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1. INTRODUCCION

La agricultura constituye uno de los pilares fundamentales en la economia mundial y el
sustento principal para la vida humana. Por esta razon, la accidon de ciertos organismos
fitopatogenos sobre las cosechas puede provocar graves problemas, como la baja
produccion y desarrollo de cultivos o incluso la desaparicion de los mismos, lo que
supondria graves pérdidas econdmicas (Juarez-Becerra et al., 2010).Desde hace afios,
para combatir este tipo de patogenos vegetales y para mejorar la calidad de los suelos,
se han utilizado fertilizantes y plaguicidas de caracter quimico, causando, en algunos
casos, un efecto nocivo importante en el medio ambiente, llegandose a producir
contaminaciones en las aguas superficiales, en suelos, pérdidas de biodiversidad
microbiana beneficiosa e incluso, la salud animal y humana se han visto afectadas por
este tipo de compuestos (FAO, 1997).

Para evitar este tipo de practicas perjudiciales, desde hace décadas se han estado
realizando estudios sobre técnicas agrarias sostenibles y respetuosas con el medio
ambiente entre las que se encuentra el compostaje. El compostaje es un proceso,
mediante el cual se transforma la materia orgénica, procedente de diversas actividades
(agricolas, domésticas, etc.), en abono de alta calidad (MAGRAMA, 2011). Este
proceso se realiza en condiciones aerdbicas, dejando la materia orgéanica almacenada en
un compostador durante un periodo prolongado de tiempo y en el que tienen lugar
reacciones metabolicas complejas llevadas a cabo por diferentes microorganismos que
aprovechan el carbono y el nitrogeno presentes para producir su propia biomasa (MMA,
2011). El proceso de compostaje es, por lo tanto, una actividad que no requiere de
muchos cuidados y que se puede realizar siempre que se controlen las condiciones de
aireacion, humedad y temperatura, mezclando la materia organica y afiadiéndole agua si
fuera preciso. Ademas, presenta numerosas ventajas tales como: el ahorro en
fertilizantes, ya que el compost se produce de forma natural sin necesidad de anadir
agentes quimicos y el ahorro en la recogida de basuras, puesto que la mayor parte de los
residuos organicos pueden ser reciclados. De esta forma, se favorece la reduccion de la
contaminacion y se mejora la calidad y la estructura del suelo (Deputacion de
Pontevedra, 2016).

La transformacion de la materia orgdnica en compost se suele llevar a cabo en un
compostador donde los residuos se almacenan durante un determinado periodo de
tiempo en el que tienen lugar diferentes fases segiin Laich (2011), y en las que
intervienen una gran cantidad de microorganismos:

- Fase de latencia y crecimiento: donde se inicia la colonizacion de los residuos
por parte de diferentes microorganismos, los cuales empiezan a degradar la
materia organica haciendo que aumente la temperatura de la pila de materia



organica debido a las reacciones metabolicas que llevan a cabo. Esta fase suele
durar entre 4 y 5 dias aproximadamente.

- Fase termdfila: el aumento de la temperatura hace que aparezcan bacterias y
hongos termofilos cuya temperatura de accion oscila entre 60 y 70 °C. Durante
esta etapa la materia organica se degrada rapidamente y se eliminan los
organismos patdgenos que actuan a temperaturas inferiores. Esta fase puede
llegar a durar hasta 2 meses segun el grado de descomposicion de la materia.

- Fase de maduracion: donde la temperatura va disminuyendo mientras que la
materia organica mas resistente se va degradando poco a poco. Esta fase puede
durar hasta 3 meses en los cuales, las bacterias y hongos mesofilos vuelven a
colonizar la pila.

En el compost pueden estar presentes microorganismos que pueden ser perjudiciales
para los cultivos. Durante la ultima década, se han llevado a cabo numerosos estudios
en los que se ha comprobado la presencia de organismos con actividad fitopatdgena
durante el proceso de compostaje (Ryckeboer et al., 2003; Haruta et al., 2005; Jones et
al., 2007; Lopez-Gonzalez et al., 2013). Algunos ejemplos relevantes son las especies
pertenecientes al género Armillaria y la especie Rosellinia necatrix que afectan
principalmente al sistema radicular de plantas superiores causando una podredumbre
blanca en el caso de Armillaria (Aguin et al., 2008) y podredumbre lanosa en el caso de
Rosellinia necatrix (Mansilla et al., 2002). Otro género importante es Fusarium, en el
que se agrupan un gran numero de especies con actividad fitopatdgena que afectan,
sobre todo, al sistema radicular y vascular de plantas horticolas causando podredumbre
de las raices, marchitamiento foliar y necrosis en zonas del tallo de las plantulas (Sainz
etal., 2012).

Sin embargo, también se ha comprobado que el compost, ademas de su utilidad como
fertilizante natural y como sustento del suelo, puede presentar cierta capacidad
biocontroladora frente a distintos microorganismo fitopatdogenos, por lo que también
seria de utilidad en la lucha contra determinadas enfermedades. Este control viene dado
por la actividad antagonica de los microorganismos procedentes del material de partida
del compost o de aquellos que colonizan el material compostado durante el proceso
(Trillas-Gay et al., 2014). Un ejemplo seria el caso de Trichoderma sp., en el que la
mayoria de las especies que se agrupan en este género, presentan actividad antagdnica
frente a multitud de hongos y que gracias a su facilidad para ser aislados y cultivados, a
su crecimiento rapido en diferentes sustratos y el hecho de que no afecta a plantas
superiores, hacen que este género sea uno de los mas estudiados y utilizados para
controlar organismos fitopatdgenos (Belanger et al., 1995; Jin et al., 1996).

Por todas las razones mencionadas anteriormente, la Diputacion de Pontevedra ha
promovido, desde principios del afio 2016, la implantacion de compostadores en varios
puntos de la provincia para la produccion de compost a partir de residuos organicos
como por ejemplo restos de comida cruda o cocinada, restos de jardin, posos de cafg,
etc. La finalidad del proceso es obtener un compost de calidad, exento de organismos
fitopatdgenos y que pueda ser utilizado con garantias como fertilizante o abono natural.



2. OBJETIVO

Con este trabajo se pretende, por un lado conocer los hongos y bacterias fitopatogenas y
antagonistas que puedan estar presentes en el compost procedente de la degradacion de
residuos solidos urbanos (restos de comida, restos de poda, etc.), elaborado en
compostadores situados en la provincia de Pontevedra, y por otro, evaluar el efecto de
uno de los compost sobre el crecimiento de plantas horticolas y en la actividad de
Trichoderma asperellum y Fusarium oxysporum. Por todo ello, los objetivos que se
plantearon para este trabajo fueron:

e Conocer la incidencia de hongos fitopatégenos radiculares en muestras de
compost.

e Conocer la diversidad de especies del género Fusarium.

e Estudiar la presencia de otros hongos y bacterias fitopatdgenas y antagonistas.

e Estudiar el efecto de uno de los compost en el crecimiento de plantas de Lactuca
sativa var. crispa.

e Evaluar la capacidad antagonista in vitro de Trichoderma asperellum frente a
Fusarium oxysporum.

e Evaluar la capacidad biocontroladora de Trichoderma asperellum frente a
Fusarium oxysporum en plantas de Lactuca sativa var. crispa en mezcla de
sustrato y un compost.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1- Procedencia de las muestras de compost

Se han utilizado 11 muestras de compost, de las cuales 10 procedian de compostadores
pertenecientes a la Diputacion de Pontevedra, situados en diferentes localidades de la
provincia para la recogida de residuos solidos urbanos. Las muestras, de
aproximadamente dos kilos, fueron recogidas en bolsas de plastico, selladas y
debidamente etiquetadas por los maestros compostadores en la fase final de maduracion
del compost.

La otra muestra, fue recibida directamente en el laboratorio de la Estacion
Fitopatoldgica Areeiro, procedente de un particular.

3.2- Analisis fitopatologico de hongos y bacterias en muestras de compost

Las muestras de compost se colocaron en bandejas de plastico en el laboratorio y se
dejaron secar a temperatura ambiente durante 24 horas para eliminar el exceso de
humedad. Los procedimientos utilizados son los que se aplican para la deteccion de
organismos patogenos y antagonistas en los laboratorios de diagnostico fitopatoldgico.



3.2.1- Deteccion e identificacion de Armillaria sp. y de la especie Rosellinia

necatrix.
Para cada muestra de compost, la extraccion de ADN de Armillaria y de Rosellinia
necatrix se llevé a cabo en dos submuestras de 0,5 gramos siguiendo el protocolo del kit
comercial Power Soil Extraction (MoBio Laboratories Inc., EEUU), recomendado por
el fabricante. En todos los experimentos de PCR, se incluyé un control negativo
(muestra de suelo esterilizado) y un control positivo de extraccion que consistié en un
suelo infectado de forma natural por Armillaria y otro control de extraccion que
consistid6 en un suelo infectado de forma natural por Rosellinia. Al finalizar la
extraccion, el ADN obtenido se guardo6 a -20°C hasta su analisis.

Para la deteccion e identificacion de Armillaria se amplifico un fragmento del
espaciador transcrito interno (ITS) del ADNr mediante nested-PCR siguiendo el
protocolo propuesto por Lochman et al. (2004) con algunas modificaciones establecidas
por Escofet et al. (2008). En la primera ronda de PCR, en un tubo de PCR-bead
(PuReTaq Ready-To-Go™ PCR Beads”, Amersham-Pharmacia) se introdujo 0,3 pl de
cada uno de los iniciadores utilizados ITS1 e ITS4 y 1 upl del ADN extraido,
completando con agua hasta alcanzar un volumen final de 25 pl.

En la segunda ronda, en un tubo de PCR-bead se afiadio 2pl del ADN amplificado en la
fase anterior y 1pl de los iniciadores AR1 y AR2, completando con agua hasta obtener
un volumen final de 50ul.

La primera amplificaciéon se programd en un termociclador segun las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 150 segundos, seguida de 35
ciclos de 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 40 segundos, 72°C durante 30
segundos y una elongacion final a 72°C durante 5 minutos.

En la segunda amplificacion las fases de amplificacion fueron las mismas que la
primera a excepcion del anillamiento de los iniciadores que se realizo a 60°C y la
elongacion final que fue de 7 minutos.

Los amplicones obtenidos por nested-PCR se separaron por electroforesis a 135V en
gel de agarosa al 2% en tampon TBE 0,5X. Las bandas de ADN se tifieron con GelRed
TM (Biotium Inc, EEUU) y se visualizaron bajo un transiluminador de luz ultravioleta.
En cada gel se incorporé un marcador molecular de 100 pares de bases (Nippon
Genetics, Germany) para comparar los tamafos de los fragmentos de ADN.

Cuando en alguna de las dos submuestras aparezcio una banda de amplificacion de 868
pb, que por bibliografia se considera positiva para Armillaria, se realizé una digestion
enzimatica segin el protocolo de Lochman et al., (2004) utilizando las enzimas de
restriccion Mbol o Hinf] para la determinacion de la especie.

La deteccion e identificacion de Rosellinia necatrix a partir de las muestras de compost,
se llevo a cabo mediante PCR especifica seglin el protocolo de Schena et al (2003). En
cada tubo PCR-bead, se incorporaron 5yl del ADN extraido de compost y se mezclaron



con lul de los iniciadores R3 y RS, y se completd con agua hasta alcanzar un volumen
de 25ul.

Las condiciones de amplificacién fueron las propuestas por Schena et al. (2003): una
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, 35 ciclos que se componen de una
desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, un anillamiento a 60°C durante 30
segundos, una fase de extension a 72°C durante 1 minuto y una elongacion final a 72°C
durante 10 minutos

Al igual que en el caso de Armillaria, se llevd a cabo una electroforesis en gel de
agarosa al 2% en tampon TBE 0,5X. El gel se tifid con GelRed TM (Biotium Inc,
EEUU) y se visualizo bajo un transiluminador de luz ultravioleta.

3.2.2- Aislamiento e identificacion del género Fusarium.

El analisis de las especies de Fusarium presentes en las muestras de compost se llevo a
cabo siguiendo el método descrito por Tello et al. (1991) y Rodriguez-Molina et al.
(2001). Las muestras se secaron a temperatura ambiente durante 2-3 dias y se tamizaron
con un tamiz de 200u. Se hicieron 4 pesadas de 1 gramo por muestra que se
distribuyeron en botes de plastico estériles. De cada bote se sembraron dos placas Petri
que contenian 10 ml del medio selectivo Komada (Komada, 1975). Después de la
siembra los botes se volvieron a pesar para calcular la cantidad de muestra sembrada.
En total por muestra se prepararon 8 placas que se incubaron a 24+2°C en estufa bajo
luz fluorescente durante 5-10 dias.

Las colonias aisladas se observaron de forma individual al microscopio y se
seleccionaron las que presentaban estructuras caracteristicas del género Fusarium
(Leslie et al., 2006).

Las colonias seleccionadas se repicaron en medio PDA, se incubaron durante 3 dias a
24°C en oscuridad y se estudiaron las caracteristicas morfoldgicas y moleculares. En el
analisis molecular, la extraccion de ADN se llevo a cabo con el kit comercial (E.Z.N.A
Fungal DNA Mini Kit), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Para la
identificacion de las distintas especies de Fusarium, se realizo una PCR con los primers
especificos EF1 y EF2 descritos por Geiser et al. (2004), que amplifican para la region
TEF del gen de factor de elongacion translacional 1-a, el cual codifica para una regién
esencial de la maquinaria de proteinas de translacion. Para la reaccion de amplificacion
se mezcld en un tubo de PCR-bead, 1ul del producto de extraccion con 0,4ul de los
primer EF1 y EF2 y se completd con agua hasta alcanzar un volumen de reaccion de
25ul. Las muestras se amplificaron en un termociclador programado con los siguientes
ciclos: una desnaturalizacion inicial de 94°C durante 5 minutos, a continuacion 35
ciclos que constan de una desnaturalizacién a 94°C durante 30 segundos, una fase de
anillamiento a 53°C durante 30 segundos, extension a 72°C durante 1 minuto y una
elongacion final a 72°C durante 10 minutos.



Los amplicones obtenidos se separaron mediante una electroforesis en gel de agarosa
bajo las mismas condiciones que en los casos anteriores y se observd bajo luz
ultravioleta en un transiluminador.

Los productos de PCR fueron purificados con el kit Illustra ExoProStar 1-Step™ (GE
Healthcare Life Sciences, UK). Las reacciones de secuenciacion se realizaron utilizando
el Big Dye Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit bajo las siguientes condiciones 96 °C
1 min, 25 ciclos a 96 °C 10 sec, 50 °C 5 s, y 60°C 4 min. Los productos obtenidos fueron
precipitados en etanol y desnaturalizados a 94° durante 3 min y se cargaron en un
ABIPrism™ 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas se
analizaron con el programa Sequencing Analysis 5.1, y se compararon con secuencias
relacionadas de la base de datos NCBI, utilizando el algoritmo Megablast en el
programa Blastn para la bisqueda de homologias (Altschul et al., 1990).

Una vez identificadas todas las colonias de Fusarium se hizo un conteo del numero de
colonias por gramo de suelo para cada especie mediante la formula descrita por Tello et
al. (1991), en la que se divide el numero de colonias por placa entre el peso seco del
suelo sembrado.

3.2.3- Aislamiento e identificacion de hongos fitopatogenos y antagonistas.

Por cada muestra se sembrd 1 gramo de compost distribuido en 10 placas Petri con
medio de cultivo PDAS (Difco™ agar-patata-dextrosa y estreptomicina). Las placas se
sellaron con Parafilm® y se incubaron en estufa a 24°C en oscuridad. Durante una
semana, se hizo un seguimiento diario de las placas para comprobar la evolucion en el
crecimiento. En aquellas placas donde se observaba crecimiento fingico, los aislados
obtenidos se repicaron en PDA para estudiar los caracteres morfologicos y realizar el
analisis molecular en caso de que fuese necesario.

Para el estudio morfoldgico se hicieron preparaciones microscopicas para observar las
estructuras fingicas caracteristicas de los aislados obtenidos en cultivo (hifas, fialidas,
esporas, clamidosporas, etc.) y se utilizaron claves taxondmicas para su identificacion
(Barnet et al., 1987; Watanabe, 1994; Leslic et al., 2006).

En aquellos casos en los que la identificacion morfoldgica no fue suficiente para
determinar la especie de las colonias encontradas, se analizaron mediante técnicas
moleculares. Para ello, la extracciéon del ADN se realizé a partir del micelio crecido
sobre celofan en las placas de PDA mediante el kit comercial E.Z.N.A Fungal DNA
Mini Kit (Omega-Biotek) siguiendo el protocolo corto recomendado por el fabricante.
Al finalizar la extraccion el ADN extraido se guardo a -20°C hasta su analisis.

Se amplific6 un fragmento de la region ITS del ADN ribosomal mediante los
iniciadores universales ITS1F e ITS4 (White et al, 1990). La amplificaciéon del ADN se
hizo en un tubo de PCR-bead al que se le afiadio 1ul del ADN extraido, 0,5ul de los
iniciadores y agua hasta completar 25 pl. El termociclador se programo6 con los
siguientes ciclos: desnaturalizacion durante 5 minutos a 96°C, seguido de 30 ciclos a



96°C 30 segundos, 55°C 30 segundos, 72°C 90 segundos y finalmente un paso de
elongacion a 72°C para completar la reaccion.

Posteriormente se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2%. Tras exponer el
gel a la luz ultravioleta en un transiluminador y comprobar la presencia de ADN
amplificado, se procedi6 a la secuenciacion.

Para la secuenciacion de los productos amplificados se sigui6 el mismo procedimiento
que el explicado en el apartado anterior.

3.2.4- Aislamiento e identificacion de bacterias fitopatogenas y

antagonistas.
El aislamiento de bacterias a partir de muestras de compost fue realizado en el
laboratorio de Bacteriologia de la Estacion Fitopatoloxica de Areeiro. Para ello, se
pesaron 10g de compost y se diluyeron en 100ml de agua destilada. A continuacion, se
realizaron diluciones seriadas hasta la dilucién 1/100, sembrando finalmente, 10ul de la
dilucion 1/100 en cada uno de los siguientes medios de cultivo generales: LV (levano),
NA (agar nutritivo), SNA (medio nutritivo con sacarosa), LPGA (extracto de levadura,
bactopectona, glucosa y agar), KB (King’s B) e YMA (Agar, extracto de levadura y
manitol) y se dejaron incubar a 28°C en oscuridad durante una semana. Finalizado el
tiempo de incubacidn, se seleccionaron aquellas colonias que presentaron morfologias
distintas y se sembraron en el medio de cultivo general TSBA (agar con tripticasa y
soja), dejandolas crecer en estufa en oscuridad a 28°C durante 24 horas.

Las colonias seleccionadas fueron analizadas por técnicas moleculares. Para ello el
ADN se extrajo a partir de las colonias aisladas en TSBA. Se prepard un tubo
Eppendorf® para cada aislado de bacterias con 100ul de agua destilada estéril, en los
que se diluyeron las colonias bacterianas recogidas con una punta de pipeta. Los tubos
se mantuvieron a 95°C durante 10 minutos en un blockheater y a continuacion, se
introdujeron los tubos en el congelador durante 5 minutos.

Finalizado este proceso, se realizd la amplificacion del ADN mediante una PCR,
utilizando los primers 13-B y 91-E que amplifican un fragmento de la region 16S del
ADN ribosomal (Mignard, 2006). La amplificacion del ADN se hizo en un tubo de
PCR-bead al que se le anadié 1ul del ADN extraido, 0,5ul de los iniciadores y agua
hasta completar 25 pl. El termociclador se program6 con los siguientes ciclos:
desnaturalizaciéon durante 3 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos a 94°C 1 minuto,
55°C 1 minuto, 72°C durante 2 minutos y finalmente un paso de elongacion a 72°C para
completar la reaccion.

Para verificar la amplificacion del ADN de las muestras, se realizé una electroforesis en
gel de agarosa al 2% y se expuso a la luz ultravioleta en un transiluminador. Finalmente,
se realizd la secuenciacion del ADN amplificado, siguiendo el mismo procedimiento
que en los apartados anteriores.



3.3- Estudio de la capacidad antagonista in vitro de Trichoderma asperellum frente
a Fusarium oxysporum.

Por la importancia de Fusarium oxysporum como agente fitopatdgeno de cultivos
horticolas y por la capacidad antagonista que presenta Trichoderma asperellum, se
plante6 realizar un ensayo in vitro para comprobar el efecto del aislados de 7.
asperellum, obtenido de la muestra 11, frente a dos aislados de Fusarium oxysporum,
obtenidos de las muestras de compost 1 y 2.

En primer lugar, se realizaron cultivos monosporicos de los aislados seleccionados y se
mantuvieron en crecimiento durante 5-7 dias en medio PDA en estufa en oscuridad a
24°C. Transcurrido este tiempo, las placas colocaron durante 3 dias en una camara con
luz constante para permitir la esporulacion de los hongos. A continuacion, en una
camara de flujo laminar, se afiadieron 5 ml de agua destilada estéril a las placas con los
hongos esporulados y con ayuda de un asa Digralsky se raspd la superficie del micelio.
Se recogi6 la solucion de esporas de la placa y se pasoé a un tubo eppendorf estéril. A
partir de esta solucion de esporas se realizaron diluciones seriadas que se sembraron en
placas con PDA. Las placas se observaron al microscopio y se selecciond una conidia
germinada que se colocd en una placa Petri de PDA y se mantuvo en crecimiento
durante 7 dias.

Se prepararon 50 placas Petri de 90 cm de diametro con 15 ml de medio PDA. Se
hicieron cultivos duales, que consistié en colocar con un sacabocados estéril en un
extremo de la placa un disco de agar de aproximadamente 4mm de diametro que
contenia micelio de un aislado de Fusarium oxysporum y en el otro extremo de la placa,
un disco de las mismas dimensiones con micelio de Trichoderma asperellum, con una
distancia aproximada de 5 cm entre los discos.

En total, se establecieron 5 tratamientos, con 10 placas para cada uno de ellos,
considerando una placa como una repeticion. Los tratamientos fueron los siguientes:
control Fusarium oxysporum 1 (CF1), control Fusarium oxysporum 2 (CF2), control
Trichoderma asperellum (CT), cultivo dual de Trichoderma asperellum x Fusarium
oxysporum 1 (F1xT) y cultivo dual de Trichoderma asperellum x Fusarium oxysporum
2 (F2xT). Las placas se sellaron con Parafilm y se mantuvieron en estufa en oscuridad a
24°C.

Se realizaron mediciones diarias de los radios de crecimiento de los aislados para
evaluar la competencia entre ellos y se calculd a los diez dias, momento en el que
finalizo el ensayo, el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR), con la
formula utilizada por Ezziyyani et al. (2004) y Suérez et al. (2008): PICR = (R1-
R2)/R1*100, donde R1 es el radio mayor y R2 es el radio.



3.4- Evaluacion de distintas combinaciones de sustrato y compost en el crecimiento
de plantas de Lactuca sativa var. crispa

Para comprobar el efecto de uno de los compost en el crecimiento de plantulas de
Lactuca sativa var. crispa, cuya semilla, denominada SV 3343, procedia de la empresa
Séminis, se llevo a cabo un ensayo con diferentes mezclas de un compost seleccionado
y un sustrato comercial. Se escogid este tipo de cultivo, por ser una planta horticola de
rapido crecimiento.

3.4.1- Propiedades del sustrato comercial y del compost utilizado.

Se utilizdé un sustrato comercial fabricado y suministrado por la empresa Costifia
Organica S.L., que presento las siguientes caracteristicas determinadas por el fabricante:
30% de humus 0-15mm de corteza de pino, 20% de humus 3-8mm también de corteza
de pino, 20% de fibra de coco, 10% de perlita, 10% de turba y un 10% de corteza de
coco. En cuanto a las caracteristicas quimicas el pH fue de 5,8; salinidad comprendida
entre 0,8-1,2 mg/l, contenido en nitrégeno de 120-160 mg/l, contenido en fésforo de
130-190 mg/l y contenido en potasio de 160-200 mg/l. Ademas fue suplementado con
abono PG-Mix (14/16/18) de la empresa Yara con un contenido del 14% de nitrégeno,
16% de P,0¢ y 18% de K;O.

El compost se analiz6 en el laboratorio de Edafologia de la EFA. Se obtuvo un pH en
H,0 (10:50) de 7 y una conductividad eléctrica de 4,30 mS/cm.

3.4.2- Diseiio del ensayo.
Se establecieron diferentes mezclas entre un sustrato comercial y un compost
seleccionado (compost 9) para comprobar su efecto sobre el desarrollo de plantulas de
Lactuca sativa var. crispa. Las mezclas que se prepararon fueron las siguientes:

- Mezcla T1: 100% de sustrato comercial

- Mezcla T2: 75% de sustrato comercial y 25% de compost (3:1)
- Mezcla T3: 50% de sustrato comercial y 50% de compost (1:1)
- Mezcla T4: 25% sustrato comercial y 75% de compost (1:3)

- Mezcla TS: 100% de compost

Por cada una de las mezclas, se establecieron 6 plantulas de lechuga, considerando cada
una de ellas como una repeticion. Las plantas se colocaron en bandejas de 28 alveolos
cada una, siendo las dimensiones de los alveolos de 6,5 cm de ancho por 7 cm de alto.
Se mantuvieron en camara en condiciones controladas de temperatura 25+2°C,
humedad relativa del 70% y un fotoperiodo de 12/12 luz /oscuridad.

El ensayo finaliz6 a los 15 dias, momento en el que todas las plantulas de uno de los
tratamientos habian muerto. Para el analisis de las muestras,se cortod la parte aérea de
cada planta y se seco en estufa a 70°C durante 48 horas para la determinacién de su peso
seco. Las raices se separaron del sustrato, se lavaron cuidadosamente para eliminar los
restos de sustrato y se secaron de la misma manera que la parte aérea para obtener el
peso seco.



3.5- Estudio de la capacidad antagonista de Trichoderma asperellum frente a
Fusarium oxsyporum en plantas de Lactuca sativa var. crispa creciendo en sustrato
y en una mezcla de sustrato y compost.

Se llevo a cabo un ensayo para comprobar el efecto de Trichoderma asperellum y de
dos aislados de Fusarium oxysporum en plantulas de lechuga, establecidas en un
sustrato comercial y en una mezcla de sustrato y el compost 9.

En primer lugar, se prepararon los inoculos de Fusarium oxysporum utilizando los
cultivos monospoéricos de los aislados seleccionados F1 y F2, y el indculo de
Trichoderma asperellum también a partir del cultivo monosporico.

3.5.1- Preparacion de los indculos
Para preparar el indculo de los dos aislados de Fusarium oxysporum seleccionados se
sigui6o el método de Gava et al. (2016). Para ello se colocaron 100 gramos de semillas
de trigo en cajas de tincidén de 10 cm de largo x 8 cm de ancho x 7 cm de altura (Fig.1),
que se cubrieron con agua destilada durante 5 horas para hidratarlas. Posteriormente, se
elimind el agua y las cajas se esterilizaron en
autoclave durante media hora a 121°C.

Las semillas de trigo, una vez esterilizadas, se
dejaron enfriar y se sembraron de forma
independiente con cada uno de los aislados de
Fusarium oxysporum. Por cada caja se
sembraron 10 fragmentos de 4 mm de diamétro
con la ayuda de un sacabocados estéril. Las cajas
se sellaron con Parafilm® y se dejaron incubar

durante 7 dias en oscuridad en una estufa a 25°C.  Fig-1- Caja de tincion con semilas de
trigo inoculadas con el aislado F.

Para la preparacion del indculo de Trichoderma — 0Xvsporum 1

asperellum, se cogio una placa de cultivo monospoérico y se afiadieron 2 ml de agua
destilada estéril en la placa. A continuacion, se procedio con el raspado del micelio con
la ayuda de un asa Digralsky y se recogieron 2 ml de la solucién de esporas. Se
midieron en camara Neubauer y se preparé una solucién de 1,3x107 células. Se
utilizaron 50 ml de in6culo por maceta.

3.5.2- Diseiio del ensayo
Se utilizaron dos tipos de sustrato para el cultivo de plantas de Lactuca sativa var.
crispa: por un lado, un sustrato comercial y por otro, sustrato comercial mezclado con el
compost seleccionadoen la proporcion utilizada para el tratamiento 4 mencionado
anteriormente (3:1). Los sustratos se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 1 hora
dos dias consecutivos.

Se utilizaron bandejas de 28 alveolos cada una, iguales a las del ensayo anterior, en las
que se dispusieron dos tratamientos por bandeja, uno en el que las plantulas fueron
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sembradas en sustrato comercial y el tratamiento homologo con las plantulas sembradas
en la mezcla de compost y sustrato (Tabla 1).

Tabla 1: Tratamientos realizados en el ensayo para los diferentes sustratos, incluyendo el
codigo asignado para cada uno de ellos.

Tipo de sustrato Tratamientos
Control
Sustrato comercial Fusarium oxysporum aislado F1

Fusarium oxyporum aislado F2
Trichoderma asperelleum T1
Mezcla de Fusarium oxysporum x Trichoderma asperellum (F1xT1)
compost+sustrato Fusarium oxysporum x Trichoderma asperellum (F2xT1)

Se prepararon 6 plantas por tratamiento y tipo de sustrato. Las plantas se colocaron en
una céamara de cultivo de condiciones ambientales reguladas, temperatura 25°C,
humedad del 70% y 12 horas luz/oscuridad). En total se establecieron 72 plantas por
cada tratamiento y tipo de sustrato.

En los tratamientos con Fusarium, la inoculacion se realizé al principio del ensayo,
afiadiendo 10 g de semillas de trigo con micelio del patégeno. En el caso de los
tratamientos con Trichoderma asperellum, el indculo se aplico al tercer dia del ensayo
afadiendo a cada planta 50 ml de la solucion de esporas preparada.

Se llevd a cabo un seguimiento diario de la evolucion de las plantas, observando
sintomas asociados a Fusarium oxysporum: cambios en las hojas, marchitamiento, etc.
Al finalizar el ensayo se establecid un nivel de incidencia de la enfermedad (Tabla 2)
para cada una de las plantas, donde el nivel 1 hace referencia a plantas sin sintomas, el
nivel 2 se asignd a plantas en las que se observo una afectacion radicular leve, con
pequefias zonas necrosadas pero sin sintomas en las hojas, el nivel 3, asignado a plantas
en las que las raices presentaron pudricion severa, viéndose afectadas las hojas en las
que se observaron colores amarillentos y pérdida de consistencia y, por ultimo, el nivel
4, en el que se determind la muerte de las plantas (Scott et al., 2010; Scott et al., 2013).
A demas, se calculd el peso seco de la parte aérea y de la raiz. Para cumplir los
postulados de Koch, se hicieron reaislamientos en todas las plantas del ensayo. Para ello
se seleccionaron raices que se desinfectaron en superficie y se sembraron en medio
PDA. Los aislados obtenidos se identificaron por las caracteristicas morfoldgicas y por
técnicas moleculares.

Tabla 2: niveles de incidencia de la enfermedad causada por el hongo fitopatogeno en las plantas segun
Scott et al.,( 2013) y descripcion de los sintomas causados por la enfermedad en cada nivel.

Nivel de incidencia Caracteristicas de cada nivel
1 Sin sintomas
2 Leve afectacion radicular
3 Afectacion severa y color amarillento en las hojas
4 Muerte de las plantas
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3.6- Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se llevo a cabo mediante el programa SPSS, con el
que se realizé un ANOVA de un factor y un test de Tukey en los casos en los que el
ANOVA resulto significativo para comprobar si existen diferencias significativas entre
los datos (p=0,05).

4. RESULTADOS

4.1- Analisis fitopatologico de hongos y bacterias en muestras de compost.
No se ha detectado la presencia de Armillaria sp. ni de Rosellinia necatrix en ninguna
de las muestras de compost analizadas.

En la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos en el asilamiento e identificacion
del género Fusarium. De las 11 muestras analizadas de compost, se aislaron colonias
pertenecientes al género Fusarium en 8 de ellas, con un rango de colonias por gramo de
compost analizado entre 39 y 1670. En total, se identificaron 3 especies: Fusarium
oxysporum, Fusarium solani y Fusarium equiseti.

Fusarium oxysporum fue una de las especies con mayor incidencia, ya que se detectd en
seis muestras, presentando valores comprendidos entre 89 y 516 colonias por gramo de
compost, seguido de Fusarium solani, que fue detectada en tres muestras con valores
comprendidos entre 50 y 1670 colonias por gramo de compost y, por ultimo, Fusarium
equiseti, detectandose en dos muestras de compost en las que se contabilizaron 39 y 67
colonias por gramo.

Tabla 3: Especies de Fusarium encontradas en las diferentes muestras de compost, incluyendo el niimero
de colonias por gramo de compost.

N° de muestra N° de colonias N° de colonias N° de colonias
Fusarium Fusarium solani Fusarium equiseti
oxysporum

1 477 - -
2 89 - 67
3 189 50 39
4 371 - -
5 - - -
6 - 1670 -
7 - - i,
8 - - -
9 516 - -
10 - 125 -
11 199 - -
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En los analisis fungicos realizados, se comprobd la presencia de hongos fitopatdogenos,
saprofitos y antagonistas. Se han obtenido un total de 62 aislados que se incluyeron en
12 géneros fungicos distintos. Las especies aisladas que pueden llegar a ser
fitopatogenas son Geotrichum candidum, Rhizopus stolonifer y Mucor hiemalis, cuya
infeccion suele tener lugar principalmente en postcosecha. En cuanto a especies con
actividad antagonistas, se aislaron tres especies de Trichoderma (T. virens, T. hamatum
y T. asperellum) y dos de Penicillium (P. glabrum y P. chrysogenum).

También es importante mencionar el caso del género Mortierella, del cual se obtuvieron
un total de 15 aislados entre los que se encontraron las especies Mortierella wolfii y
Mortierella zychae, siendo la primera, un patdégeno que causa enfermedades
respiratorias en el ganado bovino. Ademas, se aislaron especies que podrian causar
enfermedades en humanos como las marcadas en negrita en la Tabla 4.

Tabla 4: Especies fungicas detectadas con el porcentaje de similitud respecto a las secuencias incluidas
en GenBank y el numero de aislados encontrados en cada muestra. Las especies marcadas en rojo son
aquellas que pueden desarrollar actividad patogena en humanos o animales.

N° de Especies aisladas % de N° de aislados
muestra similitud detectados

Aspergillus nidulans 85 1
Cephaliophora irregularis 96 7
Fusarium oxysporum 99 3
Geotrichum candidum 95 4
1 Lichtheimia ramosa 97 4
Mortierella wolfii 98 2
Neocosmospora ramosa 99 1
Aspergillus flavus 100 1
2 Lichtheimia corymbifera 100 1
Aspergillus flavus 100 1
3 Mortierella wolfii 100 1
Penicillium glabrum 99 1
Mortierella wollfii 99 4
4 Mucor circinelloides 99 2
Penicillium chrysogenum 99 1
Mortierella wolfii 93 2
5 Neocosmospora ramosa 99 1
Mortierella zychae 98 2
6 Trichoderma virens 97 1
Mucor hiemalis 99 1
7 Mucor racemosus 98 2
Rhizopus stolonifer 95 2
Lichtheimia ramosa 91 1
g Mortierella wolfii 99 2
Mucor plumbeus 99 1
Neocosmospora ramosa 99 1
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Trichoderma hamatum 99 1

Conidiobolus coronatus 99 2

9 Rhizopus microsporum 99 2
Rhizopus oryzae 95 1

Conidiobolus coronatus 99 2

10 Mortierella wolfii 99 2
Rhizopus microsporus 99 1

11 Trichoderma asperellum 100 1

En todas las muestras de compost se aislaron bacterias y se identificaron un total de 14
géneros diferentes (Tabla 5), siendo Bacillus el género que aparecid con mayor
frecuencia y con un total de 8 especies distintas (B. cereus, B. megaterium, B.
velezensis, B. thuringiensis, B. siamensis, B. subtilis, B. flexus y B. aryabhattai). Esta
especie se caracteriza por su actividad antagonica frente a hongos, insectos y otras
bacterias. En cuanto a las especies con potencial fitopatdogeno destaca el género
Pseudomonas del que se aislaron dos especies (Pseudomonas migulae y Pseudomonas
plecogossicida).

Ademéds, se detectaron especies con actividad patogénica, tanto para humanos como
para animales, que son las que aparecen en la tabla marcadas en rojo.

Tabla 5: Especies de bacterias detectadas con el porcentaje de similitud respecto a las secuencias
incluidas en el GenBank y el numero de aislados encontrados en cada muestra. Las especies marcadas
en rojo son aquellas que podrian desarrollar enfermedades en humanos y animales. (*) Aislados en los
que se realizo la identificacion por métodos diferentes a la secuenciacion.

N°de Especies aisladas % de Cantidad de especies
muestra similitud encontradas
Bacillus cereus & e
; Escherichia fergusonii * *
Klebsiella pneumoniae * *
Salmonella entérica * *
Bacillus cereus 99 2
5 Paracoccus communis 99 1
Staphylococcus saprophyticus 99 1
Streptomyces badius 99 1
Advenella kashmirensis 99 1
3 Bacillus cereus 100 2
Bacillus megaterium 100 1
Bacillus velezensis 100 1
Bacillus cereus 100 1
Bacillus thuringiensis 100 1
4 Enterobacter cloacae 99 1
Enterobacter ludwigii 100 1
Serratia marcescens 100 1
Enterobacter cloacae 100 1
5
Raoultella ornithinolityca 99 3
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Bacillus flexus 91 1

Bacillus siamensis 96 1

6 Bacillus subtilis 98 1
Flavobacterium ginsegisoli 98 1

Pantoea vagans 91 1

7 Pseudomonas migulae 97 1
Bacillus thuringiensis 100 1

g Enterobacter cloacae 100 1
Glutamicibacter nicotianae 87 1

Raoultella ornithinolityca 99 2

9 Klebsiella michiganensis 100 1
Raoultella ornithinolityca 99 2

Acinetobacter baumannii 93 1

Bacillus aryabhattai 97 1

10 Bacillus subtillis 90 1
Pantoea ananatis 96 1

Pseudomonas plecoglossicida 95 1

11 Bacillus subtilis * *

4.2- Estudio de la capacidad antagonista in vitro de Trichoderma asperellum frente
a Fusarium oxysporum.

Trichoderma asperellum inhibid el crecimiento in vitro de los dos aislados de Fusarium
oxysporum utilizadas en el ensayo. Si comparamos la media de los radios obtenidos al
finalizar el ensayo (Fig.2) de los controles FI y F2 (998 cm y 7,68 cm
respectivamente), con los obtenidos en los cultivos duales (1,71 cm para F1 y 1,58 cm
para F2), se observaron diferencias significativas entre ellos. Por otro lado, no se
observaron diferencias significativas entre los aislados de Fusarium oxysporum que
crecieron en los cultivos duales, presentando una inhibicidon del crecimiento similar en
ambos casos. Ademas, se calculd el porcentaje de inhibicidn que resultd estar
comprendido entre el 69-72% (Tabla 6).

Tabla 6: Crecimiento medio (cm) de las colonias de las especies fungicas + el error estindar en los
diferentes tratamientos y porcentaje el de inhibicion calculado para cada cultivo dual. Letras distintas,
calculadas para cada columna de forma independiente, indican diferencias significativas entre los
tratamientos (p=0.05) por el test de Tukey.

MEDIA MEDIA
TRATAMIENTOS CRECIMIENTO T. CRECIMIENTO % de
asperellum dia 10 F. oxysporum dia 10 inhibicion
(cm) (cm)

Control 7. asperellum 10,39+0,58 a - -
Control F. oxysporum F1 - 9,98+0,82 a -
Control F. oxysporum F2 - 7,68+0,81 a -

T. asperellum + F. oxysporum 1 5,58+1,39 b 1,71+£0,66 b 69,30
T. asperellum + F. oxysporum 2 5,58+1,39 b 1,58+0,64 b 71,71
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Fig. 2: Crecimiento de las colonias fungicas observadas tras diez dias de cultivo en medio PDA de los
controles (a: T. asperellum,; b: F. oxysporum 1; c: F. oxysporum 2) y de los cultivos duales (d: F.
oxysporuml + T. asperellum, e: F. oxysporum2 + T. asperellum).

4.3- Evaluacion de las distintas mezclas de sustrato y compost en el crecimiento de
plantas Lactuca sativa var. crispa.

Los datos determinaron que a mayores concentraciones de compost, el desarrollo de las
plantulas de Lactuca sativa cv. crispa era menor (Fig.3).

En el andlisis del peso seco de raiz, no se observaron diferencias significativas entre las
mezclas utilizadas, mientras que en el caso del peso de la parte aérea, las mezclas T1
(sustrato 100%), T2 (sustrato 75% - compost 25%), T3 (sustrato 50% - compost 50%) y
T4 (sustrato 25% - compost 75%) no mostraron diferencias significativas entre ellos,
pero si con el tratamiento 5 (compost 100%), en el que se produjo la muerte de todas las
plantulas.
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A Peso seco raiz B Peso seco parte aérea

4,00 - 4,00

3,50 3,50 a

3,00 3,00

BTl

2,50 2,50

uT2

2,00 1
uT3

2,00

1,50 - 1,50 -

4
uTS

Promedio dif. peso (g)
Promedio dif. peso (g)

1,00 4 1,00 -

0,50 - 050 -

0,00 - 0,00 -

Tratamiento Tratamiento

Fig. 34 y 3B: Peso seco de raiz (4) y de la parte aérea (B) en plantas de lechuga cultivadas bajo las
distintas mezclas (sustrato 100% (T1), sustrato-compost 75-25% (T2); sustrato-compost 50-50% (T3);
sustrato-compost 25-75% (T4); compost 100% (T5)). Las barras indican el valor del error estandar.
Letras distintas indican que existen diferencias significativas (p=0,05) entre tratamientos por el test de
Tukey.

4.4- Estudio de la capacidad antagonista de Trichoderma asperellum frente a
Fusarium oxysporum en plantas de Lactuca sativa cv. crispa creciendo en sustrato y
en una mezcla de sustrato y compost.

Practicamente, todas las plantas de lechuga mostraron sintomas de podredumbre
causada por F. oxysporum (Tabla7) en todos los tratamientos, tanto en los que se
inoculo el aislado F1 como el aislado F2. En aquellas en las que, ademas del patdgeno,
se inoculd Trichoderma asperellum, también mostraron sintomas de podredumbre, por
lo que no hubo evidencias del efecto antagonista.

Tabla 7: Promedio del nivel de incidencia asignado a cada una de las plantulas + el error estandar.

Tratamientos Media del nivel de incidencia
Sustrato+F.oxysporum 1 3+0,8
Compost+F.oxysporum 1 4+04
Sustrato+F.oxysporum 2 4+04
Compost+F.oxysporum 2 4+0

Sustrato+T.asperellum+F.oxysporum1 3+£0,5
Compost+T.asperellum+F.oxysporuml 4+£0,5
Sustrato+T7.asperellum+F.oxysporum?2 4 £0,5
Compost+T.asperellum+F.oxysporum?2 4+0

La diferencia de peso seco y de parte aérea, corrobora que Trichoderma asperellum no
tuvo ningun efecto en la accion de F. oxysporum (Fig.4), ya que no se observan
diferencias significativas entre los tratamientos.
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Peso seco parte aérea (compost)
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oxysporuml b oxysporuml
u Sustrato+T.asperellunrtF. u Compost+T.asperellum+F.
oxysporum? oxysporum2
Tratamientos
C strato) Peso seco raiz (compost)
W Sustrato B Compost

B Sustrato+ T.asperellum
u Sustrato+ F.oxysporuml

B Sustrato+ F.oxysporum 2

B SustratotT.asperellunrtF.

Promedio peso seco (g)

B Compost + T asperellum
® Compost+ F.oxysporum 1
H Compost+ F.oxysporum 2

B Compost+T.asperellunitF.

oxysporuml oxysporum
 Sustrato+T.asperellumtF. u Compost+T.asperellum+F.
oxysporum? Oxysporum?2
Tratamientos Tratamientos

Fig. 4: Promedio del peso seco calculado para los tartamientos realizados en sustrato (4) y en compost
(B), correspondientes a la parte aérea y de los tratamientos realizados en sustrato (C) y en compost (D),
correspondientes a la raiz. Las barras de error indican el valor del error estandar y las letras distintas
indican disferencias significativas (p=0,05) entre los tratamientos estudiados mediante el test de Tukey.

5.  DISCUSION

Analisis fitopatologico de hongos y bacterias en muestras de compost

La mayoria de las especies europeaspertenecientes al género Armillaria y la especie
Rosellinia necatrix son importantes organismos patégenos a nivel mundial, capaces de
infectar el cuello y las raices de un amplio rango de especies vegetales, causando graves
pérdidas economicas (Lochman et al., 2004). Se trata de organismos que tienen un
marcado cardcter saprofito que les permite sobrevivir durante largos periodos de tiempo
en el suelo sobre material vegetal en descomposicion. Por lo tanto, en importante que
durante la elaboracion del compost, la temperatura y la duracion del proceso sea la
adecuada para eliminar la actividad de estos hongos. Seria necesario que durante el
proceso se alcanzasen temperaturas de 70°C para que Armillaria pierda su actividad
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(Yuen et al., 1984) y superiores a 35°C para Rosellinia necatrix (Ruano-Rosa et al.,
2003).

En las muestras de compost analizadas, que pertenecian a la fase final de maduracion,
no se ha detectado ninguno de estos hongos, lo que es un aspecto favorable de cara a la
utilizacion de estos compost como abono o fertilizante natural en huertos o jardines.

El género Fusarium es otro grupo de hongos de gran importancia a nivel mundial por su
amplia distribucion en el suelo y por incluir especies altamente patdogenas en plantas
(Leslie et al., 2006). Son organismos filamentosos oportunistas polifagos, que colonizan
sobre todo el sistema radicular y vascular de las plantas (Ben-Yephet et al., 1994).
Existen algunas especies, incluidas en este género que también pueden afectar a
animales y humanos debido a la produccion de micotaxinas, siendo mas vulnerables
aquellas personas con un sistema inmunologico deprimido (Piontelli, 2011). Por lo
tanto, al igual que en el caso de Armillaria y Rosellinia necatrix, es necesario evitar la
presencia de especies pertenecientes a este género en el compost.

Una de las especies mas importantes desde el punto de vista fitopatoldgico es Fusarium
oxysporum. Es un hongo que afecta, sobre todo, al sistema vascular de las plantas,
pudriendo las raices de los cultivos y provocando graves pérdidas economicas (Di
Pietro et al., 2001). Ademas, existen numerosas formas especiales (f.sp.) que pueden
presentar diferentes grados de patogenicidad y resistencia (Gordon et al., 1997), lo que
dificulta la eficacia de las medidas de control.

Otra de las especies de especial relevancia dentro del género Fusarium es Fusarium
solani. Esta especie también produce la necrosis vascular de plantas horticolas,
afectando en mayor medida a los cultivos de tomate seglin los estudios llevados a cabos
por Wolcan et al. (1991) y Montealegre et al., (2003). Ademas, resiste temperaturas de
hasta 65°C durante un periodo de 21 dias antes de llegar a inactivarse (Bollen et al.,
1989).

Por ultimo, la especie Fusarium equiseti se encuentra de forma natural en el sistema
radicular de la vegetacion, produciendo toxinas antifiungicas e insecticidas (Macia et al.,
2009) y en otro casos, micotoxinas que pueden producir enfermedades en animales
(Krogh et al., 1989).

De las once muestras analizadas de compost, Fusarium oxysporum es la especie que se
ha detectado en mayor nimero con respecto a las otras dos especies. Fusarium
oxysporum y Fusarium solani son especies comunmente encontradas en compost, cuya
temperatura necesaria para inhibir su actividad es de 53-65°C (Trillas-Gay et al., 2014).

Muchas de las formas especiales de Fusarium oxysporum pueden ser resistentes a
temperaturas altas como es, por ejemplo, el caso de Fusarium oxysporum f.sp.
albedinis, que puede resistir temperaturas de hasta 70°C durante un periodo de tiempo
de 75 dias antes de perder sus actividad (Hakkou et al., 2011).
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Los aislados de Fusarium pueden variar en su patogenicidad y puede darse el caso de
que las colonias no produzcan efectos nocivos sobre las plantas y que la enfermedad no
llegue a producirse. Esto va a depender de diversos factores entre los que se encuentra la
propia composiciéon del compost, que puede inhibir el crecimiento de Fusarium
oxysporum (Reuveni et al., 2002).

Que aparezcan este tipo de especies en la fase de maduracién de un compost puede
indicar que las temperaturas alcanzadas durante el proceso no fueron suficientes para
eliminar este tipo de patdgenos o que presenten resistencia frente a elevadas
temperaturas (Trillas-Gay et al., 2014).

La mayoria de las especies fungicas detectadas en las muestras de compost, pertenecen
a géneros incluidos en la clase Ascomycetes, Sacharomycetes y Zigomycetes, lo que
coincide con los estudios llevados a cabo por Ryckeboer et al. (2003). La presencia de
estos hongos puede deberse a sus esporas, que sobreviven a la fase termofila durante el
proceso de compostaje y pueden volver a colonizar el material compostado durante la
fase final del proceso.

En general, los hongos identificados son parte de la flora normal de los suelos y
contribuyen de forma activa en el proceso de compostaje, degradando ligninas y
celulosas y participando en el proceso de humificacion, haciendo que el producto final
aumente su valor comercial (Paul y Clark, 1996).

En las muestras, se han detectado especies que en la bibliografia se les atribuye un
efecto antagonista de patdgenos. Es el caso de hongos pertenecientes a los géneros
Penicillium o Trichoderma, que reducen el desarrollo de Fusarium oxysporum segun los
estudios realizados por Marin et al. (1998) y Gava et al. (2016). Estas especies, ademas
de competir por los nutrientes, generan sustancias antibioticas y antifungicas que
inhiben el desarrollo de otros organismos perjudiciales.

A parte de estos hongos que resultan ser beneficiosos, se detectaron otras especies que,
segun en la concentracion en la que se encuentren, podrian resultar perjudiciales para
los cultivos. Un ejemplo es el de Geotrichum candidum que produce podredumbre en
las raices de citricos y vegetales como zanahorias y tomates, afectando sobre todo
durante la fase de almacenamiento tras la cosecha (Tournas, 2005; Thorton et al., 2010).
También puede infectar a humanos aunque es poco frecuente, ya que forma parte de la
microbiota normal del tracto digestivo y afecta sobre todo a personas inmunodeprimidas
segun los estudios realizados por Henrich et al., 2009.

Algunas de las especies detectadas mas llamativas fueron, por ejemplo, Mortierella
wolfii. Esta especie puede afectar al ganado bovino, provocando una micosis sistémica
que afecta principalmente a los pulmones (Berrocal et al., 1995).

Las especies de bacterias aisladas de las muestras de compost coinciden, en su mayoria,
con las detectadas en el estudio realizado por Ryckeboer et al., 2003. Son los
microorganismos que se encuentran en mayor cantidad durante el proceso de
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compostaje debido a su metabolismo rapido y a su facilidad para crecer en condiciones
adversas, pudiendo sobrevivir a la fase termofila donde se encuentra el mayor numero
de colonias.

De las colonias bacterianas obtenidas en las muestras de compost, tienen especial
interés los pertenecientes a las especies pertenecientes a los géneros de Bacillus,
Pseudomonas y Streptomyces ya que, algunas de sus especies, actian como antagonistas
de ciertos organismos fitopatégenos. Uno de los géneros mas estudiados es el de
Bacillus debido a su amplia distribucion, tanto en suelos como en la pila de compostaje,
ademas de que han demostrado su accion antifungica e insecticida (Sauka et al., 2006;
Rosas-Garcia, 2008; Aragjo et al., 2005). Concretamente, las especies mas utilizadas
para formular productos biocontroladores son Bacillus subtilis (antifingico) y Bacillus
thuringiensis (insecticida). Esto aporta una cierta capacidad biocontrolador frente a
determinados hongos como pueden ser algunas especies de Fusarium (Fusarium
graminearum) o frente a insectos lepidopteros perjudiciales para los cultivos. También
Bacillus cereus, que resultd ser una de las especies mas abundantes en el compost
analizado, produce un antibidtico (Zwittermicina A) que actia sobre algunas especies
del género Phytophthora (oomiceto fitopatdgeno) (Trillas-Gay et al., 2014)

También hay que destacar, la presencia de especies que pueden ser patdgenas para
animales y humanos, como es el caso de Staphylococcus saprophyticus, que causa
infecciones del tracto urinario (Wallmark et al., 1978), Escherichia fergusonii, causante
de trastornos diarreicos (Gullian et al., 2011), Klebsiella pneumoniae y Klebsiella
michiganensis, que cursan con infeccion del tracto urinario y neumonias (Knothe et al.,
1983; Saha et al., 2012) Serratia marcescens, que causa infecciones nosocomiales
(Knothe et al, 1983), Salmonella enterica, que causa gastroenteritis (Erikson et al.,
2002) y Enterobacter cloacae, que afecta también al tracto urinario (Andreu, et al.,
2011).

Estudio de la capacidad antagonista in vitro de Trichoderma asperellum frente a
Fusarium oxysporum

Los resultados obtenidos in vitro muestran que Trichoderma asperellum inhibe el
crecimiento de los dos aislados de Fusarium oxysporum, ya que se alcanzaron
porcentajes de inhibicion superiores al 50% en los dos casos. Estos resultados tienen
relacion con los obtenidos en los estudios llevados a cabo por Vargas-Hoyos, (2015) en
los que quedd evidenciado el sobrecrecimiento de Trichoderma sp. frente a Fusarium
oxysporum con porcentajes de inhibicion superiores al mencionado anteriormente.

En cuanto al porcentaje de inhibicion, los valores obtenidos en este estudio son
similares a los publicados por Fernandez et al., (2009), en cuyo caso los porcentajes no
superaron el 65%. Sin embargo, los valores obtenidos en nuestro estudio superaron
estos valores, llegando a una tasa comprendida entre el 60-71% de inhibicion, por lo
que se puede decir que Trichoderma asperellum tiene un grado alto de inhibicién con
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respecto a Fusarium oxysporum, siguiendo la clasificacion propuesta por los autores
mencionados anteriormente.

Las especies pertenecientes al género Trichoderma, son productoras, en su mayoria, de
antibidticos y enzimas con capacidad fungicida y antibacteriana. Ademads, inducen
resistencia de las plantas frente a patdgenos y son capaces de parasitar los micelio de
otras especies fungicas (micoparasitismo), compitiendo por los nutrientes disponibles e
inhibiendo su crecimiento (Harman et al., 2004; Contreras-Cornejo et al., 2016). Por
todo ello, el estudio de los mecanismos de inhibicion por parte de este género es tan
interesante, ya que se pueden utilizar como biocontroladores antifingico ecoldgicos,
evitando asi, el uso de productos quimicos que pueden resultar perjudiciales para la
salud y el medio ambiente.

Evaluacion de distintas mezclas de compost en el desarrollo de plantas Lactuca
sativa cv crispa.

A los quince dias del ensayo, todas las plantulas de Lactuca sativa var. crispa,
establecidas unicamente en compost murieron. Sin embargo, no hubo diferencias
significativas en la supervivencia y desarrollo del resto de las plantas establecidas en las
diferentes mezclas de sustrato y compost. Estos resultados son similares a los obtenidos
por Eyras et al. (1998) y Costa et al. (2010), los cuales estudiaron el desarrollo de
plantulas de lechuga (Lactuca sativa var. amarilla de Paris) en un compost elaborado a
partir de algas y restos de pescado, en el que las plantulas de lechuga vieron mermado
su crecimiento, debido, principalmente, a la elevada salinidad del compost. En nuestro
caso, que las plantulas no se hayan desarrollado bien en compost, podria deberse a
varios factores como la salinidad, aunque seria necesario realizar andlisis mas
exhaustivos.

Estudio de la capacidad antagonista Trichoderma asperellum en el control de
Fusarium oxysporum en planta de Lactuca sativa cv rizada creciendo en sustrato y en
una mezcla de sustrato y compost.

Los dos aislados utilizados de Fusarium oxysporum mostraron un alto efecto patdégeno,
ya que en solo diez dias, en todos los tratamientos en los que se inocularon los hongos,
independientemente del tipo de sustrato usado, todas las plantulas de Lactuca sativa cv.
crispa murieron. No hubo ningun efecto antagonista in vivo de T. asperellum sobre F.
oxysporum aunque, se puede decir, que hubo un aumento de biomasa radicular en
presencia del hongo antagonista, lo cual tiene relacion con lo obtenido por Donoso et al.
(2008). Segln esto, 7. asperellum aumentaria el nimero de poblaciones en presencia de
compost, fomentando, en mayor medida, el crecimiento radicular e inhibiendo de
manera mas efectiva los posibles patogenos presentes.

Son multiples, los factores que pueden influir en el éxito de la inhibicion de un
antagonista sobre un patégeno. Uno de ellos es el momento de la aplicacion o cantidad
de in6culo de Trichoderma asperellum, que, en nuestro caso, fue afiadido 3 dias después
del comienzo del ensayo. Esta diferencia en el tiempo de inoculacion, favoreceria la
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colonizacidn previa del sustrato y probablemente de las raices de las plantulas Fusarium
oxysporum, haciendo que la accion de Trichoderma asperellum no fuese suficiente para
inhibir el patdgeno. Esto se explica en el estudio realizado por Cubillo et al., (2011) en
el que se llevan a cabo dos inoculaciones de Trichoderma harzianum: una, en la que se
inocul6 un aislado de Fusarium solani y, a los cinco dias, una suspension de esporas de
Trichoderma harzianum y otra, en la que se inocul6 Trichoderma harzianum en primer
lugar y, cinco dias después se aplico el inoculo de Fusarium solani, obteniendo mejores
porcentajes de inhibicion en el ultimo caso.

6. CONCLUSIONES

e No se ha detectado la presencia de hongos del género Armillaria ni de la especie
Rosellinia necatrix en ninguno de los compost analizados.

e La identificacion en un 80% de las muestras de compost de Fusarium
oxysporum, una de las especies mas importantes del género Fusarium, supone
un riesgo alto desde el punto de vista fitopatologico para su uso agricola.

e En el 100% de las muestras analizadas se han detectado una alta diversidad
fingica, la mayoria son hongos saprofitos presentes de manera habitual en
suelos, siendo la mas relevante Mortierella sp., por la cantidad de aislados
encontrados. El aislamiento e identificacion de especies del género Trichoderma
sp., podria contribuir al estudio para la inhibicion de hongos fitopatogenos.

e En el 100% de las muestras se detectaron especies bacterianas siendo las de
mayor incidencia las pertenecientes al género Bacillus que se caracterizan por
sus propiedades antifingicas y antibacterianas.

e El aislado de Trichoderma asperellum, obtenido de una muestra de compost,
tiene capacidad antagonista in vitro sobre los dos aislados de Fusarium
oxysporum, procedentes también de compost, con porcentajes altos de
inhibicion.

e La viabilidad y desarrollo de plantulas de Lactuca sativa cv crispa no se vio
afectada por las diferentes mezclas entre el sustrato comercial y compost. Sin
embargo se produjo una mortalidad del 100% en las plantas establecidas
unicamente con compost.

e Los dos aislados de Fusarium oxysporum mostraron una alto poder patdogeno
sobre plantas de Lactuca sativa cv crispa y no se observd ningun efecto en la
inoculacion del antagonista Trichoderma asperellum.

La elaboracion y utilizacion de compost contribuye a la reduccion de residuos urbanos y
puede mejorar la estructura de los suelos, pero para garantizar su aplicacion en huertos o
jardines es necesario realizar mas estudios. Es importante conocer la incidencia y
diversidad de organismos fitopatdgenos que pueden sobrevivir durante el proceso de
compostaje y este conocimiento facilitaria la adopcién de medidas adecuadas para
evitar el desarrollo de estos organismos en la fase final del compost.
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