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RESUM 

El control biològiC, basat en l'ús de microorganismes antagonistes, s'ha considerat com una alternativa 
prometedora a l'ús de productes químics de síntesi. A partir d'un extens programa experimental, es va trobar 
que una soca del llevat Candida sake [CPA-1) era particularment efectiva en controlar tres dels principals 
patògens de postcollita de fruita de llavor a l'àrea mediterrània: Penicil/ium expansum, Botrytis cinerea i Rhizo
pus nigricans. En experiments de laboratori C.sake va controlar completament B.cinerea i R.stolonifer en po
mes i peres i va controlar Pexpansum en més del 80%. En emmagatzematge en atmosfera controlada la 
podridura causada per Pexpansum va reduir-se en un 97% , i es va trobar més efectivitat al 3% que a l' 1 o el 
21 % d'oxigen. En proves semicomercials i comercials amb la varietat de poma Golden Delicious es va aconse
guir un control efectiu de les malalties de postcollita en diverses condicions d'emmagatzematge. 

INTRODUCCIÓ 

Les pèrdues de fruit(l en postcollita degudes a podridures fúngiques poden ser importants, i poden 
reduir-se amb l'ús de fungicides de síntesi. El desenvolupament de resistències als fungicides pels principals 
agents causants de podridures [Bertrand i Saulie-Carter, 1978; Dekker i Georgopoulos, 1982; Viñas et al, 
1991), i la preocupació dels consumidors per la salut i el medi ambient han impulsat l'interès per trobar 
alternatives als mètodes químics. 

El control biològic, utilitzant microorganismes antagonistes, s'ha considerat una alternativa prometedora 
als productes químics de síntesi. Els principals patògens en fruites de pinyol [Pussey i Wilson , 1984), pomes 
[Janisiewicz, 1987), cítrics [Wilson i Chalutz, 1989), i altres fruits [Janisiewicz, 1990) han pogut ser controlats 
en alguna mesura mitjançant aquesta tècnica. Els llevats són considerats bons candidats com a agents de 
biocontrol perquè colonitzen ràpidament la superfície de la fruita, suporten el stress ambiental i utilitzen els 
nutrients més ràpidament que els patògens. 

El 1989 es va iniciar un programa de mostratge per ai llar i identificar bactèries i llevats que, trobant-se 
de forma natural a les plantes [fruits i fulles de pomeres i pereres), mostressin un potencial com a antagonistes 
de les podridures principals en aquestes espècies a l'àrea mediterrània: Penicillium expansum Link, Botrytis 
cinerea Pers. i Rhizopus stolonifer [Ehrenb.) Lind. Una soca de Candida sake [CPA-1 ) va mostrar ser particular
ment efectiva en aquest control. 

MATERIALS I · MÈTODES 

Patògens. Pexpansum, B.cinerea i R.stolonifer, aïllats de pomes podrides després d'alguns mesos en 
emmagatzematge, van seleccionar-se per ser els que causaven majors podridures en inocular-los en pomes. Es 
mantenien en medi Patata Dextrosa Agar, i eren transferits periòdicament a pomes. S'inoculaven suspensions 
aquoses de 103, 104 o 105 conidis per mililitre, preparades de cultius de Pexpansum, B.cinerea i R.stolonifer de 
10, 14 i 7 dies respectivament. 

-13-



Fruits. Es van emprar pomes Golden Delicious i peres Blanquilla, de camps situats a l'àrea de Lleida, just 
després de la collita o després d'un emmagatzematge curt (màxim de 3 mesos] en atmosfera normal a 1°C. 

Antagonista. Es van preparar suspensions a partir de cultius crescuts en medi NYDB en agitació a 150 
rpm, 24-48 ha 25ñ 1°C. El medi era centrifugat a 7520 g durant 10 min; es feia una nova suspensió de les 
cèl.lules en 50 ml d'aigua, a partir de la qual s'ajustava la concentració mitjançant mesures espectrofotomètri
ques contrastant amb una corba estàndard. 

Tests de laboratori. Es va determinar l'efectivitat dels antagonistes potencials seleccionats contra 
Pexpansum, B.cinerea i R.stolonifer. Es va experimentar sobre fruits prèviament emmagatzemats a 1 oC per 
determinar la concentració mínima requerida d'antagonista per produir control efectiu . Després d'esteril itzar 
la superfície dels fruits, es van provocar dos damys en cadascun d'ells de 3x3x3 mm3. Cada tractament es va 
repetir 3 vegades i la unitat de mostra va ser de 3 fruits. A cada forat s'hi van injectar 25 ili de la concentració 
corresponent de la suspensió de C. sake. A continuació es van injectar 20 ili d'una suspensió aquosa d'espores 
del patogen corresponent (1 xl 03 , 1 xl 04 i 1 xl 05 espores per ml]. La concentració de les suspensions de coni
dis es va determinar amb un hematocitòmetre. Després d'incubar durant 5, 7 i 10 dies les fruites inoculades 
amb R.stolonifer, Pexpansum i B.cinerea, respectivament, a 20ñ 1°C i humitat relativa del 75ñ5% en safates 
de plàstic, es va mesurar el diàmetre de la lesió. Per separar les mitjanes es va emprar el test de Duncan de 
rang múltiple, amb p = 0.05. 

Proves a escala pilot en condicions comercials. Amb pomes Golden Delicious tractades com s'ha 
descrit anteriorment va avaluar l'efectivitat de l'antagonista per controlar Pexpansum en condicions d'emma
gatzematge comercial. Cada lot experimental estava constituït per 20 pomes i es repetia 3 vegades. Després 
de 60 dies a 1°C i 21 % 0 2: 3% °2.3% CO2 o 1 % 0 2. 1 % CO2 es va realitzar la lectura dels resultats mesurant 
el diàmetre de la lesió i el nombre de forats amb podridura . Per separar les mitjanes es va emprar el test de 
Duncan de rang múltiple, amb p = 0.05. 

Proves semicomercials en frigoconservació. Es van submergir pomes Golden Delicious acabades de 
collir durant 30 s en una suspensió aquosa de C. sake amb l,6x 1 04 o 1 ,6x 106 unitats formadores de colònia 
(ufc]/ml. Una hora més tard se submergien els mateixos fruits durant 30 s en una suspensió de 104 conidis/ml 
de Pexpansum. Cada lot experimental constava de 60 fruits i es repetia 3 vegades. Després de 8 mesos a 1°C 
i 21 % 02 es controlava el número de fruits amb podridura. Per separar les mitjanes es va emprar el test de 
Duncan de rang múltiple, amb p = 0.05. 

Proves en atmosferes controlades comercials. Es van seleccionar a l'atzar pomes Golden Delicious 
acabades de collir i es van emmagatzemar en palox d'uns 1800 fruits de capacitat, on es van tractar en 
drencher amb una solució d'lmazalil a dosis comercials, amb C. sake a 6,5x 1 04 i amb C. sake a 3x 105 ufc/ml, 
respectivament, més un grup de palox no tractats com a control, i cada tractament es va repetir quatre vega
des. Tot es va realitzar segons els mètodes estàndard d'una central hortofructícola. Els fruits tractats es van 
emmagatzemar 9 mesos en AC a 1°C, 3% 02 i 3% CO2 en una cambra comercial, acabada d'omplir amb 
pomes similars que havien rebut els tractaments normals. Després del període d'emmagatzematge es va comptar 
el número de fruits amb podridura a cada mostra. 

RESULTATS 

Identificació de l'antagonista. El llevat aïllat amb millor potencial, CPA-l , es va enviar al Centraalbure
au voor Schimmelcultures (Delft, Holanda] per la seva identificació. Va ser identificat com a Candida sake (Saito 
& Ota] Van Uden & Buckley i dipositat a la Colección Española de Cultivos Tipo (València] . 

Activitat de l'antagonista C.sake en pomes i peres a 25°C. El llevat antagonista va produir una forta 
inhibició del desenvolupament en pomes i peres dels tres patògens testats. En pomes tractades amb les tres 
concentracions de l'antagonista (7 ,5x 105 , 1 ,6x 106 i 2,6x 106 ufc/ml] i 103 o 104 conidis/ml de B.cinerea no es 
van desenvolupar lesions. A 105 conidis/ml de B.cinerea i a les dues concentracions més elevades de l'antago
nista, el control va ser absolut. 

En peres, C. sake només va controlar B. cinerea a 103 conidis/ml, mentre que a dosis de 104 i 105 conidis/ 
ml no es va produir un control efectiu (menys del 50% de reducció de la podridura] 
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En pomes i peres inoculades amb Pexpansum, C.sake va reduir o controlar totalment el desenvolupa
ment de la podridura. Amb concentracions creixents de l'antagonista es reduia el diàmetre i el percentatge de 
ferides infectades per Pexpansum. 

En pomes protegides amb C.sake a 1 ,6x 106 i 2, 6x 106 ufc/ml inoculades amb 103 conidis/ml de Pexpansum 
i R.stolonifer no es van produir lesions. A les dues concentracions més elevades de l'antagonista assajades, 
només es van observar petites lesions o control total en fruits inoculats amb 104 o 105 conidis/ml de R.stolonifer. 

Proves a escala pilot amb C. sake en condicions comercials. 
En emmagatzematge en atmosfera controlada, la dosi de 2,4x 1 06 ufc/ml de C. sake va produir un control 

efectiu a totes les atmosferes provades. AI 3% 02 el control va ser el més efectiu, arribant al 97% de reducció 
de podridura respecte al control (Taula 1). 

Taula 1. Efecte de l'antagonista en el diàmetre de podridura (cm) causat per 
P expansum en pomes Golden Delicious foradades. 

Concentració de C.sake (CPA~ 1 ) 

Nivells de gasos Oufc/mJ 2,4x 1 06 ufc/ml 

21 % 02 3.9 a 1.1 b 

3% 02 - 3% CO2 4.1 a 0.1 b 

1 % 02 - 1 % CO2 2.9 a 0.6 b 

* Els fruits van ser perforats i inoculats amb l'antagonista a les dosis referides, i 
P expansum a 104 conidis/ml, i emmagatzemats durant 60 dies a 1 oC i les atmosfe
res indicades. Els números amb la mateixa lletra no són significativament diferents 
segons un test de rang múltiple de Duncan (p = 0.05) 

Proves semicomercials en frigoconservació. 

A la concentració més alta assajada, C. sake va reduir significativament el percentatge de fruits podrits 
(reducció del 74%) respecte al control. 

Taula 2. Efecte de l'antagonista en el percentatge de podridu
res per P expansum en pomes Golden Delicious. 

Concentració de C. sake % de fruits podrits 

O ufc/ml 8,4 a 

1,6. 104 ufc/ml 4,2 ab 

1 ,6 . 106 ufc/ml 2,2 b 

* Fruits comercials, sense ferides, es van submergir en una sus
pensió aquosa de C. sake a les dosis referides i de P expan
sum a 104 conidis/ml, i emmagatzemats durant 8 mesos a 1 oc. 
Els números amb la mateixa lletra no són significativament di
ferents segons un test de rang múltiple de Duncan (p = 0.05). 

Efectivitat de C. sake en una prova comercial en atmosfera controlada. 
A la concentració de 3.0x 105 ufc/ml Candida sake va controlar la podridura de forma similar al fungicida 

químic més efectiu autoritzat al mercat per postcollita de fruits de llavor. La reducció de la podridura va ser 
significativa respecte al control. (Taula 3) 
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DISCUSSiÓ 

Taula 3. Efectivitat de diversos tractaments contra agents de podridu
ra en pomes Colden Delicious. 

Tractament % de fruits amb podridura 

O 1.30 a 

6.5x 104 ufc/ml de C. sake 0.89 ab 

3. Ox 105 ufc/ml de C. sake 0.70 b 

Imazalil (dosi comercial) 0.74 b 

* Fruits comercials, sense ferides, es van tractar en drencher en condici
ons normals amb una suspensió aquosa de C. sake o una solució d'lma
zalil tal com s'ha indicat, i van ser emmagatzemats durant 9 mesos a 
1 oC, 3% CO2 i 3% 02. Els números amb la mateixa lletra no són signi
ficativament diferents segons un test de rang múltiple de Duncan 
(p=0.05). 

Candida sake, la soca que va mostrar millor potencial com a antagonista contra malalties fúngiques entre 
les assajades, és un organisme adequat per control de malalties en postcollita, ja que no s'ha associat mai amb 
animals de sang calenta (Hurley et al, 1987). i és ubicu a la natura i un component principal de la flora epifítica 
dels fruits madurs (Beech i Davenport, 1970). 

Es pot esperar que els llevats aïllats de la superfície de fruits, com C. sake, seran més efectius com agents 
de biocontrol perquè estan adaptats fenotípicament a aquest nínxol i poden, per tant, ser més efectius en 
colonitzar i competir pels nutrients i l'espai a la superfície del fruit. L.:especialització en l'hàbitat és comú en les 
espècies conegudes com Candida (Kreger van Rij, 1984). 

la concentració d'antagonista requerida per obtenir control va ser suficientment baixa com per conside
rar-ne la comercialització. la capacitat de control va ser satisfactòria a les temperatures habituals en frigocon
servació, i a les atmosferes controlades comercials. 

les instal.lacions utilitzades comunament a les centrals per aquests tractaments són també adequades 
per utilitzar-les amb C. sake tal com s'ha assajat, fet que, per no requerir inversions addicionals per part dels 
operadors comercials, fa d'aquest organisme una alternativa prometedora als fungicides químics de síntesi. 
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