladaos
mostraron un fuarte sfecto antagonista significativo desde =l punto de vista
estadistico en un experimento pero dichos efectos similares no pudiercn ser
repeticlc»s._ Dichas  aislados  pertenecian a  A.pullulans,  Cladosporium
claclosporicicles, P. pinodella, y Cladasporium spp. En ningln caso sé abservd
incremento en 1a eonidiacidn de V. inaequalis despuis de la aplicacidn de los

aislados candidatos.

Prueba de huerto del 2006.

La sarna del manzanc se desarralld de manera moderada en &l huerto antes de
que el primer evperimento comenzara en Junio 22. En Junio y en la primera mitad
de Julio, condiciones secas acompanadas de temperaturas diarias a menudao por
encima de los 30 °C no fueron favorables para un desarrollo adicional de 1a sarna
del manzano. Después de eso, vel tiempo fricey lluvioso fue bastants favorable para

la sarna dezl manzano hasta el final de los experimantos.

Durante los primeros 3 experimentos llevados a cabo bajo condiciones secas y

cdlidas se encontraron 2.1 a 12.5 x 1000 conidios por cm™ (valores transformaclos)
- . Y e .

en hojas secas y 9.5 a 40.3 v 1000 conidios par em™ sobre hojas mayores en

terrenos de contral tratados con agua (Tabla 2 A, B) Después de que el clima

cambid a condicionss humeadas y frias a madiados de Julio, se encontraron 46.3 x

v g e . . - - T -]
1000 conidios por cm™ sobre hojas jovenes y 9.3 x 1000 conidios por cm™ en

\OO
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hojas de los tratamientos de control en el experimento 4. Durante los expearimentos
siguientes las cantidades de conidios se incrementaron a 227.2 x 1000 conidios
25

por em™ sobrs hajas jévenes y 132.1 conidios por cm sobre hojas mayaores en el

experimento 8.

Se evalud Ia_ viahilidad de las esporas aplicadas en las 25 fechas de aplicaciédn
durante el curso de la serie de svperimentos para cada suspension en una lamina
de agar rociada en el campo. La viabilidad del Cladospornium cladosporioicdes H39
fue de 92% (oscilando entre 22 y 99%). Las esporas formuladas de Clacosporium
claclosporioicdles H39 tuvieron una viabilidad de aproximadamente un 47% al
principio de los exparimentos. Coando se prepararan suspensionss de esporas
para aplicaciones  en  campo, las  esporas  formuladas  de  Cladosporium
claclosporioides H29 formaron grupos conformadas por aproximadamente 5 a 50
esporas en las suspensionas para rociar de maodo que no fue posible determinar
de manera precisa la germinacidn de las esporas. La mayor parte de grupoes de
suspensiones rociadas en las 11 aplicaciones mostraron crecimiento fangica. Salo
algunos grupos de esporas aplicadas entre el 10 de Agosto vy el 29 de agosto
mastraron crecimisnte fangico. Se pusds asumir que las esporas formuladas
almacenadas que  habian  sido  usadas  perdieron  su o vigor  durante el
almacenamiento para los Gltimos tratamientos durante el experimenta 4 y todos
los tratamientos durante los experimentos & y 6. Desde finales de Agosto en
adelants, se uséd un nuevo grupo de esporas formuladas del cual la mayaoria de
grupos de esporas mostrd crecimiento fangico. No se encontraron efectos de

tratamientos  significativos  cuando los  dates fueron  analizados  para cada

\O\
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experimento por  separado. Para un  analisis  global, se  excluysron  los
experimentos 1, & y 6 dado que el formulado viable Cladospaorium cladasporiaicles
H329 no estaba disponible durante &l experimento 1 y la y la viabilidad fue haja
durante los ewperimentos &5 y 6. Se encontrd una reduccidn significativa del
namero de conidios por cm?  para los tratamientos con Cladosporium
claclosporioides H29 tanto en hojas javenes comao viejas (Tabla 2 B). En promedio,
la produccién de conidios se redujo en un 42% en hojas jovenss y 38% en hojas
MAs vigjas. Esta tendencia se encontrd durante los primeres 3 exparimentos
llevados a cabo bajo haja presion d= la enfermedad asi coma durante los Gltimos 2
experimentes llevados a cabo hajo alta pre esidn de la enfermedad . Las &sporas no
formuladas del aislada no redujeron la conidiacién de V. inaesqualis. Al aplicarse la
formulacion de Claclasporium cladospaorioides H29 que contenia solo unos pocos o
ni siquiera un conidio vivo, durante los experimentos 5 y 68, no se encontrd una
tzndencia a que Ia formulacién en si misma tuviese algun efecto reductor en Ia

conidiacidn (Tabla 2A).

Ejemplo 2 prueba de huerto del 2007
Material y métodos

Inoculo fangico

El Clacdasporium clados /'»o/m/da-s H29 fue producido como en el gemplo 1. El
products formulacdo contenia 2.0 v 10 2 esporas 97 con una viabilidad del 20%.
Durante &l experimento, &l grupe de HZ9 formulado fue almacenado a 4 °C en

oscuridad en balsas plasticas. Se hicigron suspensiones agregandole 10s ¢ Jrqnulns

koQg



\(b

WO 2009/078710

Lo
[

PCT/NL2008/050794

formulados al agua Tween (0.01 %) y revalviendola sin ningln pretratamiento
adicional. La concentracian final fus de 1:10 7 asporas por ml ™, equivalentes a 2x

10 ® esporas viables por ml ™"

Se produjeron esporas de Cladasporium cladosporioicdzs R406 en cajas de Petri
en agar de harina de avena (20 g de harina de avena, 15 g de agar, 1000 ml de
agua del grifo) a 20 °C con 12 horas en oscuridad por dia. Despuds de 2 semanas
de incubacidn, las esporas fusron suspendidas en agua del grifo que contenia
0.01% Tween 20 y agregadas a las laminas. La suspension se filtrd mediante gaza
(malla de 200 ¢ m) para remover las celulas de micelios y se contd la cantidad de
esporas usando un hemocitémetra. Las esporas producidas fueron de & a 30 x10 8
esporas por lamina d= agar (90 mm de didmetro) con una viahilidad promedio de
93%, que oacild entre 73y 97% para las suspensiones preparadas en fechas
diferentes. Todo el tiempo se revisd la viabilidad de las esporas en las
suspensionss aplicadas al campo rociando suspensién en <l agar de extracto de
malta (1 g de extracto de malta, 15 ¢ de agar, 1000 ml de agua de la lave,
madificado con tetraciclina a 15 mg 17 y estreptomicina a 100 mg 1! en el huerto y
evaluando el porcentaje de esporas germinadas después de la incubacién a 12 °C

durante 24 horas.
Huerto

El experimento se llevd a cabo en 3 hileras de la varigdad Jonagold dentro de un
huerto mansjado organicaments en Randwijk, paises bajos. El objetivo  del

experimento fus contralar 1a epidemia d= vzrane de Venturia inasqualis (V')



WO 2009/078710

w
w

PCT/NL2008/050794

mediante aplicaciones antaJunlbtas comenzando a finales de Junio. Por lo tanto
era esencial permitir [a iniciacidn de una epidemia leve a moderada en los huertos
durante la estacién primaria. El tiempe de las aplicacionss de azufre fue previsto
de forma que las infecciones primarias por ascosporas pudieran ocurrir pero la
evolucidn de la epidemia pudiera controlarse. No se planearon aplicaciones de
azufre mas alla de finales da Mayo. Las condicionas de tiempo inusuales duranta
la estacidn primaria del 2007 con un periodo de 4 semanas sin lluvias fusron muy
desfavorables para la liberacion & infeccidn de ascosporas Vi Después de que el
tiempo se tornd mas favorable después de Abril, se desarroll®d una epidemia leve
de sarma del manzano hasta comienzos del evperimento. No se realizaron

tratamientos con azufre para reducir la evolucién de la epidemia.
Disefio experimental, tratamientos y valoraciones

El experimento s& lleva  a cabo en un disefic con 6 bloques, con 2 blogues en
cada una de las & hileras de arboles. Cada blogque estuvo conformade por 4
terrenons cada uno con cuatro arboles, Entre 1os terrenos, 2 arboles no tratados
sirvisron como barrera. Los diferentes tratamientos fueron distribuidos al azar en
dichos terrenos. Se plan=d rociar los 4 arkoles de cada terreno a un ritmo de 2
litros por terreno 2 veces por semana con los siguientzs tratamientos: (1) agua de
grifo agregandole Tween S0 (0.01%) como control; (2) suspension de H34
formulado (2x 10 ® esporas mib -' ) (23) suspension de R40A formulada(2s 10 %)
esporas por ml 7 ).Las aplicacionss se hicieron dos veces por semané en 16

fechas entre Junio 25 y Agosto 20 un rociador manual que opsraba con aire

LO
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comprimido (AZ09, Edzcon, Ede, paises hajos) con una pluma de 2 m y una
boca(Birchmeir Helico saphir 1.2, 2 F-0.G; presidon de 250 kPa). Dado que las
esporas formuladas de R406 no estaban disponibles en el momento  del
exparimento, =l tratamiento (3) se llevd a cabo con esporas recién producidas en
el laboratorio para cada aplicacién. Lés aplicaciones de R406 dos veces por
semana comenzaren con un retrase el 12 de Julio de modo que este hongo se
aplicé solo en doce fechas. Debido a que no se pudieron producir suficientes
esporas, solo ramitas seleccionadas y etiquetadas fueron ohjeto de rociadas

multiples en vez de tratamientos a todo et arbol,
Valoraciones
Produccion de conidios

La produccidon de conidios fue valorada en hojas  jhvenes  susceptibles
desarolladas durante 2l curso del experimento en 3 fechas de muestreo para las
hoja tratadas con agua —Tween como control, o suspensiones conidiales de H39 y
para dos fachas de muestrea de R406. Las fechas de muestreo s escogizron de
modo que grupas de hojas susceptibles presentes durante un periodo de infeccidn
pradicho fueszn muestreados aproximadamente & semanas después del periodo
de infeccidn. Se usd la tabla de Mills, basada en la duracién de la himeda de 1a

hoja, para pradecir periodos de infeccidn. Por cada muestreo, la segunda hoja

e
g

Mmas joven recien abierta fue etiquetada 1 a 3 dias después de un periodo
~

infeccién predicho en un grupo de 3 ramitas pertenecientes al mismo arbol en

cada tzrreno. Luego de & semanas, las 2 hojas recién abiertas en la fecha de
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etiquetado y las siguizntzs 2 hojas mas jévenes, abiertas después del etiquetado,
fusron muestrzadas dando como resultado una musstra compuesta por 12 hojas
por terreno. Las muestras de haja fueron puestas en botellas de vidrio de 250 ml.

Dos haras despuss, se agregaron 100-150 ml de agua d= grifo con 0.01% Tween

A0(dependi=ndo de la cantidad d= hojas) y la botellas se agitaron con un agitador

(Stuart scientific D1, UK)a 700 OCS por min™ durantz 10 minutos. De las
suspensiones obtenidas, se almacenaran submuestras de 6 ml a -15 °C y la
concentracién  de conidios de Vi se determind  postsriorments para cada
suspensian con la ayuda de un hemaocitimetro. Se midid la superficie de hoja de
todas las hojas por musstra con metro de area (LI-COR Biosciences, model 3100,

Lincoln, U.S.A)

Las fechas de muestrzo fueron Agosto 6 (de las hojas etiquetadas en Julio 2),
Agosto 16 (de hojas etiquetadas en Julio 12), y Agesto 20 (de hojas etiqustadas

en Julio 16).

Colonizacién endofitica y epifitica. El 4 de Octubre se recolectaron de cada
terreno veinte hojas de arbol etiquetadas tratadas con agua —Tween (control) o
sus_[:»ensiones de asporas de HZ9 y de ramitas tratadas con suspensiones de
esporas de R406. Todas las hojas muestreadas se hahian desarrollado en los
arboles durantz el periodo entre Junio 25 y Agosto 20 cuande la serie de
aplicaciones con rociadar s& habia hecho. Se puede asumir, por consiguients, que
todas las hojas fueron objeto de una o varias aplicaciones de esporas en las

etapas de desarrollo joven.

.\%
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De cada hoja, se cortd un disco de hoja (9 mm de didmetro) usando un
sacabocados. Los 20 discos de hoja resultantes por muestra fusron agrupados en
A0 frascos esterilizados de 50 ml que contenian 10 ml de agua-Tween astéril
(0.01%) y Ins frascos s= agitaron usando un agitador a alta velocidad (700 QCS
min-1) durante 10 minutos. De las suspensionses resultantes, se prepararon
disoluciones seriales (1:10) v se pusieron 100 pl de suspensionas disusltas y no
disueltas en lAminas en cada una de 2 laminas de agar que contenian agar de
malta (10 g de extracto de= malta, 15 g de agar, 1000 ml de agua de grifo)
madificada con 100 mg -1 de estreptomicina y 15 mg -1 de tetraciclina. Las
laminas se incubaron a 20 *C en oscuridad y se contaron colonias de

Cladosporium cladagporioides, otro hongos hifales y levaduras después de 4, 7,y

[a

11 dias. De los conteos de colonias, s2 calculd el nimera de colonias que formaba
unidades (CFU) por cm-2 superficie de hoja por cada musstra. Después de agitar
los discos de hajas para remover epifiticamente los hongos presentzs, los 20
discos de hoja agrupados por muestra fusron superficialments esterilizados y
homogensizados en & ml de agua estéril usando un mortsro para esterilizar la
superficiz, los discos de hoja fusron sumergidos en 98% de etanal seguido de una
inmarsidn durant= 1 minuto en hipoclorito de sodic 0.5% y posteriorments
enjuagados 3 veces con agua esterl. De los homogsnsizados resultantes, se
prepararen disclucionas seriales (1:10) en agua estéril y 100 pl de suspensicones
diluidas y no diluidas fueron pusstas en lamina en cada una de las 2 l[aminas de

agar de malta que contenian 100 myg -1 de estreptomicina y 15 myg -1 de

OF
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tetraciclina. Las laminas fueron incubadas y se valoraron las colonias de hongos

endafiticos como se describid anteriormente=,

Estadisticas

La cantidad de conidios de V. inaaqualis produscidos por cm-2 de superficie de hoja
fue calculada por muestra de réplica. Se compararon los valores del tratamiento
de control transformados a logaritmes naturales con los tratamisntos antagonistas
individuales separados por ambas edades de 1a hoja usando prushas LSD no
protegidas (0=0.05). Las cantidades de= CFU por em-2 transformades a logaritmos
naturales de superfici= de la hoja fueron analizados mediante ANOVA seguido de

2 pruehas LSD (4=0.05%) hilaterales.
Resultados

Las condiciones del tiempo durantz el periodo de los experimentos, con frecusntes
pracipitacionzs y tamperaturas moderadas fusron muy favorables para la sarna del
manzano. Al comienzo de los experimentos solo se presentaron sintomas levas en
los huertos. Al final se observaron sintomas de la sarna del manzano en haojas de

arboles dentro de Ins campos experimentales y en [as areas vecinas.

Las esporas de R406 producidas recientemente para cada aplicacién tuvieron alta
tasa de germinacién, gencralmente por encima de 50% (Tabla 3). Las esporas
formuladas del HAC galmlnmnn entre 20 -20 % durant= las primeras semanas del

experiments, pero la germinacién cayd a 4-16 % para los 4 Glitimos tratamisntos.

(0¥
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El valor excepcionalmente alte para la germinacién de esporas de 76% en la
primera fecha en que se realizéd el rociado pueds explicase mediante variacién
experimental debido al tamaio paquefo de la muestra de solo 1 1amina raciada

hajo condiciones de huarto.

En las hojas muestreadas &l & de Agosto, 16 de Agosto y 20 de Agosto de arbaoles
trataclos con agua, se produjeron 77200 (13.900 a 129.300) 45.200 a 55.200 y
33,200 (Clacdosponium  cladosponioides 00 a 111.800) de conidios om-2 en
promedio (medias transformadas, rango para 6 réplicas va en paréntesis, Figura
2). Por consiguients, la variacién entre réplicas fue bastante alta. En hojas de
arboles tratadas con H39, el numero de esporas fue significativaments mas bajo
desde el punto de vista estadistico con 24.200 conidies por cm-2 (reduccion del
RO%) en la primera fecha de muestreo y 22.000 conidios por cm-2 (reduccién del
£1%) e@n la segunda fecha de muestreo. Para la dltima fecha ds mw;stlec» no S
obhsarvo ningun efacto de tratamiento =n el H29. Para las fechas da muestreo
cuando las hojas fueron tratadas cuando &l R406 estuve disponible, los contzos de
conidins por cm-2 &l 18 de Agosto fusron de 24.300 1o que tuve coma resultado
una reduccion significativa desds &l punto de vista estadistico de conidios de
alrededor del 46%. Para el 20 de Agosto, solo se observe una reduccion del 15% y

los contens na difirieron del tratamiento de control.

N.-

bz

& obsarvaron efectos del tratamiento en el desarrollo de la hoja o sintomas de

fitotoxicidad.

o9
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Cerca a la caida de la hoja, s& valoré la colonizacidén endofitica y epifitica de las
hoja, colocando en lamina hojas lavadas y homogeneizados de hojas estarilizadas
en la superficie en agar y haciendo el conteo de las unidades formadoras de

colonia  UFC. La colonizacién  endofitica  por medio  de  Cladasporium

cladasporioicles fue significativaments mas alta y la colonizacién epifitica por

Claclosporium cladosporioicd=s tendid a ser mas alta para las hojas que habian
sido tratadas con H29 durant= &l verano. La colonizacidn endofitica y epifitica de
las hojas tratadas con H39 por parte de otras hifas de hongos tendid a ser mas

baja en comparacién con las hojas no tratadas.

La colonizacidn epifitica por parte de la levadura fue significativaments mas baja

para las hojas tratadas con H29.

Ejemplo 3 prueba de campo prueba 2005/2006
Material y métodos

Disefo y tratamientos del experimento

En el otofia del 2005, se aplicaron 25 aislados fangicos pertenecientes a diferentss
especies incluyendo Cladosporium claclosponicides R406 en hojas dé manzano de
un huerte mansjado organicamente en Randwijlk, paises bajos, y las hojas
trataclas fusron opuestas en &l suslo del husrto hasta la primavera siguientz. La
seleccidn de candidatos se bhasd en los resultados de la preseleccidn llevada a
caba con base en la viahilidad econdmica y posibles riesgos (ver ejamplo 1), Las

esporas del aislado R406 se produjeron en agar de harina de avena (incubacién

&Q
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de 25 dias a 18 °C). Las suspensiones de esporas (500 ml por aislado) se
prepararon sumerdgisnda cultives en agar con agua esténl que contenia Tween 20
al 0.01%. Después de frotar suavemente con una espatula de caucho para
remover las esporas de los cultivos fingicos se filtraron las suspensiones por
medio de gaza de nylon esteril con una malla de 200 um. Las concentraciones de
las suspensiones se determinaron con [a ayuda de un hemocitdmetro y se
ajustaron a 2x10°% esporas por ml -1 . Se llevaron a cabo aplicaciones usando
rociadores de mano que funcicnan con aire a presién. El 17 de Octubre se
recolectaron las hojas de de la extension de los brotes de los arboles para realizar
las aplicaciones con rociador bajo condicionss controladas en un compartimiento
de invernadera. Durante el periodd entre la recoleceién de hojas y  1a fijacién de
hojas a las redes en &l piso del husrto, se almacenaron las hojas °C. Las hojas
fueron fijadas en redes, cada una con 40 hojas escogidas al azar, &l 18 y 19 de
Octubre. El 20 de Octubre se rociaron 4 redes con hojas por replica de cada
tratamiento con esporas de suspensién o agua con aproximadamente 20 ml de las
suspensionas (0 agua en los controles de tratamiento) a ambos lados. Dos de las
redes que contenian 40 hojas se destinaron para determinar la produccidn
potencial d ascosporas de V. inaequalis, 1as otras dos redes para determinar las
densidades de poblacion de V. inazqualis mediante TaggMan-PCR. Daspués de las
aplicaciones, las hojas se dejaron secar nuevaments  aproximadaments 30
minutos despuds. Las redes con hojas tratadas se fijaron al piso 21 21 de Octubre
en tierra organica dentro del huerto organico en Randwijk. Hubo 6 bloques

(réplicas) en diferentes hileras de el huerto.
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Tambign se rocid cada suspension de espora en una lamina de agar (1/10 agar de
malta). Las [aminas fueron incubadas a 18 °C durante 2 dias y se determind la

tasa de germinacion. Las esporas de RA06 tuvieron una viabilidad de 90%.

Valoraciones

En Enerc 23, 24, 2520 ya1 del 2008, respactivamente se recolectaron las redes
de las réplicas 1 a 6 destinadas a cuantificar las densidades de poblacian de V.

inazqualis mediantz &l TagMan-PCR en el huerto, y se enjuagaron con agua de

(0

grifa para remover el suelo adherido y se dejaron secar durante [a noche a

temperatura ambiente. Se quitaron de las redes s residuos de hojas de lag 2
redes por replica en cada tratamiento, y se cortaron en padazos de 1-2 cm y se
congelo una mueastra de 5-10 g la cual fue pulverizada en un maling de laboratorio
con un filtro de malla de fmm. Las muestras pulverizadas fuzron almacenadas a
-18 °C. Se extrajo <l ADN y se cuantifico el ADN de V. inasqualis mediante PCR

especifico de especie en tiempo real (TagMan-PCR).

El 20 de Marzo (blogque A), Marzo 22 (bloqus B), Marzo 27 (bloque C), Marzo 29
(blogue D), abril 3 (bloque E) y el 5 de abril (bloque F), se recogieron las redes en
&l huerto para cuantificar la produccion potencial de ascosporas después de la
extraccion de ascosporas por bombeo de aire en 2l agua. Los residuos d= hojas
de las 2 redes por replica de cada tratamiento fusron secados o an aire (20 ~C,
70%RH, 2 dias) y se determing el peso. Posteriorments, se esparcid una sub
muestra de residuns de hoja de maximo 7-17 g secado  al aire en una bandeja

plastica en papel de filtro humede. Las bandsjas fueron cubizrtas con una holsa
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plastica y los residuos de hojas fusron incubados en estas camaras himedas
durante 7 dias a 20 °C en la uridad sequida de 14 dias a 20 °C caon 12 horas de

luz al dia para permitir la maduracién (de una fraccidn sustancial) de ascas.

Se utilizaron diferentes ambisntes de clima paré la incubacién pero las hojas
pertenscientes al mismo blogus se incubaron siempre en &l mismo ambienta.
Luego de la incubacidn, los residuos de hojas fueron transferidos a botellas
plasticas d 1000 ml que contenian de 150-350 ml de agua dependiendo de la
cantidad de residuas de hojas. El aire fue bombeado a través del agua (250 litros
por hora) lo que dio como resultado una gran turbulencia durante 2 horas.
Después de eso, la suspensidn resultante se pasd a través de un filtro (1 mm de
mallia) para quitar los restos de hojas. Se almacenaron 2 submuastras de la
suspension (2 ml) a -20 °C. La concentracion de ascosporas se determinéd

microscapicamente mediante un hemocitbmetro. Dicha produccién se expr

|’[0

S0
como la produccién por 80 hojas (fijadas al principio en el piso del husrto en otofia)
o por residuos de hojas secas al aire por grama presentes @n la fecha de muestreo
en la primavera. La produccion de ascosporas por 20 hojas es resultado del
posible  efecto del tratamiento en la descomposicién y la produccidn  de

ASCOSPOras.

Estadisticas

Los datos obtenidos para los nimeras de ascosporas fueron transformadoes a

logaritmos naturales. Todos los datos fueron analizados mediante ANOVA, Se
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compararon las medias del tratamiento del control con  los  tratamisntos
antagenistas individuales usando pruebas LSD (4=0.0%). Ya que los P-valores de
ANOVAs a menudo fueron mayores a P=0.05 no s2 hicieron comparaciones

multiples adicionales entre tratamientos antagonistas.
Resultados

Se cuantificd la cantidad de ADN de V. inaequalis en residucs de hojas
muzstreados a fin de Enero de 2006 mediante PCR en tiempo rzal (TagMan-PCR)
usando una sonda y un par de .]'I'Im'-l especifico para la especiz. Se calould La
cantidad total de ADN de Venturia inacqualis en los residuos totales que quedaron
d= las 80 hojas. Los residuns de hojas tratadas con Claclosporium cladosporioides
R406  Tuvieron significativamente menns ADN  de  Venfuria  inasqualis  en

comparacion con el control no tratado (Tabla 6).

El nimero de ascosporas producide en hojas en primavera fue alto en promedio

dz 7.5 % 10 ° (valores transformades) para los residuos de 80 hojas del

e}

tratami=nto del control (Tabla 7). Por grama de residuo de hoja se produjeron 2.4
10 * en el tratamiente de control (Tabla 2). Para los residuos de hojas tratados
con el aislacdo Cladosporium cladogporioides P406 los conteos de ascosporas
fuzron aproximadaments 70% mas bajos. Estas diferencias entra &l tratamiento de

control y el tratamiento con R406 fueron significativas desde <l punto de vista
estadistico tanto en el numerao de ascosporas producidos en los residucs de las 80

hojas como en &l numero de esporas producidas por gramo de residuc de hoja
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(Tablas 7 y 8). Ningun otro tratamientn con diferentes candidatos antagonistas

tendid a causar una reduccion de ascosporas.

Ejemplo 4 efecto del Cladosporium cladosporioides H39 en la produccién de

conidios de Venturia inaequalis bajo condiciones de huerto
Objetivo

Las aplicacionas de conidios del antagonista Clacdosparium clacdasporicides H39,
formuladlas de manera piloto como granulos dispersables en agua (GDA),
redujeron la produccidn de conidios del patégeno de la sarmma del manzano
Venturia inaequaliz bajo condiciones de huerto en experimentos llevados a cabo
en 2l 2006 y el 2007 (var gjemples 1y 2). Bl objetive del experimznto llevado a

cabo en el 2002 fue confirmar estos resultados en otra estacién y abtener una

hg
T

primera idea acerca del mejor momento para las aplicaciones de antagonistas

después de los periodos de infeccidn predichos para Venturia inaequalis.
Produccién de conidios de H39

Para aplicacionas en 1a huerto, los conidios de Cladosparium cladosporioides H39
fueron producidos en un sistema de fermentacion estado sélida (sfs) por parte de
PROPHYTA Biclogischwer Pflanzenschutz GmbH, Alzmania. Los conidios
obtenidos fusron formulados coma granulo dispersable en agua. Para conservar la
calidad del producto, &l proclugtc» final fue almace=nado a 4 °C. La viahilidad de los
conidios secos  se detarmind =n agar de extracto de malté (1 g de extracto de

malta por litro -1) ant=s de comenzar 2l experimento en campo. Los conidios

\y
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incubados durantz 24 horas a 20 °C con tubos de germinacién mas largos que la

mitad del diametro minimo de un conidio fueron considerados viabiles.

Ensayo de huerto

El experimento fue realizadoe 2n el huerts mansgjado organicaments en APPLIED
Plant Research, Randwijk, paises bajos en arboles d= £ afos de adad ov
Jdonagold. El objetivo del experimento fue controlar la apidemia de verana de la
sarna del manzano mediante aplicaciones antagonistas. Por ko tanto fue esencial
permitir la iniciacién  de una epidemia =n el huertn durante la estacidon primaria.

Las condiciones del tiempo durante la estacién primaria del 2003 favaorecieron el

desarrollo de la sarna del manzano y muchos sintomas de la sarna del manzano

fueron encontrados en la huerto a principios de Junio. Una  intensa granizada
dand gravements <l huerto. En Junio 24 y 26, se aplicd Topsin-M (a.i.500 g de
medtil tiofanato -1, Certis Eurape B.V., Maarsen, Paises bajos) en una tasa de 140
ml por 100 litros de agua (aplicados a 1000 litros por ha -1) en todo &l huerto y los
huertos vecinas con &l fin de prevenir infeccionas de chancro (Nectria galligena).
N0 se hicieron mas tratamientos con fungicidas para reducir la evolucidn de la
epidemia antes o durante el experimento. Durante las semanas siguienteé Ins
arboles produjeron brotes abundantes con nusvas hojas. Estas hojas recién
formadas, no dafadas por el granize o que estuvieron fusra de contacto con los

rociadoras de fungicidas, fusron usadas =n &l experimento.

El experimanto fue organizado en un dizefio con 6 blogues, con 2 bloques en la

misma hilera de arboles. Cada bloque constaba de 3 terrenos, cada uno con 4
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arbolzs. Entre los terrenos, 2 arboles no tratados sirvieron como barrera. Los
siguientes 3 tratamientos  diferentes  fusron  asignados a  los  terrenos
aleatoriamente: (1) no tratados como control; (2) suspensidn conidial de H29
formulado (2% 10 © conidios viables ml ™' 2 litras por terrenc).El aditive &n rociador
Trifolio S-forte (Trifolio-M GmixH, Lahinau, Al=mania) se agregd a la suspensidn en
un porcentaje de 2 ml por | -1 para mejorar la capa de rocio en la superficie de la
hoja. Se realizaron aplicaciones cada 2 semanag  de H3% en Julio 22, Julio 24
Julio 28, Julio 31 Agosta &, Agosto 7, Agosto 11 y Agosto 13, (3) El tercer
tratamiento consistié en una aplicacién semanal de azufre (Thiovit-det, syngenta
Crop Protection BV., Roosendaal, paises bajos; a.al 20% de azufre) en un
porcentaje de 0.4 % (400 g por 100 litros de agua a 1000 paor litro ha-1). Los

tratamientos de azufre se aplicaron en Julio 22, Julia 23, agosto 5, y Agosto 11,

El nimero de hojas afectadas por [a sarna del manzano y 2l ndmero de manchas
con la sarna del manzanao por hoja fusron valoradas para las hojas de 10 brotes de
cada uno de los 4 arboles por terreno antes del inicio del evperimento en Junio
11.En total 227 a 229 hojas fueron examinadas por terrena. En Septiembre 19, los
sintomas de= la sarna del manzane fueron valorados en 177 a 232 hojas por
terreno que habian sido producidas despues del inicio del sxperimento. Se astimé
la gravedad de la enfermedad  (porcentaje de superficie de hoja cubierta con
sintomas de la sarna d=l manzano) usando las siguientes clases: 1. Sin la sarna
del manzano; 2: 1-10 % de ul.lbllmlc'l‘ltu, 301150 96 de cubrimiento; y 4: 51-100 %)

de cubrimientn. Se cal-uld &l indice «I severidad usando la formula;



WO 2009/078710 47 PCT/NL2008/050794

DS= (0= Ny + 1T ¥Na+ 2 = Ny +3 =Ny)IN a0 * 100

En el cual Ny, Nz, N3y Na es el ndmero de hojas agrupado en las clases, 1,2, 2y

4 respectivamente y N 28 el nimero total de hojas evaluado por terreno

La produccién de conidios de Venturia inaequaliz se valord en hojas jdvenas

-

susceptibles desarrolladas durante el curso del experimente en 3 fechas de

muestren. Las fechas de muestreo se escogizron de modo que os grupas de

t‘[:

hojas susceptible presentess durants un periodo de infecoidon predicha fuesen
mueastreados aproximadameants & semanas despuds del periodo de infeecidn, Se
usd la tabla de Mills hasada en la duracidon de la humedad de la hoja y la
temperatura para predecir los periodos de infeccidon. La segunda hoja mas joven

recién ahierta

o
T

» etiquetd 1 a 3 dias después de un perioda de infeccién predicho

= 3 ramitas pertenecientes al mismao arbol en cada terreno. El

o
()

€N un grupo
periodo entre la infeccidén predicha y la primera aplicacién de Clacdosporium
cladasporioicl=s H39 asi como la cantidad de rociamientos y &l periodo de
proteccion mediante rociamientos  difirié por fecha de muestreo (Figura 3).

de

5

)

Despué

o

dias, las 2 hojas recién abiertas en la fecha de etiquetado y la
siguientes 2 hojas mas jévenes, abiertas despuss del etiquetado pare expandidas
durant= &l curso del evperimento | fusron muestreadas teniendo como resultado
una muestra compussta de 12 hojas por terreno. Las fechas de muestreo fusron
Agosto 22 (de las hojas etiquetadas en Julie 13), Agosto 26 (de las hojas
etiquetadas en Julio 22), y septiembre 4 (de las hojas etiquetadas en Agosto 1).

Las doce hojas por muestreo fueron agrupadas y puestas en botellas de vidrio de

15
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250 ml. Dos horas después, se agregaron 100-150 ml de agua de grifo con Tween
&0 al 0.01% (dependiendo Je la masa ds la hoja) y las botellas fueron agitadas un
agitadar a 700 OCS min cll..lrante 10 min. De las suspensiones obtenidas, se
almacenaron submuestras de 6 ml a -12 °C. La concentracion de conidios de
Venturia inacqualiz s= determind para cada suspensién con la ayuda de un
hemaocitémetro. La superficie de haja de tadas las hojas por muestra se midid con

un medidor de area.

Resultados y analisis

Los conidios de Cladosporium cladosporioidas HZ2 producidos en la primaveara del
2003, formulados coma un granulo dispersable en agua siguisndo sl protosolo
piloto y almacenades a & °C tuvieron una viabilidad de 65 % al inicie de los

evperimentos. La viabilidad permanecid estable hasta el final del experimento.

Antes de que el experimento comenzara, la incidencia de la sarna del manzano en

tas hojas ne difirid para Ios terrenos pertenecientes a los diferentes tratamientos.

o

La incidencia media fue de 51.7% en terrenos usados como control, $4.6% para
terrenos tratados mas tarde con H39, y 84.2 % para temrenos tratados mas tarde
con azufre. Tampoco hubo diferencia desde el punto de vista estadistico con

respacto al nimearn de manchas de hoja por hoja, de modo que se pueds asumir
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Aue el desarrollo de la sarma del manzano fue similar en los diferentes terrenos

antes de que comeénzara &l experimentao.

En lag hojas muestreadas en Agosto 22, Agosto 26 y Septiembre 4 de arboles no
tratados se procdujeron 35242 (11447 a 74.570), 30242 (15926 a 50.407) v
D633 (19.095 a 48.380) de conidios de Venturia inasqgualis  por cm™ e
supericie de hoja en promedio (medias transformadas, rango para 6 réplicas va
&N paréntssis) (I'lgura 4.). En las hojas de arboles tratados con Cladoagporium
claclogporioicdlzz, &l numero de esporas fue significativamente mas bajo desde el
punto de vista estadistico con 11.499 conidios de Venturia inasqualis por cm™ de
suparficie de hoja en promedio  (reduccién del 67% con base en medias
transformadas) =n la primera fecha de muestrec y 15139 conidios por om? de
superficis de hoja (reduccién del 50%) en la segunda fecha de muestreo. Para la
ultima fecha de muestren, no se cbservo ningin efecto significativo para las
aplicacionas de Cladosporium cladospaorioicdkes HZ9 con 21, 163 aonidios por cm’
de supearficie de hoja (reduccion del 35%) en hojas tratadas. Las aplicaciones de
azufre tuvieron como resultado una reduccién del ndmero de conidios de Venturia
inaegualiz producidos por em™® de superficie de hoja para 2, 16 y 26 % para las
diferantes fechas de muestreo (Figura 4.). La severidad de la sarna del manzano,
valorada en septiembre 19, un mes despuéds del altimo tratamiento con H39, fue
de 2.2 para el tratamiento de control pera significativaments mas baja desdes el
punto de vista estadistico con 1.2 para los tarrenas tratados con H29 (Figura 5).
En los terrenos tratadeos con azufre, la gravedad de la sarna del manzano fue de

2.0 lo cual no difirié significativaments de los otros tratamizntos.

'( YO
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Durante el experimento de huerto, las condiciones amhbientales dicron coma
resultado un alto nimero d= periodos de infeccidn y s favorecid el desarrollo de
la 3arna del manzano. Ademas, =l desarrollo excepcional de nuevos brotes
después de la granizada favorecid [a epidemia de verano, Bajo una presidn de
enfermedad tan severa, los tratamientos con azufre no son a menuda suficientes
para lograr el control de la enfermedad como también se encontré en nuestro
experimento. Los tratamientos con el antagonista H39 redujeron la produccién de

conidios de V. inaequaliz bajo condicionss asi de severas, confirmando los

D
D’

n7. El

[0

resultados de los experimentos de hu=zrto llevados a cabho =n 2006 y
efecto mas fusrte se encontrd para la primera fecha de muestrso cuando
comenzaron los tratamientos con H39 después de [ infeccidn predicha pero
fueron continuadaos hasta cuatro dias antes del muestreo. Para la tercera fecha de
Mmuestr=o ya s& halkian realizado tratamientos maltiples con H39 antes del periodo
de infeccion predicha pera el Gltimo tratamiento habia sido aplicado 17 dias antes
del muestren. En esta situacién, la produccion de conidios de V. inasqualis se
redujo solo en un 35%. Dado que el efecto del antagonista podria también
dependsr de factores ambizntales que difirieron antes de las diferentes fechas de
muestran, se nacesitan mas datos de exparimentos de huerto repatidos antes de

que se pueda sacar alguna conclusidn acerca del momento dptime de las

aplicacionas antagonistas.

Por primera vez tambizn s valord la severidad de la sarna del manzano después
de los tratamientos con el antagonista H29. La severidad reducida de 1a sarna del

manzane en &l nivel alto de la sama del manzano observado en la husrto

o
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demostrd que Cladosporium clacosporioidss H39 tiene un alte potencial para

controlar la epidemia d= la sarma d=l manzano.

Ejemplo 5. Ensayo de huerto en el 2007/2008: Efecto de los tratamientos con
Cladosporium cladosporioidesH39 y R406 durante el verano en la
produccion de ascosporas de Venturia inaequalis en hojas tratadas después

de sobrevivir el invierno

Objetivo

Los tratamientos de hojas de manzano durante el verano con suspensiones

conidiales de los antagonistas Clacdosporium cladosporioicdes H29 Y R406 llevaron
a la reduccidn de la preduccidon de conidios del hongo de la sarna del manzano
Venturia inaequalis en hojas de manzane tratadas bajo condiciones de huerto (ver

ejemplos 1y 2).

El objetivo de una valoracién adicional hacha en hojas tratadas en el huerto
durantz el experimento en <l 2007 fue estudiar el efzcto de dichos tratamizntos en
las hojas jévenes en desarollo con los antagonistas durante <l verano en la

produccién de a sr»cuas por parte de Venturia inaequalis an hojas tratadas

después de pasar el invierno.

Diseiio del experimento. El exparimento fue llevado a cabe en AFPLIED Plant
Research, Randwijl, paises bajos. El objetivo del experimentoe fue valorar el
potencial de las aplicaciones antagonistas para controlar la epidemia de la sarma

del manzano y reducir la carga de indculo de Venturia inacqualis producida en

)14
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hojas de manzano que sobrevivieron el invierno. Por lo tanto, fue esencial permitir
la iniciacidn de una epidemia leve a moderada =n el huarto durantz la estacian
primaria. Las condiciones del tiempo inusuales durantz la estacién primaria el
2007 con un pericodo de 4 semanas sin pracipitacionas fusron muy desfavorables
para la liberacién e infeccién de Venfuria inazqualiz. El tiempo fue mas propicio

despuss de Alril y una epidemia leve de la sarna del manzano s& habia

(Xt

desarrolladoe cuando 12 primera suspension fue aplicada. No se  realizaron
tratami=nto con fungicidas para reducir la evolucidn de la epidemia antes o

durante &l experimento.

El experimento fue realizado =n arboles de 8 afnos de edad cv Jonagold en un
disefio con 6 bloques con 2 blogues en la misma hilera de arboles. Cada blogue
constaba de 3 tarrenos, cada uno con 4 arboles. Entre [os terrenos, 2 arboles n«ﬁ
tratados sirvieran como barrera. Los tres tratamientos diferentes fusron asignados
a los terrenos aleatoriamente. Los arboles fueran tratados a una tasa de 2 litros
por terreno dos veces por semana con los siguientes tratamientos: (1) agua de
grifo modificada con Tween 20 (0.01%) comao control, y (2) suspension conidial de
H29 formulada (2 = 10 a la 6 conidins ml -1 ). Las aplicaciones se hicieron dos
vaces por semana en 16 fechas entre Junio 25 y Agosto 20, (3) El tercer
tratamiento consistid en muadltiples  aplicaciones en rociador de suspensiones
cr»nll«halws de Cladasparium cladosporioides R406. Los conidios recién producidos
en cada fecha de aplicacién fusron aplicados dos veces por semana en los 4

s de cada terr=no replica &n 12 fachas entre Julio 12 y &l 20 de Agosto.

L
=
.
T
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Produccion de conidios de Venturia inaequalis durante el verano. El =fzcto de
los tratamientos en la produccidn de conidios de Venfuria inasqualis ha sido

reportaco como se hizo en el ejemplo 2.

Produccion de ascosporas de Venturia inaequalis en hojas de manzano que

pasaron el invierno.

El 12 de Julio de 2007 la segunda 2 hoja mas joven recién abierta fue etiquatada
en 25 ramitas por tarreno. En algunos terrenos habia menos ramitas disponibles.
El'4 de Octubre de 2007, se& muestrearon hojas que habian acabado abrirse en la
fecha de stiquetado y las siguientzs 2 hojas mas jhvenes, abiertas después del
etiquetado Dependizndo de la disponibilidad de hojas en la fecha de la musstra,
se recolectaron 16 a 8% hojas por terreno. Las hojas muestrzadas de cada terreno

ntr

A
1!

fueron pesadas y fja:i

C[l

des de hierra de 50 50 cm (15 = 20 mm de

]
il

malla) de modo que las hojas no se tocasen entre si. Las redes con hojas se
pusieran en el piso del huerto en tierra organica entre hileras de manzano del
huerto organico en Randwik y se fijaron con ufias metalicas de modo que la
mayoria de la superficie de la red tocara el su=lo. Huba 6 blogues (réplicas) vy las
redes que contenian hojas de tratamientos diferentes (aplicados durants el

verano) fusron distribuidas al azar dentra de los bloques.

El 26 de Febrero del 2003, s

o

cogizron las redes. Los residucs de hoja de

it
t'[n

amabas redes por replica fusron agrupados, secadoas con aire (20 °C, 70% RH, 2
dias) y pesados. Posteriorments, [os residucs de hoja de cada muestra secados

con aire fueron extandidos en bandejas plasticas separadas (50x 30 ~ 8 em) en

ke
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papel de filtro humedo. Las bandsjas fusron cubiertas con una balsa plastica y los
residues de hoja fusron incubades en esas camaras hamedas durante 7 dias a

*C en oscuridad seguido de 14 dias a 20 *C con 12 horas de luz (75 uE) por dia
para permitir la maduracién (de una fraceién sustancial) de ascas. Después de la
incubacion las residuos de hoja fueron transferidos a bhotellas plasticas de 1000 mi
qus contenian de 150-350 ml de agua dependiendo de la cantidad de residuos de
hoja. El aire (250 | h-1) fuz bombeado a través del agua dando comao resultado
una gran turbulzncia durante 2 horas (Heye et al. 195, Canadian Journal of Botany
29, 965-032; Philion, 1995 Mac Thesis MeGill University, Montreal, Canada).
Despuss de eso, la suspensién resultante fue pasada a través de un filtro (malla
de 1mm) para remover 10s restos de hojas. Se almacenaron 2 submusstras (2ml)
de la suspension a -20 “C. La concentracién de ascosporas en la suspension se

determinég  microscédpicamente usando  un hemocitémetro. La produccion de

]

ascosporas se expresd comae la produccién por g de hojas (fijadas al principio en
el piso del huerto en otoio) o por grameo de residuos de hojas secas al aire

presentes en la fecha de muestren en primavera.
Resultados y analisis

En los residuos de hoja del tratamiento de control, se produjeron 220,089
ascosporas por g de residuc de hoja (pesa saco). Esto fus equivalentz a 27.171
ascosparas por g de tgjido de hoja (peso fresco) presente en el otofio anterior
(Tabhla 9). En residuons de hojas que habian sido tratados con Cladosporium

cladlospaonicides H39 en el verano anterior, sola se produjeron 109.044

12
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ascosporas, equivalentes a 15,732 ascospaoras producidas por gramo de tejido de
hoja (peso fresco) presentes en el otoio anterior. Esta reduccion =n la produccién
de ascosporas del 8% respectivamente 50% comparada con el tratamiento de
control fue  significativa desde el punto de vista estadistico. El efacto de
Claclasparium  cladosporicides R406 en la produccion de ascosporas en la
primavera después del tratamisent> de hojas de manzano durante el verano
anterior fus menos pronunciado y no fus significativo desde &l punto de vista

estadistico.

Se puede concluir que los tratamisntos de verano de huertos durante el verano
con <l antagonista Cladoasporium cladosponicides  H29 y posiblements también
con Cladhgporium cladosporioides R406 tiene un largoe efectd duradero en la

primavera siguientz en la produccién de ascosporas por parte de Venturia

inaequaliz. Un nimsro reducido  de  ascosporas producidas en hojas que
sobrevivan el invierno dara coma resultado una presian de indoulo inferior durants
la estacién primaria de infeccidn de [a sarna del manzano y por consiguients un

desarrollo mas lento de la sarmma del manzanc al comienzo de la epidemia. Hasta
donde sabemos, este &5 el primer reporte que demuestra que los tratamientos de
hojas j«invenes'de manzana =n desarrollo, altamente susceptibles de la sarna del
manzana, con un antagonista tiene como resultado una producciédn de ascosporas
significativaments inferior en las hojas tratadas en la siguientz temporada después

de pasar el invierno.

~
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Ejemplo 6 efecto de Cladosporium cladosporioides H39 en la produccion de

esporas de varios patdégenos
Objetivo

El abjetivo de las eperimentos posteriores fue evaluar el efecto del antagonista en

varias otros patdgenos de plantas.

Materiales y métodos

Conidios de Clackasporium clackasporioicles H29, Los conidios de Cladospoarium
claclosporioidles H29 fueron producidos en un sistema de fermentacion estado
sdlidlo (SSF) por parte de PROPHYTA EBiologischwer Pflanzenschutz GmbH,
Alemania. Los canidios obtenidos fusron formulados como granulos dispersables
&n agua. Para conservar la calidad dsl producto, el producto final fue almacenado
a -20 °C. La viahilidad de Ios conidios secos se determind en agar de extracto de
malta (1 g d= extracto de malta por litro -1 ahte de comenzar los exparimentos.
Los conidios incubados durant2 24 horas a 20 °C con tubos de germinacién mas
largos que la mitad del diametro minime de un conidio fusron considerados

viahles. Sesanta y cinco por cienta de los conidios fusron viables.

Patogenos. Los siguientes aislados de patdgenos fueron usados en el estudio
(con medio de crecimiente usadas para produccidn de esporas en paréntesis)
nectria galligena 7280 (harina de avena agar; OA) que causa cancro en arboles

frutales y pudricion de fruto, stemphylium vesicarium 350 (agar de harina de
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avena, QA) qus causa mancha marrdn del peral y pudricién del fruto | Eofnytis
aclacla 008 (OA), qu= causa pudricion del cuelln de la cebolla, Eotnytis cinéreaa
142(0A) que causza moho gris en varios cultivos, Mycosphaerella fijiensis 738 (agar
de papa dextrosa; PDA), que causa Sigatoca negra en el hanano, Fuzarium
graminzarum 520 (PDA) que causa fusariosis de las espigas de los cerealss,
Fusarium culmorunm 507 (PDA) que causa fusariosis de las espigas de los
ccereales y la Alfernaria Erassicola 177 (PDA) que causa enfermedades en
Brassiceae. Todos los hongos fusron incubados durante 14 dias a 24 °C con 12
horas en oscuridad por dia. Para obtener suspensiones de esporas, 1os cultivos
ﬁl&l‘Oﬂ inundados con agua de grifo estéril que contenia Tween 80 al 0.01%.
Después de frotar suavemantz con una espatula de caucho para remover las
esporas de los cultivos fangicos s= filtraron las suspensionss par medio de gaza
de nylon estéril con una malla de 200 pm. Las concentraciones de las
suspensiones de esporas se determinaron con la ayuda de un hemaocitdmetro y se
ajustaron con agua que contenia 0.01% (viv ) de Tween 30 a 1x 10 2 esporas ml -1
y 1 » 10 3 asporas por ml ' . Para exparimentos con Mycaoaphasrella fijiensic
también se incluyeron en las suspensiones los fragmentos de micelio, abtenidos
luego de moler la masa micélica en condicicnes estériles .Solo se consideraron los
fragmentos de micelios con mas de tres células cuando se ajustd la concentracidn

de las suspensiones.

Diseiio del experimento. Se realizaron experimentos separados para cada
patdgenc y tipo de sustrato y s repitid cada experimento. Se quitaron las hojas

verdes asintomaticas de pera, cebaolla, rosal, ciclamen, Pelargonium, banana y col
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blanca de las plantas sembradas en campo o invernadero, vy las hojas
desprendidas se secaron durante varios dias a temperatura amhizntz. Las hojas
secas fueron cartadas en segmentos con un tamario de aproximadaments 2 2 cm
de largo, sellados en bolsas plasticas y esterilizados mediante radiacion gamma
de 40 kiloGray. Segmentos de 4 cm de largo de paja de trigo (con 1 nodo) y de

ramitas de manzana (zon 1 rama) fueron procesados de la misma manera.

Los szgmentos de hojas, pajas o ramitas para uso en bioznsayos fueron lavados
con agua de grifo estéril para remover nutrientss solubles. Por consiguients,
aproximadaments 80 segmentos de cada tipo de sustrato fueron puestos en
alicuotas de agua de grifo estéril contenidas en matraces cénicos de 250 mi
durants la noche a 4 °C. Después de €50, los segmentos fusron secados con

papel de filtro esterilizado. Se colocaron cuatro segmentos &n cada una de las

[ 4]

sefies o

D

camaras himadas. Cada camara contd de una caja de Petri plastica
estéril (90 mm de didametro) que contenia dos papeles de filtro estéril (35 mm de
diametro) y 6 ml de agua de grifo estéril. En cada experimento 3¢ aplicaran cinco
replicaciones  (cajas de Petri) para los  tratamientos con el antagonista
Clacosporium clacdosporioidas H39 y se aplicaron cinco réplicas para el control del
agua en cada uno de los niveles de aplicacién de patégenos (1 10 2 esporas mi -

1y 1% 10 3 esperas ml 7).Durante &l experimento, las cajas de Petri fueron

dispuestas =n un disefo completamente aleatorio.

Las suspansiones de asparas (0 fragmentos micélicos en un casa) de patdgenaos

fueron rociadas en os segmentos de hojas, pajas o ramitas =n las camaras
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hamedas. Nectria galligena se aplicd en los segmentos de ramitas de manzana,

stemphylium vegsicarium en los segmentos de hoja del peral, Botnyfis aclada en los
segmentos de hoja de ceballa, Bofrytis cinérea  en los segmentos de hoja del
rosal, ciclamen y Perlagonium, Mycaosphaerella fijiensis en segmentos de hoja del
banana, Fusarium graminearum y Fusarium culmorum en segmentos de paja, y
Altsrnaria Brassicola en segmentos de hojas de la col blanca. Los segmentos de
tejido tratados fusron incubados a 24 °C durants 13 horas. Inmediataments
después del primer perindo de incubacidn, las suspensiones d esporas de
Claclagparium cladasparisiczs HA9 (2« 10 ® esporas vitales ml ™), o agua, fueron
rociados en los segmentos. Los patdgenos y antagonistas fueron “llJllf"'ldClS con
rociadores estériles a aproximadaments 5 ul ecm -2 segmento de hoja. Después de

es0, las hgjas fusron adicionalments incubadas a 24 “C en la oscuridad en las

camaras humedas. Los segmentos de paja  <on Fusarium graminearum  y

Fusarium culmorum fueran incubados desde el dia § hasta el dia 13con 12 horas
de oscuridad por dia. Las ramitas con nectria galligena fuzran incubadas desde &l
dia 12 hasta el dia 14 con 12 horas de oscuridad por dia. Después de un periodo
de incubacidn total de 9 dias para Bofrytic aclacla y Altermaria Brassicola y 12 dias
para Eobytis cinérea (contado a partir del dia 2n que los patégenos fusron
aplicados), se estimd 2l area de superficie de los segmentos de hoja cubiertos con
conidioporas de Eofrytis aclada y Alternaria Erassicola y Batrytis cinérea usanido

clases de czro a cinco, que representaban respectivamentes 0%, 1-5%, >5 — 25%,

\'l

26 B0, »E0 -VR% y =76 -100% . De la superficie de hoja cubierta con

estructuras de los patbgenos productoras de esporas (Kohl et al. 1995, European

20
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Journal of Plant Patholo¢ y 101, 327-637). En &l caso de Stemphylivm vegicarium |
nNe s& produjeron conidibporas | pero la etapa perfecta (Pleaspora alli) praodujo
abundantes pseudateci s, El cubrimiento de la superficie de la hoja con
pseudotecios fue estima io 16 dias después de la inoclulac:ién usandolas mismas

ubrimiento con conididforos. A partir del numero de

1L

clases usadas en

i
)

segmentos de hoja de oi da clase (n 0-8) se calsuld un indice de esporulacién (IE)
que iba de cero a cien | or cada replicacion (zaja de Petri) consistents en cuatro
segmentos de haoja (Sl : (0xng +5xny + 28xny +50vn; +75xng + 100xn:) / 4 ).El
numere de colonias proc ucido por - Mycasphaerella fijiensis en los segmentos de
haja de banano fue con ado después de un periodo de incubacién de 15 dias. El
numero de conidios de  —usarium graminearum y Fusarum culmorum producido
en los segmentos de paj | después de 13 dias fue contado usando un microscopia.
Por consiguiente, los se mentos de paja de cada caja de Petri fusron pusstos en
un Erlenmeyer (100 ml) jue contenia 10 mil d un liquido para lavar (20% etanol en
agua de grifo que conter a 0.01 % de Tween 80). Los matraces fueron agitados en
un agitador reciproco di rante 10 minutos, y 1a concentracidn de conidios en las
suspensiones se detern nd mediante <l microscopio para Fusarium graminearum
y Fusarium culmorum uz inda un hemocitémetro. El mismo métode fue usado para
cuantificar elnimera de onidios de  nectria galligena en 10s segmentos de ramita

de manzano después de un periodo de incubacidn de 14 dias.

Estadisticas
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Los datos fueron analizados por separado para cada experimento por medio de
ANOVA seguido de prueba LSD . Si las interacciones de tratamiento antagonistas
conoentracidn  de  patbgenos no fusron  significativas, sl efecto medio  de
tratamiento antagonista es analizade comn efecto principal. Los datos de los
contecs de esporas fueron transformados a logaritmos naturales antes  del

analisis: log-nimera de asporas= log 4o (numera de esporas + 0.01).
Resultados y analisis

Nectria galligena. Se encentré un fuerte efecto antagonista de Cladosporium
cladosporicicles  H29 en contra de nectria galligena el cual causa cancre en
arboles frutales y pudricién del fruto. En huertos, &l patégeno sobrevive y sa
multiplica en areas de herida infectada (cancros) de ramitas (McCracken et
al.,2003, Plant Pathology 52, 553-566). El inccula producida en los bioensayos &n
dichos tejidos hajo condiciones controladas fue reducido por el antagonista en mas

el 99 % (Tabla 10).

Los resultados muestran que &l Cladasporivm clachagparioidss H29 tiene un alto
potencial de uso en biocontral de cancro de arboles frutales el cual es ademas de
la sarna del manzano la enfermedad mas importante en la produccién de manzano
y peral. Las aplicaciones tiznen, por 1o tanto, el potencial para controlar ambas
enfermedades, la sarna del manzano asi como &l cancro de arboles frutales ;31

los principales cultivos de frutas de tipo pomao.

Stemphylium vesicarium. Stemphylium vesicarium esta causandola mancha

marrdn del peral en las areas mas importantes de produccion de pera en Europa

) 5+
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(Llorentz & Montesinos, 2006).La principal fuente de indoulo primario de la
enfermedad son las hojas de pera necréticas gque pasan &l invierno &n 1as cualss

s producen pseudotecios de la etapa parfecta (Fleospora allii).

Las aplicaciones de Clachsporium cladosporinicdles H29 en hojas necréticas,
precolonizadas por el patégens, redujeron significativaments la formacién de
paeudotecias (estimado mediante valoraciin del cubrimiento de la superficie de la
hoja por los cuerpos fructiferos) en ambos experimentos (Tabkla 11). El control
biclégico de fa mancha marrén por el Clacdosporium clacdosporicickes H239 puede,
por consiguients, lograrse mediante aplicaciones del antagonista a la copa o al

pisa del huerto después de la caida de hojas.

Stemphylium vesicarium  fue aplicado en una concentracién de 1x10 ? esporas

»

ml y 110 2 esporas mi 115 horas antes de que se aplicara H39 con 2% 10
esporas ml 7' . La media de & réplicas, cada uno con cuatro segmentos de hoja; se
estimd el cubrimiento de superficie de hoja con pseudotecios. Significativamentes

diferents al tratamiento de control prughbas LSD (a=0.05).

Botrytis spp. La presencia de tejidos hospedantes necrdtices s un prarrequisito
para las epidemias de mohao gris y otras enfermedades causadas por Botrytis spp .
Se ha demostrado que la &xclusion competitiva de Bofrytiz sppde los tejidos
hospedantes necrdticos pueds ser explotarse para bincontrol de enfermedades

incitadas por Bofrylis (Kohl et al., 20073, Biocontrol 43, 349-359),

Claclozporium clackosporioides  HI9 redujo significativaments [a esporulacidn de

Botnytis aclada 'y Botriytis cinerea en bio ensayos en tejidos de todos los cuatro

(A
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hospedantes diferentes probados (Tablas 12 a 15). De este mado, El antagonista

tiene potencial para control bioldgico de enfermedades incitadas por Botrylis.

Mycosphaerella fijiensis. Mycosphacrella fijiensis esta causando la cigatoca
negra en 2l banano (Arzanlou &t al, 2007, Phytopathology 97, 112-112).La
enfermeadad es la principal amanaza en la produccién de hanano. El control de
enfermedades en la actualidad dependes de maltiples  aplicacionss de fungicidas.

El patégeno sobrevive y se multiplica en lesiones necréticas en las haojas.

Los resultados el bioensayao en las hojas necréticas del banano muestran que el
antagonista Claclasporium claclosporioides H29 tiene un potencial prometedor
para &l control biolégico de la enfermedad. Aunqué las esporas no fueron
formadas por el patdgeno bajo las condiciones experimeantales, se pudo demaostrar
claraments que el antagonista es capaz de excluir al patbgeno de la colonizacidn

del sustrato (Tabla 16).

Fusarium graminearum y Fusarium culmorum. Fusarium graminearum y
Fuzarium culmorum estan causando la fusariosis en los cereales y en =l maiz. La
enfermadad esta causando pérdidas en las cosechas y a menudo, 10 que es mas
importants, una grave pérdida de calidad debido a la formacidon de micotoxinas por
parte de los patdgenons. Los rastrojos de paja y otros residuos son la principal
fuent= de indculo de la enfermedad (Osborne & Stein, 2007, Intzrnational Journal

of Food Microbiology 119, 103-103).

Cladosporium cladosporioides  H29 redujo significativamente la produccidén de

conidios de ambos Fusarium spp. En los segmentos de paja precolonizados por

N
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los patdgencs (Tabla 17 y 18) y por consiguients, tiene <l potencial para uso en

biocontrol de estos importantes patégenos en la produccién de cersales.

'fl

Alternaria  Brassicicola. La mancha negra de hoja causada por Alfernaria
Erassicicola es una enfermedad grave de Brassiczae en la produccién de
vegetales. El patdgeno esporula dentro de las lesiones necréticas infectadas y los
restos de cultivos (Humpherson-dones, 1939, Annals of A|»|»I| . Biology 114, 45-
50). Ademas de las hojas, la semilla entera asi como 1as vainas  incluyendo las
semillas en desarrollo en los campos de produccién de semillas pusden ser

dafadas.

Se encontrd una reduccién bastante significativa de la produccidn de conidios de
Altarnaria  Braszsicicola en los  bioensayos  después de la  aplicacién  de
Clachaporium cladasporioicdes H2Q a las hojas nzcrdticas precaolonizadas de la col

hlanca (Tabla 19).

Ejemplo 7. Efecto de Cladosporium cladosporioides H39 en la pudricion del

fruto del manzano

Objetivo

El abjetivo de un experimento posterior fue evaluar <l =fecto del antagonista en

Manilla fructigena causando pudricidn poscosecha en &l manzano.

Material y métodos

|36
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Cladosporium cladosporioides H39. Los  conidios  de  Cladosporium

cladasporioides H29 fusron producidos asi como en &l ejemplo 6

Patogeno. Monilla fructig=na 1067, qus causa la pudricion de la fruta en varios
cultivos de frutas, fue sembrado en agar de harina de avena durante 14 dias a 24
°C con 12 horas de oscuridad por dia. Para obtenar suspensiones de esporas, los
cultivos fusron inundados con agua de grifo estéril que contenia 0.012 de Tween
80. Después d= frotar suavements con una espatula de caucha para remover las
esporas de los cultives fangicos se filtraron las suspensionzs por media de gaza
de nylon estéril con una malla de 200 um. Ya que la esporulacion fuz escasa, se
incluyeron en las suspensionas los fragmentos de miczlios, obtenidos después del
pulido estéril de 1la masa micélica. Sola [os fragmentos micélicos con mas de tres

células fueron considerados cuando la concentracion de las suspensiones fue
determinada con la ayuda de un hemocitdmetro v s ajustaron con agua de grifo
estéril que contsnia 0.0015 Twesn 30 a 1x10 2 esporas y fragmentos micélicos por

ml "y 1x10 ? espaoras fragmentas micélicas mi ™

Diseio del experimento

Las manzanas asintomaticas producidas arganicaments cv Elstar fusron usadas

en los bhioensayos. Las manzanas fusron esterlizadas en la  superficie

15
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sumargiéndaolas en 70% etancl durantz 1 minuto y enjuagandolas 3 veces en
agua de grifo estéril. Cuatro manzanas fusron colocadas dentro de camaras
himedas (28x 15 x 9 cm; con papel de filtro humedescido en &l fondo; cerrado con
tapa) y se hicizron dos heridas (aproximadament: 3mm de didmetro y 5 mm de
profundidad) usando pinzas estérilzs (Jijakli & Lepoivre, 1992 In: Fobkema,
N.J. JKohl &Y.Elad, Biclogical control of foliar and post-harvest dissases,
IOECWPRS Eulletin Vol 1a(11), jpp.108-110.) Cincuenta ul de agua estéril fusron
aplicados en las heridas de los tratamisntos de contral. En otro tratamiento, 50 ul
de una suspension conidial de Cladosporium claclagporioides H29 (210 © espora

vitalzs ml -1 ) fueron agregadas a cada herida. Las manzanas tratadas fusron
incubadas a 24 *C  durante 24 horas. Posteriorments, las manzanas fu=ron
tratadas xcon suspensionss de esporas y fragmentos micélicos de Monilla
fructigena y fueron adicionalments incubadas en las camaras hiumedas en 24 °C.
Cada tratamiento fue realizado «n 5 réplicas y cada replica constd d= 4 manzanas
N la misma camara humeda, y se dispusieron camaras humsedas con varios
tratamientos en un dis=io completamente alzatorio. EI experimento s repitié dos
veces. Se midid el diameatro de las lesiones que se desarrallaron a partir de la

heridas inoculadas 2y 12 dias después de [a aplicacion de Monilla fructigena.

Resultados y analisis

Menilla fructigena causd pudricién grave de la fruta en heridas de frutos de

manzanc kajo las condiciones experimentales, por ejemple, s& produjeron
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lesiones en el tratamiento de control de ambos exparimentos en todas las heridas
en &l nivel alto de patégenc. La aplicacién de conidios de  Cladasporium
clacloeponioicdes H22 redujo el ndmero Jde heridas infectadas en la mayoria de los
cascs (Tabla 20a). El tamano promedic de la lesién fue reducido por los
tratamientos antagonistas hasta en un 70% (Tabla 20 b). En promedio, la pudricién
de la fruta (medida como &l tamano de la lesién) s& redujo significativaments
desde el punto de vista estadistico en un 50% en el primer experimento, y en un

20 % en el segunda experimento.

Los rasultados demuestran que las aplicaciones de Cladosporium cladosporioidss
H39 durants la tiempo de desarrallo de la planta tiene el potencial de proteger los
frutos de manzano de la pudricién de fruto precosecha y poscosecha causada por
Manilla fructigena. Ademas, los tratamientos poscosecha won Cladosporium
cladosporioides 29 son prometsdores en cuanto a proteger el frute de la

pudricidn poscosecha durante &l almacenamiento.



(L9) 7.5 (S8S) 02¢ S202 - - - . SapIoLNASOPED )
0¥l ezl e R €62C 0961 GL6Y 6ECt |0U0D
. sauang( sewl sefoH
sclusiwelel)
LL 0l al ]! 0l A 3
ap 0JBWNN
(Li=u)  (o1=u)  (oL=u)  (OL=u)
(0l=u)6 (B=U)z 4(3=u)|
vl 2l LL 0l

ojusawiadxy

ojualelel |

e .12 J0d SOIEIU0D 8p oJaWNN

‘'sopejuasald uos sesswold uejuasaid

anb sope|sie so| ap sope}nNsal SO| 0|0S "souBWLRdXS | US SOpPEUIWEXD UdIan) sopejsie sofuoy £g ‘|ejo) U "SEPE|0IjU0D SaUoIdIPUOD

oleq euezuew ap SOIIJIWLSS U SKenbaeul BLUNUSA 3P SCIPIU0D 8p ugIoonpold | us gEH Saplouodsopelo wnuodsopes ap 010943 °| e|gel

900¢ °p gV 8p m.w UOISIBA

¥62050/800Z1IN/1Dd -

0TL8.0/600Z OM



‘sajuainbis seloy ¢ seno sg| ep opelsedas Jod epeanssnw

an} uenol sew efoy gl ‘sojuswiiadxs SO0 U 'Bjuand Ud Sepiual uotany 019|1was Jod sauangl sew sefoy ¢ se| ‘s A | scjualuadx2 soj ug

‘sisajuaied U |0JJUOD 3P OJUSIWE]EI} [B BAIJE[S) BIOBOLS ‘0SISASI U SOPRWIOISURI) SSI0BA

"|0J}UOD Bp OJUSIWE]R) [B BjUBISIp SIUSWIEDNSIPR)ST

'OpBUIWEXD ON

o]
'SDJUBILUER} £ [EJ0} OJEUNN

e

(v2) (£2) EEH
(BL) 9L L - - - -
o] 5 sapjouodsope ‘9
719 vyl SLol 6G¢ I - - [osjug
sefaIn sew sefoH
(62) EoH
6£0S0/800Z1N/1Dd ot 69

%\ 0T.8.0/600Z OM

]



sefaln sew seloy

peplligeln
ofeq ‘opgnwuloy

(6Ze) 0l (2'1€) vol (+'z22) val -
6SH Seplouodsapen D
(6g2) z0l (52v) L0L (bav) L0 (@) 16 EH seprouodsapey? O
(0gL) €6 (0'3L) €6 (6+2) Lol (8'Zl) 66 [oUsY
sauangl sew seloy

nipawiold 9 g |
cjuswiadxy ojusiwelel |

.2 10d SOIPIUOD S OJSWINN-UT

G A ‘Gl mOMCOE_‘_Gme ‘ousny sp ssuoIdIpuod O.qmﬂ m\\mbOmms eLumus A ap soIpiuod ap CO_,OQ:UO._Q Bl Us 6cH

soplouodsopelo wnuodsopern A GoH “ds wnuodsoper) ‘SCH 8/eeJad WnuAyjoiuoD ‘cH eljspouid ewoy4 ap uoioedijde g| ap 019)3 Yz El9eL

¥6£050/80021N/1Dd

0L

’ 0T.8.0/600Z OM



N

‘sisejuaied us Q00| X OSISASI US SOPEWIOJSUBL} SAIOeA

PEPIIqEeIA

oleq ‘opejnuwioy

(2'gL) 56 (LaL) 26 (0LL) £6 -
BEH saprouodsopejo "D
(0'81) 86 (LaL) 28 (1'92) Zol (6CL) S6 BEH seplouodsopeo D
(6'6) 26 (v'oL) €6 (96) 26 (56) 26 jo5u0)
¥6£0S0/800ZIN/12d 1L ‘ 0T.8£0/600Z OM



)

(Z L¥1) ("' 06)
(9vL) .96 (21e) oL (60) 69 (@) ¥2 BTH Sepicuodscpeld "0
ALl FLL
(z'e3tL) (5'652)
(5'62) €01l (3¢z) zoL (L2) &2 (o) 68 GCH sepicuod=oped
L'ZL V7L .
(£°222) (L'7eL)
(2'52) L0l (cap) Lo ('2) o4 () 7w [onuUNg
2T 1L
sauanol sew seloy
olpawold & l 14 € 4
ojuswiedxg ousiwelel |
m.u-c._.u
Jod soipiuod

ap nJBWNN-UT

e A ‘L've'e wO«C“wE_._maxm ‘OU=2Nny |Sp SBUOIdIpUOd O_.mn_ w\\NBUQQE eumuaA wp soIpluood sp CQUUDUO;Q e| us gcH

sepiouodsopejo wnuodsopel) A GeH “ds wnuodsopelD ‘¢eH eea1s0 wnuAyjoiuoc) ‘cH ejjepould ewoyd ep ugedlde e ap 01033 g 'Z BlgeL

¥6L0S0/800ZIN/LDd o u | ‘ 01£8L0/600Z OM



"[0JUCD Bp OJUBILIB)E) [B SJUBISIP SjuswedlselsT

"sisejuased us 000 | X 0SISASI US SOPELIOJSURL) SSI0RA

O_um._erOh_
(£°06) (°23)

(G'02) «66 (979) 29 (5g) g c1Z) 00l fEH Seplouodsopeja 1)
N A0
(Lsvl) (t=6)

(9°22) €0l (3'g) L% (5°2) B2 (£ge) 501 fEH sapiouodsopelo )
611 vl
(Leet) (z72)

(0eg) ¥oL (ze) ze (gzV) z6 (0v) 9ol |oJjuoD
=) bl

sefloln sew seloH

Ope|nLLLIo)

¥6L050/8002IN/LDd B €L ‘ 01.8L0/600Z OM



WO 2009/078710

74

PCT/NL2008/ 05079\( q g

de Akril de 2006

Tabla 2. Fechas de aplicacién y germinacién Jde espaoras de inoculo aplicado de

H29 y R40& (como se estima contando desde 1 placa ve agar rociada en el

huerto).

Fecha de aplicacian

Germinacién de esporas (%)

H39 R406

Junio 28 76 -

Julio 2 26 -

Julio 5 47 -

Julio 9 - -

Julio 12 25 95
Julio 18 32 97
Julio 19 28 93
Julio 23 19 97
Julio 26 28 94
Julio 30 23 95
Agosto 2 16 97
Agosto 6 11 90
Agosto 9 4 96
Agoéto 13 4 95
Agosto 18 10 a8
Agosto 20 4 73
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Tabla 4. Colonizacién de epifitas en hojas de manzana muestreadas el 4 de
octubre de 2007, Las hojas han sido tratadas dos vecas por semana desde el 2¢
de junio hasta el 20 de agosto con H29 y V301.61 (16 aplicaciones en total) o

desde el 12 de julio hasta o] 20 de agosto con RA0G (12 aplicaciones en total).

Namero de CFU por am™ en superficie de hoja
Tratamiento
(transformado reverso)

Hongo Hyphal

Cladasporium diferente al
Levaduras
Spp. Cladosporium
spp.
Contral 1005 1255 397 a’
H3% 2220 1042 162
R40a 502 400 100 b
(Fprob=01.076) (Fprop=0.069)

! Valores de la misma columna con letras en coman no difieren

significativamente en estadistica (LSD; a = 0.05).

Tabla &. Colonizacién endafitica de hojas de manzana muestreadas el 4 de
octubre de 2007, Las hojas han sido tratadas dos veces por semana desde el 28
de junio hasta el 20 de agosto con H39 y VEOT.E1 (18 aplicacionss en total) o

desde 2l 12 de julio hasta &l 20 de agosto con B406 (12 aplicacionss én total).
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Numero de CFU par cm™ en superficie de hoja

Tratamiento
(transformado reverso)
Hongo Hyphal
Cladosporium diferents al
Levaduras
Spp. Cladospaorium
spp.
Control 119 b 4.97 1.95
29 1.66 a 2.72 278
R405 1.20 b 2.93 1.99
(Fprob=0182) (Fpr0b=0171)

' Valores de la misma columina con letras en coman no difieren

significativaments en estadistica (LSD; « = 0.05).

Tabla &. Efectos de aplicacidn rociada del R406 antagonista en hojas de manzana
en el otofo de 2005 en contenido de DNA de V. inaequalis en primavera como sé
determina en tiempo-rzal especies-especifico PCR (TagMan-PCR). Los residuc

de hojas fueron muestreados del 23 al 31 de enero de 2008,

Tratamiento pg DNA de V. inaequalis

por myg de peso seco de
en residuos de 80 hojas
resicdtuces de hoja

10093

N

Control 37

R405 226 5007 *
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' Estadisticaments es significativaments diferente de los tratamientos de

contr ol (LSD:% H057).

Tabla 7. Efectos de aplicacidn rociada del R406 antagonista en hojas de manzana
en el atofo de 2005 en V. inaequalis produccién de ascospora en residuos de

hojas de 80 hojas en primavera de 2008,

Tratamiento Numero de acosporas por cada 20 hojas
Transformado- Transformasin-
Relativo a contral |
Logqo reverso
Control E.53 749594 100
R40¢ 537 %7 235505 31

En escala de transformacidn reversa
? Estadisticamente es significativamente diferente de los tratamientos de

control (LSDsy, = 0.3604).

Tabla 2. Efectos de aplicaciin rociada del RA0G antagonista én hojas de manzana

en &l otofo de 2008 en V. inacqualis produccién de ascospora por gramo de

residuos de hojas en primavera de 2006,

Tratamiento Nimero de acasporas por g de residuo de hojas

Transformado- Transformado-
Relativo a control
Log1o reverso

Control 4.54 34316 100
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R403 4077 M722 34

' En escala de transformacion reversa
? Estadisticamente es significativaments diferente de los tratamientos de

control (LSDsy, = 0.3183).

Tabla 9. Efecto de tratamiento de hojas jévenes con Cladoaponium cladasparioides
H39 y R406 llevado a cabo durante el verano entre el 28 de junio y <l 20 de agosto
en produccién de ascosporas de Venturia inasqualis en hojas tratadas después de

sobre-invierno en el piso del huerto. Experimento de huerto 2007/2003.

Tratamiento Nimero-Log de ascosporas g7 de
muestra ariginal de hojas residuos de hojas en
(peso fresco) primavera (peso seco)
Control 4.57 (37T 2 5.34 (220,059)
H3% 420 *P (15733) 204 7 (109,044)
R403 4.52 (32,991) 522 (211,203)

? Valores de transformacion reversa
® Significativamente diferente de los tratamientos de contral (un-lado

prueba-LSD; a = 0.05).
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Tabla 10. Efecto de Cladospaorium cladosporicides H29 en esporulacién de Nectria
galligena en segmentos de ramitas de manzana incubados £n camara himeda a

24°C por 14 dias.

Namera log de conidios por segmento de ramita |

1x10° esporas  1x10° esporas ml”
Tratamiento Promedio
-1 1

Experimento 1

Contral de G.64 6.56
£.50  (3,981,100)
agua (4,36:5,200) (3,630,800)
3.76 3.06
H29 241 %7 (2,600)
(5,800) (1,100)

Experimento 2

Control de .59 0675
f.A7  (4,566,600)
agua 4,081,500) (5m2,300)
4.32 4.44
H39 4.38 *  (23,500)
(20,900) (27,200)
Nectria galligena fus aplicada en una concentracion de 1 - 102 esporas mi™ y

-~ - . ‘ - - . -
1-10% esporas mI™ 18 horas antes de aplicar &l H3g con 2108 esporas - ml
1

Promedio de 5 replicas, cada una con 4 segmentos de ramita; valores de
transformacion reversa en parentesis.
2 Significativamente diferents de los tratamisntos de control (prueba-LSD; a

= 0.05).
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Tabla 11. Efecto de Cladosparium clac
Flzospara allii (Stemphylium vesica

camara humeda a 24

°C por 16 dias.

80 PCT/NL2008/050794 \_S ‘

Josponisickas H3 en esporulacion de

arium) &n hojas de pera necréticas incubadas =n

Indice

sorulacion de Fleaspara allii”

1x10° espor 1x10° esporas ml

Tratamiento Prome:dio

m|-1 1
Experimento 1
Control de

29.5 36.8 231
agua
H29 5.2 26.8 17.5 *2
Experimento 2
Control de

49.0 482 45.9
agua
H39 11.5 18.2 14.9 *~
Tabla 12. Efecto de Cladosporium clacdhasporicides H29 en esporulacidon de Bobrytis

aclaca en hojas de cebolla necréticas incubadas

n camara himeda a 24°C por @

dias.
Indice: de esporulacién de Botrytis aclada’
15107 esporas 1x10° esparas mb
Tratamiento Promedio
m|-1 1
Experimento 1
Control de
93.9 98.8 96.2

agua
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Cr

H3 10.0 12.0 11.0 *2

1,

Experimento 2

Control de

92.5 23.0 27.8
agua
H2% 3.5 2.0 124 *

. . .2 2 -
Botrytis aclada fue aplicacda en una concentracian de 1x10% esporas ml” y

1%10% esporas mlI" 18 haras antes de aplicar &l H29 con 2x10° esporas mi™.

-

Promedio de & replicas, cada una con 4 segmentos de hoja.

N

Significativamente diferents de los tratamientos de control (prusha-LSD; a

0.05).

Tabla 13. Efecto de Cladospaonium claclosparicidss H39 en esporulacion de Batnytis

cineraa en hojas de rosa necrdticas incubadas en camara hiumeda a 24°C por 12

dias.
Indice de esporulacién de Botrytis cinerea
1x10° esporas  1x10° esporas ml
Tratamiento Promedio
m|-1 1
Experimento 1
Control de
76.2 95.0 506
agua
H29 17 .5 43.0 30.2 %2
Experimento 2
Control de
G1.5 962 78.9

agua
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Hz9 35.5 55.0 n0.4 >

Botrytis cinerea fue aplicada en una concentracion de 1x10° esporas mi'y
1%10% esporas ml™ 18 horas antes de aplizar &l H29 son 231 0% esporas mi™.
Promediv de 5 replicas, cada una con 4 segmentos de hoja.

? Significativaments diferente de los tratamientos de control (prusha-LSD; «

= 0.05).
Tabla 14. Efecto de Cladosparium cladosporioides H2Q en esporulacion de Bofrytis
10 einersa en hojas de violeta de los alpes necrdticas incubadas en cdmara himeda
a 24°C por 12 dias.
Indice de esporulacién de Baotrytis cinerea
Tratamiento 1x10° ezporas ml™ 1x10° esporas ml™
Experimento 1
Contral de agua 95.0 95.0
! H39 28.2 ** GR.A *
Experimento 2
Control de agua 95.0 a0.(]
H39 7.8~ 955
Botrytis cinerea fue aplicada en una concentracion de 1:102 esporas ml™ y
15 1:10% asporas ml™ 13 horas antes de aplicar el H39 con 2x10° esporas mi™.

' Promedio de & replicas, cada una con 4 segmentos de hoja.

2 Signifizativamente diferente de los tratamientos de control (prusha-LSD; o

= 0.05),
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Tabla 15. Efecto de Clacdosporium clacdosponioides H39 en esporulacién de Balrytis

ciner=a en hojas de Geranios necrdticas incubadas en cdmara himeda a 24°C par

12 dias.

Indis

=

le esporulacian de Batrytis cinerea |

1x10% esporas  1x10° esporas ml

Tratamiento Promedio

ml-1 1
Experimento 1
Control de

24.8 42.0 38.4
agua
H39 1.5 8.5 K0 *-
Experimento 2
Control de

245 AR 23.9
agua
H39 0.2 11.0 ha *

Batrytis cinarea fue aplicada en una concentracion de 1102 asporas ml™ y

1%10% esporas mlI™" 15 haras antes de aplicar &l H39 con 2x10° esporas mi™,

Promedio de & replicas, cada una con 4 segmentos de hoja.

2 Signifizativaments diferente de los tratamizsntos de contral (prueba-LSD; o

= 0.05).
Tabla 16. Efects de Cladosporium clacdosporicicles H39 en esparulacién de

Mycasphaerella fijiensis en hojas de banana necréticas incubadas en camara

humeda a 24°C por 15 dias.
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Tratamiento

Numero de colonias de Mycosphasrella fijiensis por

segmento de hojas |

Experimento 1

Control de agua 5.65
H39 Q.15 *2
Experimento 2
Control de agua 10.15
H39 0.00
Mycosphaerella fijiensis fue aplicada n una concentracion de 1x10°
fragmeantos de micelio mi" 13 horas antes de aplizar &l H39 con 2x10°
esporas ml™.
' Promedio e 5 replicas, cada una con 4 segmentos de hoja.
2 Significativamentes diferents de los tratamientos de contral (prueba-1LSD; a
= 0.05).
Tabla 17. Efecto de Cladosporium cladosporiaides H39 en esporulacidn de
Fusarium graminearum en paja de trigo incubadas en camara humeda a 24°C por
13 dias.
Namero log de conidios por segmenta de paja’
Tratami=nto 1x10° esporaé ml” 1x10° esporas ml”
Experimento 1
Control de agua G5 (412,100) RT3 (535,300)
H39 4789 = (&7,400) £.501 (317,000)

Experimento 2
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Control de agua o.872 (744,700) §.885 (a7 ,400)
H29 Adla * (260,600) 5670 7 (467,700)

Fusarium graminearum fue aplicaca en una concentracion de 1x10% esporas
miy 1:10° esparas mi™ 13 horas antes de aplicar el H39 con 2x10°
esporas mi™.

Promedio de 5 replicas, cada una con 4 segmentos de paja; valores de

transfarmacion reversa en parentesis.

2 Significativamente diferents de los tratamientos de

ntrol (prusba-LSD; «

= 0.05).
Tabla 1&. Efecto de Cladosporium cladosporioides H39 en esporulacidn de

Fusarium culmaorum en paja de trigo incubadas en camara himeda a 24°C por 13

dias.
NUmero log de canidios por segmento de paja |
1x10% esporas ml
Tratamicnto 1%x10% esporas mi™ Promedio

1

Experimento 1
Contral de

agua

H39

Experimento 2
Control de

agua

£.498
(3,153,200)
6.002

(1,235,900)

w440

(2,792,500)

6.514
(4,111,500)
6.290

(2,454,700)

(3,313,600)

(1,741,500)

&.454

(3,047, 900)
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[.222 R I G217 *
H39
(1,567,200) (2,8%2,200) (2,074,900)

Fusarium culmaorum fue aplicads en una concentracién de 1x10% ssporas ml
Ty 1x10% asporas mlI™ 18 horas antes de aplicar el H29 con 2x10° esporas
mi™.

' Promedio de 5 replicas, cada una con 4 segmentos de paja; valores de
transformacién reversa en parentesis.

? Significativamente diferente de los tratamizntos de control (prusha-LSD; a

= 0.05).

Tabla 19. Efecto de Cladosporium cladasporiaich=s H29 en esporulacion de
Alternaria brassicicola en hojas d= repollo blanco necrdticas incubadas en camara

humeda a 24°C por 9 dias.

Indice de esporulacion de Alternaria hrassicicala

1x10° esporas  1:¢10° esporas mi-
Tratamiento Promedio
m|-1 1
Experimento 1
Control de
72.5 80.0 76.2
agua
H29 25 23.2 12,9 **
Experimento 2
Control de
78.8 87.5

agua

H39 11.5 * 418 -
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Alternaria brassicicola fue aplicada en una concentracion de 1410? esporas
ml™"y 110 asporas mi™ 13 haras antes de aplicar el H39 con 2x10°
esporas ml™.

' Promedio de 5 replicas, cada una con 4 segmentos de hoja.

2 Significativamente diferents de los tratamientos de control (prueba-LSD; @

= 0.05).

Tabla 20. Efecto de Cladosporium cladosporiaides H39 en pudricién de fruta
causada por Monilia fructigena en manzanas cv Elstar incubadas en camara

himeda a 24°C por 8 y 12 dias.

a. Numera de lesiones producidas por cada 8 heridas.

Namero de lesiones
1x10° esporas  1x10° esporas ml

Tratami=nto Promedio

ml-1 1
Dia 8
Control de

.G 5.0 6.4

agua
H.JL, I ba) 6."! 4 2 %2
Dia 12
Control de

3.0 £.4 7.2

agua

H39 7.4 54 6.4
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b. Promedio de diametro de la lesidn.

Diametro de la lesién (mm)

1210% esporas  1x210° esporas ml

Tratamiento Promedio

m|-1 1
Dia 8
Control de

19.0 43.1 31.1
agua
H29 5.6 247 15.2 *2
Dia 12
Control de

533 587 G59.5
agua
39 311 652 45.6

Claclosporium claclasporioides H29 fue aplicada en heridas utilizando 50 pl
de suspencion de esporas a 2x10° ssporaz ml™. Después de 24 horas,
Monilia fructigena fue aplicada utilizanda de 50 pl suspensién a 1x10?
esporas y fragmentos de micelio mi™ y 1x10° esporas y fragmentos de
micelio mr™.

T Pramedio de 5 replicas, cada una con 4 manzanas con 2 heridas tratadas
por manzana.

2 Significativamente diferents de os tratamientos ds contral (pruebha-LSD; «

= 0.05).

WPCA7727hD.A73778
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Reivindicacionas

Clacdasparium ladosparioidas H39, como s& consignd <l el 12 de Diciembre

de 2007 bajo &l numers CBS 122244 con the Central Bureau

)

Schimmelcultures, Baarn, Paises bajos.

Claclosporium clachasporioices R406, como s& consigna & 13 de Diciembre
de 2007 bajo el numero CBS 122245 con the Central Bureau

Schimmelcultures, Baarn, Paises hajos.

Composicidn para controlar un fitopatégeno de hojas, frutos y espigas, que

comprende un Cladlosporium segan reivindicacionas 1y 2.

Composicién segun reivindicacion 3, en la que dicho patégeno de plantas
es selsecionado del grupo ques conforman la sarna del manzano (Venturia
inaequalis), la rofia o maoteado de la pera (Venlfuria pirina), manchas de la
hoja  (Blumeriella jaapi), mancha negra  del  rosal(Diplocarpon
rosas/Marsasonina resae), la mancha marrén del peral (Stemphylium
vasicarium) , cidios de varias plantas talzs como la fresa, las rosas y las
manzanas (Podosphaera leucotricha/Sphasrotheca pannosa), oidio de la
begonia (Microsphaera hegoniae),oidio de la fresa  (Sphasrotheca
macularis), enfermadad del hollin (Gloeades pomigena),mancha de mosca
(Zygophalia jamaicensis)lepra del melocotonero o abolladura (Taphrina

deformans), pudricidn marrén, cancro (Monilla fructigena),roya del peral

[
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(Gymnosparangium sahinae),chancre (Nectria galligena), mancha negra del

rasal (Diplocamon rosae), roya del rosal (Phragmidium  tuberculatum/

Phragmidium spp.) Botrytis spp. En varias  plantas, Mycosphaeralla
h/am‘. ola in la col, Mycasphaeralla fiiencic en &l banano, Alternaria spp.
in Brassica, papa and varias other plants, Fusarium spp. especially in
cereals including maize, FPhytophthora infestans of potate and Plasmopara

viticola in vid, preferably whersin said fungal foliar pathoegen is apple scab.

Una composicién segln reivindicaciones 3 y 4, en la que el Cladasparium

esta presente en forma de esporas.

Una composicidn segun reivindicacién 5, la cual comprends adicionalments
un portador para las esporas de Clacdhosporium, preferiblemente en las que

dizho portador es glucosa.

Composicidn para controlar un fitopatdgenao de hojas, frutos y espigas en la

que un extracto de Cladosporium esta presente segun reivindicacionas 1y

2.

Un métoado para controlar un patégeno en plantas, -|u.— comprends tratar
dichas plantas con  una  composicién . seguan «:ualql.nera de  las

reivindicaciones 3 -8.
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10.

11.

Un metodo segin reivindicacién 8, en la que dicha composicién es rociada

&n las hojas, frutos o espigas de la planta.

Un métedo segun cualjuiera de las reivindicaciones 8-9, en la que <l contral
del patdgeno comprende prevencidn de la infeccion o disminucian del dafo

de la planta causado por dicho patégena.

Un método segun cualguiera de las reivindicaciones 2-10, en la que dicho
patégeno es seleccionadao del grupo que conforman la sarma del manzano
(Venturia inaequalis), la rofia o moteado de la pera (Venturia pirina),
manchas de la hoja (Blumeriella jaapi), mancha negra del rosal(Diplocarpon
rosag/Marsosonina rosae), la mancha marrdn del peral (Stemphylium
vasicarium) |, oidios e varias plantas tales como la fresa, las rosas y 1as
manzanas (Podosphacra leucotricha/Sphaerotheca pannasa), oidio de la
begonia (Microsphaera begoniae), oidio de la fresa (Sphasratheca
macularis), enfermedad del hallin (Gloeodes pomigena),mancha de mosca
(Zygophalia jamaicensis)lepra del melocotoners o abolladura (Taphrina
ceformans), ‘pudrioién marrén, cancro (Monilla fructigena), roya del peral
(Gymnasporangium sabinae),chancro (Nectria galligena), mancha negra del
resal (Diplocarpon rosae), mya del rosal (Phragmidium  tuberculatum/
Fhragmiclium spp.) Botrytis spp. En varias plantas, Mycosphasralla
brasaicicola in la col, Mycosphaerella fijiznziz en <l banano, Altermaria spp.

in Brassica, papa and varias other plants, Fusarium spp. especially in

62
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cereals including maize, FPhytophthora infestans of patato and Plasmopara

viticola in vid, preferably whersin said fungal foliar pathogen is apple scab.

12.Un método seguin cualquiera de las reivindicaciones 8-11, en la que dicha

composicién es aplicada preccsecha

13.Un métada segin cualquiera de las reivindicaciones 8-11, en la que dicha

composiciédn es aplicada poscosecha

14.Uso de un Claclasporium segin la reivindicacién 1 o 2, 0 una composicion
segun cualjuiera de las reivindicaciones 3-7 para la prevencidn o
tratamiento de la infeccién de hojas, frutos, o espigas de una planta por

parte de un patdgeno.

15.Una cepa de Cladosporium segan la reivindicacian 1 o 2, o una
composicion segun cualjuiera de las reivindicaciones 3-7 para uso en al

control de una infeccion paor parte de un fitopatbgeno.
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Resumen

La invencidon se relaciona con &l control de patdgenas que causan enfermedades
en las hojas, frutos y en plantas, tales como la sarmna del manzano (Venturia
inarqualis) mediante tratamiento de la planta con un aislade de Cladosporium
cladosporicicdes. El tratamiento es efectivo tanto en la prevencidén como en el

tratamiento de la infeccion fingica

WPCI7727ND.173777
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Figura 2
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Figura 4
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Ni3. de solicitud FCT/NLZ0UE/050794

i

7)  Publicacidn internacional
Fecha: 25/06/2009
N? publicacion: WO 2009/075710 A1

(54) Titulo:  MICROORGANISMOS NOVEDOSOS QUE CONTROLAN PATOGENOS EN PLANTAS

Reivindicacion(es):

1. Cladogparium  cladasporioides  H29,  como e
congignd &l &l 13 de Dicistibre de 2007 bajo ¢l nuinsra CBS
122244 con the Gentral Bureau Schimmelcultures, Baarn,
Paizes bajos.

2, Cladocponium  cladocporioidss  R406, como  se
congigna &l 13 de Diciembre de 2007 bajo &l numero CBS
227243 con the Central Bureau Schimimelculturas, Bazm,
Paises bajos.

2 Composicion para controlar un fitopatégeno de hojas,
frutos y eapigas, que comprende un Cladosporium 3egun
reivindicaciones 1y 2.

4, Composicion sagon reivindicacién 3, en la que dicha
patiégena de plantas es selaccionado del grupa que conforman
la sarna del manzand (Venturia inacqualis), [a rofia o moteads
de la pera (Venturia pirina), manchas de la hoja (Blumeriella
jaapi), mancha negra del rozal(Diplocarpon rosae/Marsosonina
rozas), la mancha marron del peral (Slemphyliom vasicariumy
oidios de varias plantas talas como la fresa, las maas y las
manzanas (Podosphasra teucatrichalSphagrotheca pannoca),
oidia de la begonia (Microsphaéra begonias),oidio de la frasa
(Cphacrotheca maculanis), enfermedad del hollin (Glosades
pomigana),mancha de moaca (2ygophalia jamaicensis)lepra
del melocotonery o abolladura  (Taphring  deformans),
pudriciéin marran, cancre (Monilla fructigzna)roya dal peral
(Gymnasporangium  sabinas),chancro  (Necfria  galligena),
mancha nagra del rozal (Diplecarpon rosae), roya del rosal
(Fhragmidivm Buiberculatuny Phragmidiom cpp.) Bolrytis spp.
En varias plantas, Mycocphaersllz brassicicola in la cal,
Mycocpharella fijisnsiz en @l banano, Altemaria spp. in
Brazsica, papa and variaz other plants, Fuzarmum cpp.
expacially in cersals including maize, Phylophthora infestans
of potate and Plasmopara viticola in vid, praferably wherain

said fungal foliar pathogen iz apple scab.
o, Una compaosicién segun reivindicacionas 3 y 4, en la

que &l Cladosporium estd presents en forma de esporas,

6. Una composicion 8eg4n reivindicacién &, la cual
comprende adicionalmante un portador para las esporas de

Cladagporium, preferiblements en lag que dicho portadar &3
glucosa.

7. Composicion para controlar un filapatdgena de hojas,
frutos y ezpigas en la que un exdracto de Cladocporium 233
presents 3eg0n reivindicacionas 1y 2.

8 Un mélodo para controlar un patdgeno &n plantas,
que comprende tratar dichas plantas con una campogicion
sagun cualguicra de laz reivindicacionas 3 -4,

9. Un método segin reivindicacion 8, en la que dicha
compozicion &8 rociada an 1as hojag, frutos o eapigas de 1a
planta.

10. Un métoda segin cualquiera de las reivindicacionss
8-9, en la que el contral del patdgeno carmprande pravenacion
de la infeccidn o disminucion del dafio de la planta causado
por dicho patdgena.

1. Un método segin cualguiera de las raivindicacionss
5-10, en la qua diche patdgens &8 seleccionado dal grupo qua

conforman la sama del manzano (Vanfuria inasqualiz), 1a rofia
o maoteado de la pera (Vanturia piring), manchas de la hoja

(Blumerizlla  jaap), mancha negra del rozal(Diplacarpon
rozasiMarzozoning rosae), la mancha marron del  peral

(Ctemphylium vasicarium) |, oidios  de variaz plantaz tales
cofio la fresa, lag rosas y lag manzanaz (Podozphasra
leucotrichalSphaerathzca  pannosa), oidio de la begonia
(Microsphacra bagoniag), oidio de la fraza (Sphasrotheca

macularnis), enfermedad el hollin (Glozadas
pomigena)mancha de mosca (Zygophalia jamsaicencic)lepra

del  malocotonero o abolladura  (Taphrna  dsformans),
pudricién marrén, cancro (Monilla fructigena), roya del paral
(Gymnogporangium - sabinaz),chancra (Nactria  galligana),
mancha negra del rosal (Diplocarpon rosas), roya dal rozal
(Phragraidium {uberculatuny’ Phragmidium spp.) Botrytiz spp.
En variaz plantaz, Mycogphaarella brassicicola in la cal,
Mycocphaerella fijiensis en el banano, Alfernaria spp. in

Brassica, papa and varias othsr plants, Fugarium opp.
eapecially in ceraals including maize, Fhytophthora infsstans

of potate and Plasmopara viticola in vid, preferably wherein
aaid lungal falizr pathogen is apple acab.
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MODELO DI /l:\‘(i l}l PRESENTACION Foling: 177

[_I Indicaciin que sa solicita una paten

D Datos de identificacidn del solicitants o de la persona que prasents la eolicitud
D Descripcidn de la invenacidn

D Dibujos de sar estos partinentes

]

Comprobants de paga de las tasas establecidas (De zer & caso formato de descuento)

Completa D Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 485/00, Circular Unica

-

D/ Indicacidn que se solicita una PCT

D/ Copia de la solicitud en =zpafiol, tal cormo fus presentadsa inicialmente (capitulo descriptiva,

reivindicatorio, resurnen)
Dibujos de 32 estos pertinentes

Completa | % | Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [:I (Art. 119 Decision 486/00)
|__] Indicacidn que g2 solicita Disedio industrial
l:l Datos de identificacidn del solicitants o dz la parsana que presanta la solicitud
Papressntacidn grafica y fotografica del Disefia induztrial o musstra del material que incorpora el
D disefio
D Comprobantz de pago de las tazas establecidas
Completa D Incampleta D

ESQUEMA DE TRAZADO D (Art. 92 Decisidn 486/00)

Indicacian que 3a solicita un esquema de trazado
Datos de identificaciin del zolicitantz o de la persona que présenta la soliciiud
Represantacidn grafica ds un esquerma de trazada

Comprobants de pago ds las tazas extablecidas

Completa l:] Incompleta D

HENRERN

PIND-FOR (70118-11-1R)
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Bogota D.C.,
2020

Dactor(a)

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMEHNCIA
Apoderada(a) yio Representante de

STICHTING DIENST LANDBOUWELUNDIG OHDERIOEL

Industria y Comercio

SUPERINMNTENLDEMNC

b A

REFEREMNCIA Radicacién No. 10 0&a001
Solicitud internacional pet/nlZ00a/ns0754
Fecha inicio fase 14/07/2010
Tramite 11
Evento 78
Actuacidn 430
Oficio No.

209500

Coma resultado del e-amen de forma, realizado con fundaments sn o2l articulo 38 de la Decision 488 de la .
Comisidn de la Cm’numdad Andina, articulo 27 dil Tratado de Cooperacian en Materia de Patentas (PCT), regla
51 bis del Reglarmento y Gircular Unica de 1a Superintendencia de Industria y Comercio, s& le comunica que:

1. La solicitud no contiene &l poder debidaments ctorgada, con &l leno de las requisitos exigidos por los articulss
65 vy subsiguientss dal Codigo de Procedimiento Civil, Adizicnalments, deberd prasaar el documents que
acradita la existencia y reprasentacion legal ds la sociedad solicitants, cuando $sa fuens persona juridica.

S El solicitantz dehe prasentar un nueve titwls que permita identificar la materia de la cual trata la solizitud, ya -
gue el titulo relacionads no $2 encuentra con la precisién necasana para identificar claraments el objeto de la
solicitud de patentz, (Regla 4.2 PCT, Art 26-27 D-424, Cirsular anica 5.2.9)

. La solicitud no contiens 1a copia del documenta &n que consta 1a cesidn del derecho ala patent: dsl inventor al
salicitante o a su causants, conforme a le establecido por @l articuls 26 litzral k) de la Dacisiin 426 de la
Comisiin de la Comunidad Andina. Cuanda s trats de documentos olorgados en &l extranjern, astos deberan
legalizarse de conformidad con o dispussty por 10s aiculas 289 y 260 del Cddiga de Pracedimienty Civil.
Cuands se trale de las declaraciones a que hace referencia la Regla 417 i) del Tratado de Conperacién en
Matzria de Patentes PCT., ¢l alcance ds las tales declaraciones se detarminara sagin indigquen claraments una
cesicn de derechos del inventor al solicitants © su canzante, de conformidad con |2 dispuasts @n &l numeral
5.2.15 del Capitula Quinta, Titulo '« de la Circular Unica Jde Superintend:zncia de Industria y Comercio.

l,-

n

Er cumplimients de 1o dispussto por @ articuly 39 de 1a Decizion 4596, se le requisre para que deniro del LErming
de doz mesas siguisntzs a 1a fecha de notificacion del presents oficio, cornpl._tw los requisitos anteriormeante
enunciados. En caso de no dar cumplimianto al presenta regquaerimiento, la solicitud se conziderard abandonaday
perderd su prelacian.

Continua en la pagina siguiente. .

S:de Cantro: Carrara 13 Ho. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PEX: 5670000
Scde CAH: Av. Cra 50 Ho. 26-55 int. 2 T3l: 5330070
Call Center 6513240, Linea 01800-910165
Wab: vvav.sic.aov.co c-mail: info@sic.aov.co

Al contastar favor indiqus ol ndmsro ds
radicacién quo 33 gncusntra & continuacion
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LN Continuacidn radicado Ho: 10 086001 . S .
N Industria y Comercio

SUFERINTENDEN ZIL.A

Hotifiquese el presents oficio conforme a 1o dispuesto en el numsral £.2, literal &), del capituln gquinte del titula

[
primers de 13 Circular Uniga Nog10 dis 2001,

ALl CARMEHZA QESPEDES DE VERGEL
Direcdora de Nuevas Creaciones () “—_JD\- m
LRI

El anterior requerimiento fue notificads por fijaciin en lista de facha
adpal1

Al contostar favor indiqus sl numero do Sed2 C3ntra: Carrars 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PEY: 6670000
radicacién que 33 encuantra a continuacion Sede CAM: Av. Cre 50 Mo. 26-55 int. 2 Tol: 5230070
Call Center 6513240. Linza 01000-910165
Web: www.sic.oov.co c-mall: info@sic.nov.co



