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Utilizacion de tés de compost con microorganismos antagonistas para la supresion
de enfermedades de plantas

1. RESUMEN

Los tés de compost son extractos acuosos generados a partir de materia organica
residual biolégicamente estabilizada. En su elaboracion se extraen y multiplican los
microorganismos presentes en la materia de partida, los cuales pueden ejercer cierta
accion supresora sobre distintos agentes fitopatogenos. Esta capacidad, junto al aporte
nutricional que realiza y la sencillez de su aplicacion, favorecen su utilizacién en
agricultura. En el presente trabajo de fin de master se llevd a cabo el analisis de las
poblaciones microbianas presentes en 1 L té de compost aireado (ACT) generado a
distintos tiempos (8, 24 y 72 h), y su evaluacion como agente de control bioldgico en
relacion con la supresion in vitro del crecimiento micelial de ocho hongos fitopatdgenos
responsables de enfermedades tipicas de cultivos protegidos del sureste peninsular
(Pythium aphanidermatum, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporiumf.sp.
lycopersici, Verticillium dahliae, Phytophthora parasitica, Phytophthora capsici,
Botrytis cinerea y Rhizoctonia solani). En este Ultimo caso, el estudio se realizd en
comparacion con un control quimico (fungicida). Los resultados obtenidos para el
primer ensayo mostraron maximas poblaciones de bacterias, seguidas por hongos y
levaduras respectivamente, tras 24 h de aireacion, por lo que se selecciono el producto
generado en estas condiciones para la ejecucion del segundo de los ensayos. En este
caso, se aplicd dicho té de compost al medio PDA a concentraciones de 0,5%, 2,5% y
5% (v/v). Por lo general, los mayores porcentajes de inhibicion se obtuvieron para la
concentracion de té al 5%. En el caso de Rhizoctonia solani, Verticillium dahliae y
Fusarium oxysporium f.sp. lycopersici, la supresion ejercida por el té de compost fue
significativamente superior que con el empleo de fungicidas. También se obtuvieron
resultados favorables para Phytophthora parasitica, Phytophtora capsici y Botritis
cinerea, si bien el efecto de fungicida fue significativamente superior al del té. Por
ultimo, en los casos de Pythium aphanidermatum y Sclerotinia sclerotiorum, el empled
del té de compost apenas produjo inhibicion del patdgeno, en contraste con el uso de
fungicida, que tuvo un efecto significativamente superior. Por todo lo anterior, la
aplicacion de los tés a los cultivos puede ser considerada como una estrategia favorable,
viable y respetuosa con el medio ambiente en el control de enfermedades fliingicas
vegetales, aunque para ello se precisa de estudios in vivo en semi-campo y, por ultimo,

de campo.
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Utilizacion de tés de compost con microorganismos antagonistas para la supresion
de enfermedades de plantas

2. INTRODUCCION

2.1. Los tés de compost
2.1.1. ¢ Por qué usar tés de compost?

A lo largo de las Ultimas décadas el empleo de pesticidas, herbicidas (control
quimico de plagas) y fertilizantes quimicos (nutricion vegetal) en los cultivos ha
permitido aumentar su produccion de manera muy significativa. No obstante, el uso
indiscriminado de estos productos de sintesis entrafia a su vez multiples riesgos
(Danielle y Rai, 2006). En el caso de los pesticidas, se ha demostrado que tienen un
fuerte impacto sobre los recursos naturales no renovables, contaminan los alimentos
debido a trazas de residuos tdxicos que permanecen en ellos, provocan la perdida y
degradacion del suelo y de la diversidad de su microbiota, sin olvidar el riesgo que
conlleva el manejo de pesticidas para los profesionales que se encargan de su aplicacion
(Reganold et al., 2001). Ademas, en el caso particular de los fungicidas, su reiterado uso
puede provocar el desarrollo de resistencias por parte del hongo patdgeno, y también
tiene efectos nocivos en organismos beneficiosos (amplio espectro de accion) (Goldman
et al., 1994; Relyea y Hoverman, 2006; Alfano et al., 2011).

La desinfeccion de suelos y sustratos es actualmente una practica comin en
horticultura y/o cultivos de plantas ornamentales, y suele llevarse a cabo antes del
cultivo a fin de reducir la presencia de especies patdgenos. Sin embargo, segun autores
como Chellemi et al. (1994) la eficacia de estos métodos se encuentra sometida a
debate, debido a que sélo eliminan total o parcialmente los patdgenos hasta una
profundidad de 35 cm y su uso conlleva su repeticion todas las campafias. Ademas, esta
practica provoca que los suelos y sustratos se conviertan en un ambiente idoneo para la
proliferacion de patdgenos, debido a la ausencia de microorganismos competidores por

los nutrientes y/o sitios de colonizacion.

Como consecuencia, cada vez son mas las alternativas sostenibles al uso de
fitosanitarios, reemplazando totalmente o complementando estas estrategias. Durante
los Gltimos afios, el empleo de agentes de control bioldgico, compost o sus derivados se
ha popularizado no so6lo para el control de patégenos, sino para fines tales como la
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movilizacién de nutrientes o la biofertilizacién, siendo introducidos en diferentes

sistemas de cultivo.

Tal y como afirman Sivan y Chet (1992), el uso del compost ha sido reconocido
como una de las estrategias mas prometedoras para el control bioldgico de patdgenos
vegetales, pues ofrece una alternativa muy interesante al control quimico, sin sus
impactos negativos. Asimismo, su uso es altamente compatible con las préacticas de
agricultura sostenible, las cuales son totalmente necesarias si se quieren preservar los

recursos naturales.

El compostaje consiste en la descomposicion y estabilizacion de la materia
organica por parte de organismos termofilos, de manera aerobia, produciendo elevadas
temperaturas, reduciendo el volumen y la masa de los residuos orgénicos y provocando
su humificacion y oscurecimiento. El producto final generado, conocido como compost,
es un material estable, libre de patdgenos y de semillas de malas hierbas, y apto para su
uso en cultivos vegetales (Golueke, 1982; Haug, 1993; Nakasaki, 2005). La demanda de
informacion técnica acerca de la elaboracion del compost y del té de compost a partir de
materiales de desecho locales (de facil disponibilidad) ha aumentado considerablemente
en la dltima década, debido en gran parte a la generacién creciente de residuos agricolas
compostables, los cuales se desechan en vertederos (Acurio et al., 1998). La
valorizacion de los residuos biodegradables en forma de compost y tés de compost se
abre camino como una opcion viable para el tratamiento de residuos organicos (San
Martin y Brathwaite, 2012).

Mediante la aplicacion de compost se introducen distintas comunidades
microbianas en el suelo y se logra aumentar su biodiversidad, permite ademas la
inoculacion de agentes de control bioldégico (ACB) donde mas se necesitan, en la
rizosfera. Los ACB tienen la capacidad de establecerse y reproducirse en el ecosistema
del suelo, y de colonizar las semillas, la espermosfera, la rizosfera y el rizoplano (Cook
y Baker, 1983).

A pesar de las potenciales ventajas que presenta el uso de compost en la
agricultura, debido a la alta riqueza y diversidad microbiana que presenta, con
microorganismos beneficiosos para la planta, existen sistemas de cultivo, como el

cultivo en enarenado o en sustrato, comunmente utilizados en la agricultura intensiva
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bajo plastico del Sureste peninsular, que hacen dificil su aplicacion, ya que conllevaria
retirar la arena, aplicar el compost, incorporarlo al suelo y volver a extender la arena,
con los altos costes de mano de obra derivados. Debido a ello, los suelos de estos
sistemas de cultivo, son sometidos a un uso intensivo y la materia orgénica no es
repuesta a los niveles adecuados, por lo que suelen tener problemas de compactacion,
salinizacioén y, como consecuencia, bajos niveles de vida microbiana, lo que hace que
los patogenos causen graves problemas en los cultivos. Los tés de compost permiten
extraer estos microorganismos beneficiosos del compost, junto con parte de los
nutrientes y sustancias presentes en el mismo, y aplicarlos via riego, con el objeto de
aumentar la diversidad microbioldgica de estos suelos y sustratos, y hacerlos mas aptos
para el cultivo. El sistema de utilizacion de tés de compost comercializado por Koppert
Espafia, S.L., consiste en aplicar los tés de compost, procedentes de una fuente de
compost fiable, estable y de calidad, a modo de inoculante microbiano al suelo. Por
ello, es importante conocer las caracteristicas de la comunidad microbiana presente en
estos tés y su efecto supresor frente a los principales agentes patdgenos causantes de

enfermedades en nuestros cultivos.
2.1.2. Definicion de té de compost

Los tés de compost son extractos acuosos producto de la mezcla del compost
con un determinado solvente, normalmente el agua (Litterick et al., 2004), que permiten
extraer y reproducir los microorganismos beneficiosos del compost, para su posterior
aplicacion a los cultivos. Existen dos clases de tés de compost, los tés de compost
aireados o ACT (“Aerated Compost Teas”) y los tés de compost no aireados o NCT
(“Non-aerated Compost Teas”), los cuales difieren en cuanto al método de produccion
empleado durante el proceso de elaboracion. En los ACT, el té se airea de forma activa
a lo largo del proceso de generacion (Litterick y Wood, 2009), mientras que en los NCT
no existe tal suministro de aire, o el té sélo recibe un suministro (minimo) de aire
aplicado durante la etapa inicial de mezclado del proceso productivo (Litterick y Wood,
2009).

Los tés de compost tienen aplicacion en el &rea del control bioldgico de plagas
vegetales asociadas a los cultivos protegidos de interés agronémico, asi como en el area

de la nutricion vegetal en cultivos de interés.
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2.1.3. Métodos de preparacion del té de compost

La necesidad de aireacion durante el proceso de elaboracion del té de compost
ha estado siempre sometida a debate (Brinton et al., 1996; Ingham, 1999 y 2000;
Ingham y Alms 2003). Generalmente, los ACT se han asociado con menores tiempos de
elaboracion (Scheuerell y Mahaffee, 2002), mayor concentracion y diversidad
microbiana, poca o ninguna fitotoxicidad, ademas de ser un ambiente poco idoneo para
la proliferacion de patdgenos humanos (Ingham y Alms, 2003). Por su parte, los NCT se
han relacionado con bajos inputs energéticos, de manera que el coste derivado de su
elaboracion es menor (Weltzien, 1991). Por el contrario, distintos estudios han sefialado
a los NCT como agentes causantes de fitotoxicidad, ademéas de proporcionar un
ambiente favorable para la aparicion de patégenos humanos (Litterick y Wood, 2009;
Scheuerell y Mahaffee, 2002). Sin embargo, la mayoria de trabajos publicados reflejan
la ausencia de efecto fitotoxico cuando los NCT son aplicados, bien foliarmente
mediante pulverizacion o spraying, o bien mediante irrigacion (Scheuerell y Mahaffee,
2002). Adicionalmente, como expone Murray (1999), no existe justificacion bioldgica
para afirmar que un ambiente pobre en oxigeno es favorable para el desarrollo de
patdgenos humanos. Como se cita en el estudio realizado por Ingram y Millner (2007),
la reactivacion de los patdégenos humanos Escherichia coli 0157:H7, Salmonella y
bacterias coliformes fecales, no es dependiente del método especifico de produccion
empleado para la elaboracion del té de compost (ACT o NCT), pero si es fuertemente
dependiente de la adicién de suplementos nutricionales al inicio del proceso de
elaboracion. De hecho, en el estudio se cita que los ACT mantienen mayores
concentraciones de estos microorganismos que los NCT cuando se afiaden los
suplementos nutritivos. Scheuerell y Mahaffee (2002) y Litterick y Wood (2009)
refieren que hay poca evidencia que sustenten las afirmaciones de que los NCT pueden
causar fitotoxicidad.

En cualquier caso, ambos métodos de elaboracion de los tés de compost (tanto
los ACT como los NCT) implican un proceso de extraccion en agua y crecimiento
microbiano durante un periodo de tiempo especifico, y requieren el uso de un tanque de
fermentacidn, indculo (compost), agua, e incubacion vy filtracion previas a la utilizacion
del té (Scheuerell y Mahaffee, 2002; Litterick y Wood, 2009; St. Martin y Braithwaite,

2012). Los nutrientes pueden ser adicionados antes o después del proceso de
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fermentacion y los aditivos o coadyuvantes pueden afiadirse previos a la aplicacion del

té.

Cabe destacar que cada vez son mas las compafias encargadas de disefiar y
comercializar sistemas para la elaboracion de los ACT. Tal y como afirman St. Martin y
Braithwaite (2012), el disefio general de estos aparatos destinados a la elaboracion de
los ACT incluyen un tanque con un recipiente poroso que contiene el compost, un
sistema de recirculacion de agua a través de dicho recipiente y un suministro constante

de aire a través de un sistema de insuflado.

En general, para la elaboracion de los NCT se mezcla una parte de compost con
4 a 10 partes de agua en un recipiente abierto. Al comienzo del proceso, la mezcla se
agita. A continuacion se deja reposar a una temperatura que puede oscilar entre 15-20
°C durante, al menos, 3 dias (Weltzien, 1991), con minima o nula agitacion. Brinton et
al. (1996) sugieren agitar los NCT cada 2 o 3 dias para favorecer la liberacion de los
microorganismos presentes en el compost. El tamafio del recipiente empleado en la
elaboracion de los NTC puede variar desde pequefias cubetas hasta recipientes que
pueden albergar varios miles de litros (St. Martin y Braithwaite, 2012).

Aunque el empleo de los tés de compost es cada vez mayor, tal y como afirman
St. Martin y Braithwaite (2012), la investigacion en el campo del compost y del té de
compost se encuentra aln en una etapa temprana. Por ello, son necesarios mas estudios
acerca .de los parametros fisico-quimicos clave durante el proceso de elaboraciéon de
ambos productos, con el fin de optimizar dichos procesos bajo una amplia variedad

condiciones ambientales, asi como para mejorar las cualidades del producto final.
2.2. Microbiologia de los tés de compost

Al igual que en el compost, la microbiota del t¢ de compost es la principal
responsable de su capacidad de supresion de patdgenos. La accion supresora del té de
compost se encuentra intimamente asociada al conjunto de poblaciones o
subpoblaciones microbianas presentes en él (Scheuerell y Mahaffee, 2002). De acuerdo
con Scheuerell y Mahaffee (2002), si todas las especies microbianas del té de compost

tuvieran accion supresora para una enfermedad, mayores cantidades totales de

Moaster en Biotecnologia Industrial y Agroalimentaria  Péagina 6




Utilizacion de tés de compost con microorganismos antagonistas para la supresion
S S
de 611fél‘l77€(]61d€$ de /)/anfas

microorganismos 0 biomasa se correlacionarian con un control mas efectivo de la

enfermedad, o permitirian utilizar tasas de dilucion efectivas mas elevadas.

La concentracion total de bacterias cultivables encontradas en los tés de compost
supresivos varfa considerablemente, en un intervalo de 10" a 10 ufc/mL. Este dato
podria sugerir que una concentracién de 10’ufc/mL de bacterias totales en el té de
compost es el umbral poblacional minimo necesario para la supresion de enfermedades
foliares. Sin embargo, Scheuerell y Mahaffee (2002) observaron una supresion foliar
variable en plantas de geranio infectadas con Botrytis cinerea, tanto al aplicar ACT
como NCT, cuya cantidad total de bacterias oscilaba entre 10 y 10" ufc/mL. Basandose
en estos resultados, ademés de los altos niveles microbianos, parece ser necesaria la
presencia de especies concretas para propiciar el control de enfermedades. No obstante,
es cierto que, en contra, existen estudios en los que se afirma la ausencia de relaciones
significativas entre la supresividad efectiva de los ACT (St. Martin et al.,, 2012;
Scheuerell y Mahaffee, 2006; Palmer et al., 2010) o los NCT (Koné et al., 2010) y las
poblaciones bacterianas que albergan, consideradas en cuanto a su tamafio. Estos
resultados contradicen lo expuesto por Ingham y Alms (2003), segun los cuales un
aumento en las poblaciones bacterianas totales suele incrementar el nivel de eficacia de
los ACT contra las enfermedades y los organismos fitopatégenos. La falta de relacion
significativa entre la inhibicion del crecimiento micelial de hongos fitopatégenos y las
distintas poblaciones bacterianas en el té de compost puede ser explicada por la
metodologia aplicada, que soOlo considera especies cultivables. Las bacterias no
cultivables podrian tener un papel fundamental en la inhibicién del crecimiento del
patdgeno (St. Martin et al., 2012). Scheuerell y Mahaffee (2002) sugieren que la
variabilidad en las poblaciones de determinadas especies bacterianas, con capacidad
inhibitoria para un patdégeno dado, también puede explicar la falta de relaciones
significativas entre las poblaciones bacterianas y la capacidad de supresion del té de
compost. Es decir, postulan la existencia de una influencia no soélo cuantitativa, sino
también cualitativa, marcada por la especificidad de los agentes supresores hacia los

microorganismos fitopatdgenos.

Se ha demostrado que las levaduras y hongos presentes en el té de compost
también desempefian un papel muy importante en la inhibicién de patdgenos. En el

estudio llevado a cabo por St. Martin et al. (2012) se hallo una relacién significativa
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entre la inhibicion del crecimiento micelial de Pythium ultimum y las poblaciones de
levaduras y hongos en ACT. A pesar de que la inhibicién del crecimiento micelial
ocurre cuando la poblacion de levaduras se encuentra en un intervalo comprendido entre
10*° y 107° ufc/mL, los datos que obtuvieron sugieren que 10° ufc/mL es el umbral
minimo necesario para conseguir una supresion del crecimiento del patdgeno a niveles
del 50% o mayores. Entre los distintos tipos de compost estudiados, los
microorganismos cuya accion era mas influyente en cuanto al efecto inhibidor de
patogenos del té en los ACT ensayados fueron las levaduras. A pesar de que los hongos
y levaduras no han sido estudiados tan en profundidad como las bacterias en cuanto a su
aplicacion como agentes de control bioldgico, se sabe que poseen actividad supresora
contra organismos fitopatdgenos y enfermedades vegetales (Punja, 1997; El-Tarabily,
2004; El-Mehalawy et al., 2007) y poseen mecanismos de accion muy similares, como
sugieren Hoitink y Fahy (1986).

Por otra parte, cuando St. Martin et al. (2012) analizaron los NCT procedentes
de las mismas fuentes que los ACT mencionados anteriormente, los resultados
obtenidos sefialaban que existia una correlacidn significativa y positiva entre las
poblaciones bacterianas y fungicas y el grado de inhibicidn del crecimiento micelial del
patdégeno. En este sentido, observaron que existia una correlacién positiva pero débil
entre las poblaciones bacterianas y la inhibicién del crecimiento micelial del hongo
fitopatdgeno, no ocurriendo lo mismo para las poblaciones flngicas, pues se vio que
existia una relacién inversa entre estas y el grado de inhibicion del crecimiento micelial.
Esto podria sugerir que la presencia de los hongos en el t¢ de compost anulaba o
disminuia el efecto inhibidor ocasionado por las poblaciones bacterianas del té de

compost.

Para finalizar, es importante destacar que los microorganismos responsables
del efecto supresor de patégenos de los tés de compost difieren en funcion del té de
compost empleado (St. Martin et al., 2012). No obstante, se requieren mas estudios
sobre la relacion cuantitativa entre poblacion microbiana del té de compost y
capacidad supresiva de este (Scheuerell y Mahaffee, 2006), asi como sobre los
mecanismos implicados en la inhibicién del patégeno, para poder crear pautas
destinadas a la elaboracion de formulaciones acuosas supresivas (Scheuerell y
Mahaffee, 2006).
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2.3. Control de patdgenos

La aplicacion de té de compost, bien via aérea o bien via radicular, proporciona
una cubierta de microorganismos en el filoplano y en el rizoplano, respectivamente,
ademéas de otorgar los nutrientes necesarios para el desarrollo de microorganismos
beneficiosos (Al-Mughrabi, 2007), los cuales protegen a la planta contra patdgenos
responsables de la aparicion de enfermedades del suelo, radiculares y/o foliares
(Quarles, 2001). Sin embargo, en agricultura convencional, el nivel de supresion para
determinadas enfermedades se podria considerar inadecuado, mientras que en
agricultura ecoldgica el desarrollo de métodos como el té de compost ha supuesto una
importante mejora en lo que a supresion de enfermedades y nutricion de plantas
respecta (Scheurell y Mahaffee, 2002). El conocimiento, cada vez mayor, de la
microbiologia de los tés de compost y de las relaciones entre sus microorganismos,
permitird modificar sus procesos de produccion y sus tecnologias de aplicacion, de
manera que se logre optimizar el desarrollo de una microbiota con mdltiples

mecanismos de supresion de patogenos (Scheurell y Mahaffee, 2002).

A lo largo del proceso de elaboracion de los tés de compost se produce una gran
cantidad de transformaciones bidlogicas, que se traducen en cambios en sus capacidades
supresoras con respecto al compost “puro” del que proceden, particularmente si el
proceso de elaboracién comprende periodos prolongados de produccion. El proceso de
obtencion del té conlleva, al parecer, un incremento en la cantidad de poblaciones
microbianas y ATP (adenosintrifosfato), de cerca de un orden de magnitud (Alfano et
al., 2011). La actividad enzimatica de los tés de compost también parece ser mayor que
la del compost puro del que proceden, aungue, en este caso la adicion de agua y el
tiempo de elaboracion del té podrian conducir a un aumento de la razdn

microorganismos/actividad metabdlica (Alfano et al., 2011).

Tanto la madurez como la fuente de procedencia del compost empleado para
elaborar el té afectan a la supresividad de éste (Trankner, 1992; Siddiqui et al., 2009;).
Se ha comprobado como diversos factores tales como aireacion, tiempo de elaboracion
y adicién de nutrientes afectan directamente a las propiedades bioldgicas de los tés
(Litterick y Wood, 2009). Ingham y Alms (2003) afirman que los ACT suelen ser méas
efectivos que los NCT, debido a que tienden a tener mas poblaciones microbianas y

diversidad. Por el contrario, un porcentaje importante de la literatura cientifica apoya la
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supresion de patogenos vegetales por los NCT de forma mas eficaz. Estudios
comparativos de la eficacia de los ACT y los NCT muestran que el hecho de “airear” los
tés no tiene efecto significativo en el control de enfermedades (Scheurell y Mahaffee,
2006). Esto podria implicar que el mecanismo por el cual se lleva a cabo el control de
enfermedades vegetales es quimico mas que bioldgico, o que tales mecanismos
presentan una distribucion universal entre poblaciones asociadas tanto a ambientes
aerdbicos como anaerdbicos. Experimentos llevados a cabo por St. Martin et al. (2012)
en diferentes tipos de compost, demostraron que los ACT no eran consistentemente mas
efectivos que los NCT. Es mas, el efecto de la aireacion del té en relacion con la
supresividad de este era especifico del tipo de compost a partir del cual se generaba el té
de compost.

La capacidad supresora de enfermedades vegetales que se atribuye a los NCT y
ACT tiende a incrementar conforme lo hace el tiempo de elaboracion, hasta un maximo,
tras el cual, decrecen las capacidades supresoras (Ketterer, 1990; Ketterer y Schwager,
1992). Segln Ingham y Alms (2003), el tiempo de produccidn 6ptimo suele rondar entre
las 18 h y las 36 h, a partir del punto en el cual la biomasa microbiana activa se
encuentra en su maximo. Por otro lado, investigaciones similares han concluido que en
la elaboracion de tés de compost con capacidades supresivas éptimas, se requieren
tiempos de generacion de 7 a 14 dias (Weltzien, 1990). Sin embargo, a pesar de que no
existen datos que la sustenten, existe la creencia de que el tiempo 6ptimo de produccién
al cual se consigue un nivel maximo de inhibicién del crecimiento de patdgenos
depende principalmente de la fuente de la que procede el compost y del método de
elaboracion elegido (Litterick y Wood, 2009).

El efecto supresor del crecimiento de patdgenos ejercido por los tés de compost
puede verse influenciado positivamente (Scheuerell y Mahaffee, 2006), negativamente
(Scheuerell y Mahaffee, 2002) o no verse influenciado de forma significativa (Elad y
Shtienberg, 1994) por la adicion de nutrientes. Estos son afiadidos principalmente para
aumentar las poblaciones de aquellos microorganismos que se consideran beneficiosos
en el té de compost. Determinadas caracteristicas relacionadas con el uso de los tés de
compost, como pueden ser la tasa de dilucion, frecuencia de aplicacion y el uso de
adyuvantes, han demostrado afectar a la supresividad de los tés (Litterick y Wood,

2009). Esto es realmente importante en el caso de enfermedades vegetales de origen
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radical. Los estudios han proporcionado datos que avalan una disminucion o un
mantenimiento de los efectos supresivos del té tras diluirlo (Elad y Shtienberg, 1994;
Scheuerell y Mahaffee, 2004).

Existen dos mecanismos principales por los cuales los microorganismos con
capacidad para actuar en control bioldgico ejercen su efecto supresor de enfermedades,
una inhibicion general y otra especifica (Cook y Baker, 1983). La general hace
referencia a aquella que puede ser atribuida a mas de un grupo de microorganismos,
mientras que la especifica es atribuida Gnicamente a un grupo microbiano 0 a unos
pocos. Este ultimo tipo de supresion es transferible, es decir, puede inocularse un
microorganismo de control conocido en el té de compost, para hacer frente a un

determinado patdgeno o enfermedad (Hoitink, 1993).

Por otra parte, se ha demostrado que la esterilizacion de los tés de compost, bien
por calor o microfiltracion, hace desaparecer la capacidad supresora del crecimiento
micelial de patdgenos (Lima et al., 2008; Malandraki et al., 2008), eliminando
directamente a los microorganismos y/o degradando los compuestos metabolicos
activos que puedan estar encargados de inhibir el desarrollo de los patégenos. Como
contrapunto, existen otros autores que han demostrado que la actividad supresora del
crecimiento micelial persiste incluso después de esterilizar los tés (Achimu y Schldsser,
1991; Elad y Shtienberg, 1994; Cronin et al., 1996; Zhang et al., 1998).

Alfano et al. (2011) hallaron resultados en su estudio muy valiosos, pues vieron
que tras esterilizar por filtracién tés de compost, estos aln preservaban actividad
supresora, debido a que conservaban los compuestos metabolicos activos producidos
por los microorganismos beneficiosos contra los patogenos Rhizoctonia solani y

Verticillium dahliae.

En funcion de lo expuesto hasta ahora, el presente Trabajo Fin de Master se
plantea con el objetivo de caracterizar en cuanto a la presencia de comunidades
microbianas un compost de té generado mediante la aplicacién de pautas de aireacién y
la incorporacion de nutrientes, asi como su capacidad supresora frente a un grupo de
fitopatdgenos fangicos de reconocida importancia en la agricultura bajo plastico tipica

de la provincia de Almeria.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Analisis microbiano del té de compost
3.1.1. Obtencién del té de compost

Se prepar0 té de compost a partir de ProSatus-C (compost) y ProSatus-F (mezcla
de nutrientes), productos comercializados por Koppert Espafia, S.L. La elaboracion del
té de compost se llevo a cabo mediante la utilizacion de un tanque aireador disefiado
para tal fin (Compost Tea System 10™, Growing Solutions, Leyland, Reino Unido)
(Figura 1). Para ello, primeramente se llen6 el tanque con un volumen de 40 L de agua.
Se utiliz6 agua corriente, la cual se aire6 durante un intervalo comprendido entre 30 y
60 minutos antes de comenzar el proceso, con la finalidad de eliminar el cloro.
Seguidamente, se afadieron 125 mL de ProSatus-F al agua del tanque y 250 g de
ProStatus-C en la cesta de malla metalica dispuesta en el interior del agua. Se tomaron
muestras del té una vez transcurridas 24 h, 48 h'y 72 h desde el comienzo del proceso,

las cuales se conservaron en refrigeracion a 5 °C hasta su posterior uso.

Figura 1. Tanque aireador empleado en la elaboracion del té de compost.

3.1.2. Diluciones seriadas

Para realizar el analisis microbiano del té de compost se aplicd la técnica de las
diluciones seriadas (Wakelin et al., 1998), modificada por Koné et al. (2010). Se




Utilizacion de tés de compost con microorganismos antagonistas para la supresion
S S
de 611fél‘l77€(]61d€$ de /)/anfas

obtuvieron diluciones sucesivas (de 102 a la 10”) de cada muestra y se sembraron 100
pL de cada dilucion en placas con cada uno de los de medios de cultivo empleados en
funcion del grupo microbiano buscado, los cuales se describen a continuacién. Tras un
periodo de incubacién de 2 a 6 dias, dependiendo del tipo microbiano, a 25 °C, se
cuantificaron las unidades formadoras de colonias (ufc) por placa, y se calcularon las
poblaciones finales por unidad de volumen de té (ufc/mL). Para cada tipo de medio de

cultivo y dilucidn se realizaron 5 repeticiones.
3.1.3. Medios de cultivo

Las poblaciones bacterianas (bacterias totales, bacterias proteoliticas,
pseudomonas fluorescentes, actinobacterias, enterobacterias y coliformes totales) y
fangicas (hongos y levaduras) fueron analizadas en diferentes medios de cultivo
selectivos y semiselectivos: Agar Rosa de Bengala con Cloranfenicol (Panreac,
Barcelona, Espafia) (hongos y levaduras), Agar Soja Tripteina (Sigma-Aldrich, San
Luis, EE.UU) enriquecido con cicloheximida (100 pg/mL; Sigma-Aldrich, San Luis,
EE.UU) (bacterias totales), Agar Gelatina (Panreac, Barcelona, Espafia) (bacterias
proteoliticas), medio King B (Panreac, Barcelona, Espafia) enriquecido con glicerol (10
g/L; Sigma-Aldrich, San Luis, EE.UU) (pseudomonas fluorescentes), Agar Agua a pH
11 (actinobacterias), Agar MacConkey (Panreac, Barcelona, Espafia) (enterobacterias),
y, por ultimo, Agar Bilis Verde Brillante (Panreac, Barcelona, Espafia) (coliformes

totales).

3.2. Evaluacion del efecto supresivo del té de compost sobre el crecimiento micelial

de hongos fitopatdgenos
3.2.1. Coleccidn de cepas fungicas

Para comprobar la supresividad ejercida por el té de compost in vitro, se
utilizaron ocho de los principales hongos fitopatdgenos causantes de enfermedades en
los cultivos protegidos de Almeria. Estos fueron: Botrytis cinerea, Sclerotinia
sclerotiorum, Pythium ultimun, Rhizoctonia solani, Phytophthora parasitica,
Phytophthora capsici, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici y Verticilium dahliae.
Todas las cepas utilizadas en el ensayo pertenecian a la coleccion de Koppert

Holanda.
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3.2.2. Ensayo de supresividad

Se empled el método “Pouring” (EI-Masry et al., 2002), el cual consistio en la
adicion del té de compost al medio de cultivo PDA (Potato Dextrose Agar, Biokar
Diagnostics, Beauvais, Francia) previamente esterilizado en autoclave a 121 °C durante
20 minutos, a diferentes concentraciones (0,5%, 2,5% y 5%), y cuando éste se
encontraba a una temperatura de 35-40 °C aproximadamente. Una vez homogeneizado
el medio, se vertieron 15 mL de la mezcla por placa de Petri. El testigo consistio en la

sustitucion del té de compost por agua destilada esteéril.

Una vez solidificado el medio de cultivo las placas fueron sembradas. Para ello
se colocd en el centro de cada placa un disco de indculo del hongo fitopatdgeno a
estudiar, de 0,5 cm de diametro, procedente de la zona de crecimiento activa de las
colonias. Las placas fueron selladas y mantenidas en camara de cultivo a 25 °C. La
lectura de los resultados se llevd a cabo a los 3 (Botrytis cinerea, Sclerotinia
sclerotiorum, Pythium aphanidermatum y Rhizoctonia solani), 7 (Phytophthora capsici,
P. parasitica y Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici) y 14 dias (Verticillium dahliae).
Finalmente, se obtuvieron los porcentajes de inhibicion in vitro del crecimiento micelial
de cada patdgeno originados por los tés de compost con respecto al testigo de agua. Los
resultados obtenidos fueron comparados con los de un control quimico consistente en la
adicion al medio de cultivo PDA de los fungicidas relacionados en la Tabla 1, utilizados
para el tratamiento de las enfermedades causadas por los hongos patégenos objeto de
estudio.

Tabla 1. Fungicidas y sus dosis utilizadas para el control de los patogenos.

FUNGICIDA DOSIS PATOGENO/S

Pythium aphanidermatum

PREVICUR 05mLL"
Rhizoctonia solani
Phytophthora capsici
L Phytophthora parasitica
RIDOMIL 1L 1000L ] ] o
Fusarium oxysporium f.sp. lycopersici
Verticillium dahlia
1 Botrytis cinerea
SWITCH lgL

Sclerotinia sclerotiorum
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3.3. Analisis estadistico

Los datos (niveles poblacionales de cada microorganismo con respecto al
tiempo, y porcentajes de supresion con respecto a la concentracion) fueron sometidos a
analisis de la varianza (ANOVA unifactorial) mediante el programa estadistico IBM
SPSS Statistics 20 (2008) para Windows. En caso de encontrarse diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05), las medias de los tratamientos fueron
analizadas mediante el test de Tukey. Los datos que no se ajustaron a una distribucién
normal mediante transformaciones matematicas fueron analizados mediante la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis, usando para ello la aproximacion de chi-cuadrado
(P<0,05).

4. RESULTADOS

4.1. Analisis microbiano del té de compost

Las poblaciones microbianas presentes en el ACT utilizado, definidas como
unidades formadoras de colonias por mililitro (ufc/mL), se muestran en la Figura 2.
Como se puede apreciar, los andlisis se llevaron a cabo bajo diferentes tiempos de
produccion de los extractos, a fin de determinar el momento en el que se alcanzaban los
maximos niveles de poblaciones microbianas, lo cual, segin la bibliografia, permite
obtener tés de compost mas efectivos, con mayores niveles de supresion frente a
enfermedades y un contenido superior en especies beneficiosas para las plantas. El
tiempo de generacion de 24 h se mostré como el 6ptimo para alcanzar las poblaciones
microbianas mas altas en todos los grupos estudiados, excepto en el caso de hongos

totales y actinobacterias, comunidades en las cuales éstas decrecen a partir de las 8 h.

Los grupos microbianos que presentaron mayores niveles en el t€¢ de compost se
correspondieron con bacterias totales (7,85-10° ufc/mL) y bacterias proteoliticas
(8,95-10° ufc/mL), seguidos por enterobacterias (6,33-10° ufc/mL), coliformes totales
(4,53-10° ufc/mL) y pseudomonas fluorescentes (3,5-10° ufc/mL), en los tés de compost
de 24 h. Por el contrario, los que presentaron unos niveles mas bajos fueron los hongos
totales (6,25-10" ufe/mL), levaduras (5,00-10° ufc/mL) y actinobacterias (3,20-10°
ufc/mL).
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Figura 2. Representacion de las poblaciones (ufc/mL) en el t¢é de compost empleado,
ProsatusC, de cada grupo microbiano analizado a las 8 h, 24 h y 72 h. Las letras distintas
indican la existencia de diferencias significativas en las cantidades poblacionales entre cada

tiempo y para cada microorganismo.
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A continuacién, se describen mas detalladamente los resultados obtenidos para

cada grupo microbiano:

a)

b)

d)

Bacterias totales:

En el recuento microbiano de bacterias totales se obtuvieron diferencias
significativas entre las 24 h y las 72 h. El conteo microbiano maés elevado se
aprecio a las 24 h, mientras que se aprecio un fuerte descenso poblacional a las
72 h.

Bacterias proteoliticas:

En lo que a bacterias proteoliticas se refiere, estas alcanzaron un maximo
poblacional a las 24 h, y un minimo a las 72 h. Se encontraron diferencias

significativas entre todos los tiempos de incubacion.

Enterobacterias:

El andlisis de las poblaciones de enterobacterias mostr6 un pico
poblacional a las 24 h, y un minimo a las 8 h. Existieron diferencias
significativas para las poblaciones microbianas a las 8 h, con respecto a las 24 h
. Asimismo, no existen diferencias significativas entre las poblaciones de los tés
alas8hy72h.

Coliformes totales:

La dinamica poblacional observada en este grupo microbiano fue la
misma que en el caso de las enterobacterias. De nuevo se advirtié un aumento
desde las 8 h a las 24 h, dandose en este ultimo tiempo un méaximo para,
posteriormente, disminuir hasta recuentos minimos a las 72 h. Asi pues, se
observaron diferencias significativas entre 8 h y el resto de tiempos (24 h'y 72

h), mientras que no se apreciaron diferencias entre 24 hy 72 h.

Pseudomonas fluorescentes:

La poblacién de este grupo microbiano se mantuvo constante durante

todo el ensayo, no existiendo diferencias significativas en cuanto a la cantidad
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total de pseudomonas fluorescentes entre los distintos tiempos de muestreo. No

obstante, el méaximo poblacional se alcanzé a las 24 h.

f) Hongos totales:

En el caso de los hongos totales, sus niveles disminuyeronn conforme se
incremento el tiempo de preparacion del té de compost, alcanzandose la maxima
cantidad a las 8 h y la minima a las 72 h. Sin embargo, las variaciones fueron tan

leves que no se observaron diferencias significativas.
g) Levaduras:

Los niveles de levaduras fueron, en general, bajos, duplicandose desde
las 8 h a las 24 h y manteniéndose constantes a las 72 h, al contrario de lo que
ocurrio con otros grupos microbianos. No obstante, no se apreciaronn

diferencias significativas entre los distintos periodos de preparacion.

h) Actinobacterias:

Las poblaciones de actinobacterias disminuyeron a medida que se
prolong6 el tiempo de produccion, dandose el méximo a las 8 h y el minimo a
las 72 h. Se apreciaron diferencias significativas a las 8 h con respecto a las 24 h
y 72 h.

4.2. Evaluacion del efecto supresivo del té de compost sobre el crecimiento micelial

de hongos fitopatogenos

Los resultados obtenidos en el ensayo de supresividad del t¢ de compost (ACT)
sobre el crecimiento micelial de los distintos hongos fitopatégenos se muestran en la
Figura 3. De forma genérica, puede apreciarse que el efecto supresivo del té de compost
aumentd a medida que se incrementd su concentracion, excepto en el caso de Pythium
aphanidermatum, en el cual dicho efecto disminuy6 significativamente al aumentar su
concentracion (Figuras 3 y 4). El efecto supresor del té de compost sobre el crecimiento
micelial de los patdogenos, en comparacion con el efecto supresor de los fungicidas
empleados, fue significativamente superior en los ensayos llevados a cabo con

Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici y Verticillium dahliae
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(Figuras 3, 5 y 7). Seguidamente se analizan los resultados obtenidos con mas

profundidad:

a)

b)

d)

Botrytis cinerea:

El efecto supresivo de los tés de compost no generé diferencias
significativas como consecuencia de la aplicacion de concentraciones crecientes,
si bien si existieron entre los tratamientos en los que se incorporo té de compost
y en los que se aplicd el fungicida. Este dltimo dio lugar a una completa
inhibicion del crecimiento micelial del hongo fitopatdgeno en estudio (Figuras 3

y4).

Pythium aphanidermatum:

Como se aprecia en la Figura 3, el efecto supresor del té de compost, en
este caso, fue muy bajo o nulo, a pesar de lo cual se registraron diferencias
significativas entre el tratamiento en el que el té se adicion6 al 0,5% (v/v) y el
resto. Los niveles de inhibicion significativamente mayores se apreciaron en el
primer caso. Asimismo, el efecto del fungicida fue significativamente superior al
de los tés de compost, alcanzando algo méas del 80% de inhibicién del

crecimiento micelial del patégeno (Figura 4).

Sclerotinia sclerotiorum:

Para este patogeno el tratamiento con fungicida alcanzé un 100% de
supresion, al igual que en el caso de Botrytis cinerea. Asimismo, se apreciaron
diferencias significativas entre el tratamiento con fungicida y los que
incorporaron té de compost. En estos ultimos el efecto supresor fue
practicamente inexistente, alcanzandose el mayor efecto supresor con una

concentracion de té del 5%, aungue sin diferencias significativas (Figuras 3y 5).

Rhizoctonia solani:

El andlisis del efecto supresor del té de compost sobre este fitopatdgeno
mostré diferencias significativas al ser comparado con el tratamiento que

implico la utilizacion de fungicida, siendo superior, en este caso, la supresion
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desarrollada por el té de compost, especialmente al 2,5%. Los valores
encontrados generaron diferencias significativas entre la concentracion al 0,5%
y las de 2,5% y 5% (Figuras 3y 5).

e) Phytophthora capsici y Phytophtora parasitica::

Para los hongos pertenecientes al género Phytophtora, el efecto supresor,
tanto de los tés de compost como del fungicida fue considerable, existiendo
diferencias significativas entre todos los tratamientos. En el caso del fungicida,
la inhibicion alcanz6 el 100%, mientras que en presencia del té de compost los
valores fueron algo inferiores, pero igualmente elevados y crecientes con la

concentracion (Figuras 3y 6).

f) Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici:

El ensayo realizado en este caso logré un mayor efecto inhibidor para los
tés de compost, los cuales inhibieron de forma significativa al patégeno, en
comparacion con el fungicida. En los tratamientos con tés de compost no
existieron diferencias significativas entre las concentraciones 0,5% y 2,5%, pero
si entre éstas y la de 5%, en la cual se alcanza el mayor grado de inhibicion

(Figuras 3y 7).

g) Verticillium dahliae:

En este dltimo fitopatdgeno, el efecto supresor del té de compost al 5%
alcanzd casi un 100%, existiendo diferencias significativas entre este tratamiento
y los dos restantes. Las concentraciones del 0,5% y 2,5% no se diferenciaron
estadisticamente hablando, aunque ambas exhibieron un efecto inhibidor del
crecimiento micelial mucho mayor que el tratamiento con fungicida. Asi, el
producto quimico quedd significativamente diferenciado de todos los

tratamientos con té de compost (Figuras 3y 7).
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Figura 3. Porcentajes de supresion del té de compost sobre el crecimiento micelial de los
diferentes hongos fitopatdogenos utilizados. Las letras distintas indican la existencia de
diferencias significativas en la supresion del hongo fitopatdogeno entre cada tratamiento y para
cada patdgeno.
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Botrytis cinerea Pythium aphanidermatum

H,O

0,5%

2,5%

5%

Figura 4. Inhibicion in vitro de Botrytis cinerea y Pithium aphanidermatum en los distintos
tratamientos. La circunferencia roja abarca el area de crecimiento del hongo fitopatogeno.
H,0O=testigo con agua; 0,5%= té de compost aplicado al 0,5%; 2,5%= t¢ de compost aplicado al
2,5%; 5%=té de compost aplicado al 5%; F=fungicida.

Master en Biotecnologia Industrial y Agroalimentaria  Pagina 22




Utilizacion de tés de compost con microorganismos antagonistas para la supresion O
de enfermedades de plantas

Sclerotinia sclerotiorum Rhizoctonia solani

H,O

0,5

2,5

Figura 5. Inhibicion in vitro de Sclerotinia sclerotiorum y Rhizoctonia solani en los distintos
tratamientos. La circunferencia roja abarca el area de crecimiento del hongo fitopatogeno.
H,0O=testigo con agua; 0,5%= té de compost aplicado al 0,5%; 2,5%= té de compost aplicado al
2,5%; 5%=té de compost aplicado al 5%; F=fungicida.
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Phytophthora capsici Phytophthora parasitica

H,O

0,5

2,5

Figura 6. Inhibicion in vitro de Phytophthora capsici y Phytophthora parasitica en los distintos
tratamientos. La circunferencia roja abarca el area de crecimiento del hongo fitopatdgeno.
H,O=testigo con agua; 0,5%= té de compost aplicado al 0,5%; 2,5%= té de compost aplicado al
2,5%; 5%= té¢ de compost aplicado al 5%; F=fungicida.
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Fusarium oxysporum Verticillium dahliae

H,O

0,5

2,5

Figura 7. Inhibicion in vitro de Fusarium oxysporium f.sp. lycopersici y Verticillium dahliae en
los distintos tratamientos. La circunferencia roja abarca el area de crecimiento del hongo
fitopatogeno. H,O=testigo con agua; 0,5%= té de compost aplicado al 0,5%; 2,5%= t¢ de
compost aplicado al 2,5%; 5%=té de compost aplicado al 5%; F=fungicida.
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5. DISCUSION

El compost proporciona un ecosistema ideal para que diferentes
microorganismos beneficiosos cohabiten en él. En el proceso de elaboracion del té de
compost, los microorganismos son transferidos a la fase acuosa, en la que pueden
multiplicarse. El producto final es aplicado en los cultivos, para promover el
crecimiento vegetal y/o para inhibir el crecimiento de microorganismos fitopatégenos

de la parte aérea o productores de enfermedades transmitidas por el suelo.

En el presente estudio se empled té de compost aireado o ACT, que segun
Scheuerell y Mahaffe (2002) es mas eficiente que los tés de compost no aireados o NCT
en cuanto al control de patégenos, presentando mayor grado de supresion. Sin embargo,
existen hipdtesis contradictorias al respecto, ya que numerosos autores avalan una
eficacia similar o incluso superior de los NCT como agentes supresores de patégenos
(Haggag et al., 2007; Koné et al., 2010), lo que, en funcion de la mayor sencillez

tecnoldgica de su obtencion, los situaria en una situacion preferente.

En el ensayo llevado a cabo para analizar la microbiota del té de compost
aireado empleado en el presente trabajo, se observO que los maximos niveles
poblacionales se daban a las 24 h, para todos los microorganismos analizados, a
excepcidn de hongos totales y actinobacterias, para los cuales el méximo se obtuvo a las
8 h. Estos datos coinciden con los expuestos por otros autores, los cuales apoyan que la
méaxima cantidad de poblaciones microbianas se alcanzan en un periodo comprendido
entre 18 h y 36 h (Ingham y Alms, 2003). En teoria, si todos los microorganismos del té
de compost tuvieran efecto supresor contra patogenos, entonces, maximos niveles
poblacionales totales deberian estar directamente relacionados con un control de
patdgenos mas eficiente (Scheurell y Mahaffee, 2002). No obstante, debe tenerse en
cuenta que la capacidad de supresion de patogenos del té de compost depende de la
naturaleza su microbiota y el grado de especificidad de su potencial accion supresora, de
manera gue uno O UNOS POCOS microorganismos sean los que provocan el efecto
supresor (Hoitink, 1993). Por otra parte, a pesar de que el tamafio de poblacién
microbiana necesario para conseguir un té de compost supresivo ain no esta del todo
claro, Scheurell y Mahaffee (2004) llegaron a la conclusion de que niveles

poblacionales de bacterias cultivables iguales o superiores a 10° ufc/mL suponian una

Moaster en Biotecnologia Industrial y Agroalimentaria  Péagina 26




Utilizacion de tés de compost con microorganismos antagonistas para la supresion
S S
de 611fél‘l77€(]61d€$ de /)/anfas

transicion de tés de compost no supresivos a tés de compost supresivos. El analisis de
bacterias totales del té de compost aireado empleado en el presente estudio alcanzé las
10° ufc/mL o las superd, a las 24 h, pues como se ha mencionado antes, es el punto en el
que se alcanzaron los maximos niveles poblacionales. Sin embargo, en lo que a
bacterias respecta, los recuentos detectados para actinobacterias, pseudomonas
fluorescentes, coliformes totales y enterobacterias fueron del orden de 10° ufc/mL o
menores. S6lo las bacterias proteoliticas superaron el umbral de 10° ufc/mL, sin llegar a
10" ufc/mL. Estos resultados sefialan a las bacterias como grupo microbiano més
abundante en el té de compost aireado empleado, lo cual coincide con lo expuesto en el
estudio llevado a cabo por Ingham (2005), seguidas por hongos y levaduras. Atendiendo
a las consideraciones anteriores, el t¢ de compost aireado obtenido a las 24 h fue el
elegido para llevar a cabo la evaluacion del efecto supresivo in vitro del té sobre el

crecimiento micelial de hongos fitopatdgenos en medio PDA.

En este segundo ensayo, los resultados fueron variados, en funcién del hongo
fitopatdgeno a inhibir.Por un lado, en la mayoria de casos, el uso del té de compost tuvo
como resultado inhibiciones maximas del 80% o mas. Se comprob6 que a medida que
aumentaba la concentracion del té de compost, aumentaba la supresividad de este, tal y
como exponen diversos autores, los cuales defienden que las propiedades supresivas de
los tés de compost se mantenian o disminuian a medida que se aumentaba su tasa de
dilucion (Elad y Shtienberg, 1994; Scheuerell y Mahaffee, 2004). En los casos de
Fusarium oxysporium f.sp. lycopersici, Rhizoctonia solani y Verticillium dahliae,
ademas de los altos porcentajes de supresion logrados (74,66%, 92,66% y 99,10%
respectivamente), las diferencias con respecto al empleo de fungicida en cuanto al
efecto supresor fueron significativas y muy marcadas (los fungicidas solo lograron
porcentajes de supresion del patdgeno de 28,77%, 25,90% y 44,62% respectivamente),
lo cual contrasta con los tratamientos testados en Botrytis cinerea, Phytophthora capsici
y Phytophthora parasitica, en los cuales, a pesar de los altos porcentajes de supresién in
vitro obtenidos mediante la aplicacién del té de compost, no alcanzaron los niveles de
inhibicidn exhibidos por el fungicida, que fueron del 100%. No obstante, y a pesar de
lo este resultado, es preferible el uso de tés de compost frente al uso de fungicidas, ya
que la aplicacion de estos ultimos debe ser periddica, ya que se degradan, y ademas
ocasiona efectos negativos sobre suelo, especialmente en lo que respecta a presencia de

microbiota beneficiosa, 0 a la generacion de residuos tdxicos. Desde otra perspectiva,
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puede provocar la aparicion de resistencias en los patdgenos (Danielle y Rai, 2006;
Reganold et al., 2001; Goldman et al., 1994; Relyea y Hoverman, 2006; Alfano et al.,
2011).

En el lado opuesto en cuanto a resultados se posicionaron  Sclerotinia
sclerotiorum y Pythium aphanidermatum. En ambos casos, el empleo del té de compost
solo gener0 porcentajes de supresion maximos de 6,78% y 3,67%, respectivamente.
Obviamente, niveles tan bajos de inhibicion difirieron significativamente de los
obtenidos mediante el uso de fungicida (100% y 83,80% respectivamente). En el caso
de Pythium aphanidermatum, el estudio previo llevado a cabo por St. Martin et al.
(2012) demostrd la existencia de relacion significativa y positiva entre la inhibicion del
crecimiento micelial del hongo fitopatdgeno Pythium ultimum y el nivel de poblaciones
de hongos y levaduras presentes en el té de compost aireado empleado en su estudio.
Segun los autores, la inhibicion del crecimiento micelial se produce cuando el nivel
poblacional de levaduras se encuentra en un rango comprendido entre 10°° ufc/mL y
10" ufc/mL, definiéndose un limite de 10° ufc/mL a partir del cual el porcentaje de
inhibicidn es del 50% o mayor. Estos datos podrian explicar en parte el efecto supresivo
del té de compost empleado en el presente estudio, en el cual las poblaciones de
levaduras fueron de 5 ufc/ml. Se confirmaria, por tanto, la hipétesis anteriormente
expresada, segun la cual la calidad del té de compost como agente supresor no sélo se
debe estimar en términos cuantitativos absolutos, sino que ademas hay que considerar la
distribucion poblacional entre las diversas comunidades microbianas existentes.
Adicionalmente, se refuerza el papel que la micobiota puede ejercer en la funcién
supresora, algo que, a pesar del escaso desarrollo que muestra la investigacion en este
sentido en comparacion con la abundancia de estudios existentes en torno a la accion de
la microbiota procariota, esta perfectamente documentado (Punja, 1997; El-Tarabily,
2004; ElI-Mehalawy et al., 2007).

Otro aspecto que es necesario considerar a la hora de evaluar con prudencia los
resultados obtenidos se encuentra en el hecho de que la inhibicion de los tés de compost
in vitro cuando se usa a modo de screening para seleccionar agentes de control
bioldgico no es completamente extrapolable a escala in vivo (Cook y Baker, 1983).
Resultados mas fiables se obtienen si, ademas del testado in vitro, se llevan a cabo

ensayos en semi-campo, para contrastar los resultados (Scheuerell y Mahaffee, 2002).
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En definitiva, y a pesar de constituir un ensayo preliminar, los ensayos recogidos
en el presente TFM resultan lo suficientemente alentadores como para estimular
estudios posteriores mediante los cuales se pueda profundizar en el conocimiento de la
naturaleza exacta del caracter supresivo que ejerce el producto generado y, en

consecuencia, optimizar sus prestaciones.

6. CONCLUSIONES

1. La naturaleza del compost empleado, asi como de la tecnologia aplicada en la
produccion del té compost, permiten obtener un producto con altos niveles
poblacionales, especialmente en lo referente a ciertos grupos microbianos de interés
en el control de patégenos, tales como bacterias proteoliticas o especies
pertenecientes al grupo de las pseudomonas fluorescentes.

2. El tiempo Optimo para la preparacion del té de compost se sita en 24 h, lo cual,
desde el punto de vista energético, resulta de interés.

3. El té de compost utilizado se muestra especialmente eficaz frente a Rhizoctonia
solani, Phytophthora parasitica, Phytophthora capsici y Verticillum dahliae,
patogenos frente a los que exhibe porcentajes de inhibicién superiores al 90%.
Botrytis cinerea y Fusarium oxysporium f.sp. lycopersici disminuyen su crecimiento
en presencia del té de compost en un 70%.

4. En determinados casos (R. solani, F. oxysporum y V. dahliae), el té de compost
resulta un tratamiento mas eficiente que la aplicacion de fungicidas de caracter
quimico.

5. De forma general, el efector supresor es dependiente de la concentracion de te

compost aplicada.
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