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RESUMEN

Los progresos en la agricultura a lo largo del siglo XX, con la consiguiente
utilizacion de diversos productos quimicos como fertilizantes y fungicidas, supusieron
un desvinculo total del uso de las enmiendas organicas por parte de los agricultores. A
medida que el tiempo transcurria, la materia organica iba mineralizandose, la
estructura del suelo iba perdiéndose y, como resultado, muchos de los subproductos
pasaron a ser residuos que se acumulaban de forma incontrolada, generando graves
problemas medioambientales. Llegado este punto, el compostaje fue considerado
como la principal alternativa de reciclado para esos residuos, generando asi, un abono
organico (compost) de diversos materiales que puede ser utilizado como material
alternativo a sustratos no renovables o como enmienda para el suelo. Esto supuso, la
inquietud de varios autores que, desde 1970, comenzaron a estudiar la supresividad
natural y el control biol6gico de diversos composts frente a gran variedad de

patdgenos de las plantas.

Observando la evolucién de todos los estudios realizados hasta la actualidad,
se puede ver que estos composts presentan un efecto especifico, no presentando
todos ellos el mismo grado de supresividad natural. No obstante, dependiendo del tipo
de compost del que se trate, se puede presentar distinto efecto supresor contra un

determinado patégeno.

Se ha demostrado que los mecanismos asociados a los fendmenos de
supresividad son varios en funcién del tipo de compost y del patégeno, atribuyéndose
dichos efectos a distintos tipos de comunidades microbianas y a su actividad, asi como
a la disponibilidad de determinados nutrientes, pH y conductividad eléctrica.
Considerando todos estos factores convenientes, también se ha procedido al estudio
de los extractos acuosos de distintos compost, los cuales son aplicados sobre el
cultivo en forma liquida y le proporcionan a éste gran cantidad de nutrientes y

microorganismos beneficiosos.

Situados en este contexto, el presente trabajo se realizé durante el periodo de
tiempo comprendido entre Septiembre de 2013 y Abril de 2014 en la facultad de
Ciencias Agrarias y Ambientales de Salamanca, con el objetivo de evaluar el efecto
vigorizante y supresor de extractos de compost y vermicompost de residuos de poda y
jardineria frente a Fusarium oxysporum, Phythophtora cactorum y Rhizoctonia solani.
Para ello, se midieron las propiedades quimicas de los extractos (pH, conductividad
eléctrica y determinacion de nutrientes asimilables) y se implantaron dos ensayos: in

Vivo e in vitro.



RESUMEN

En el ensayo in vivo se aplicaron extractos de compost y vermicompost 1:5
(p/p) de seis meses de antigiiedad sobre ensayos de tomate y patata en varios
tratamientos, observando al final del ciclo de las plantas, los efectos positivos que
estos extractos presentan en el crecimiento de la planta y en la supresion de los
microorganismos patdgenos. No obstante, el efecto vigorizante ha sido conferido por el
alto contenido de nutrientes esenciales asimilables como nitrato y potasio presente en
los extractos y, el efecto supresor es debido, principalmente, a la presencia de
microorganismos que realizan una lucha bioldgica contra los hongos objeto de estudio.

El ensayo in vitro ha sido llevado a cabo en placas petri con PDA (Potato
Dextrose Agar) inoculando el patégeno junto con el extracto a estudiar. Se utilizaron
extractos de compost y vermicompost recientes (quince dias) y, otros con seis meses
de antigliedad para observar posibles diferencias en relacién con la maduracién del
extracto. Transcurrida una semana de la inoculacion del patégeno, se midieron
parametros de crecimiento (indice de crecimiento relativo) y nimero de unidades
formadoras de colonias por placa aportadas por el extracto. A partir de estos
parametros, se ha podido concluir que, el extracto con mayor antigiedad ha
presentado un efecto supresor alto con respecto al mas reciente, que no confirma

efecto supresor alguno.
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2.1. RESIDUOS ORGANICOS

Se realizard una breve explicacion del concepto de residuo. En este apartado
se abarcaran los distintos tipos de residuos organicos y los procesos de compostaje y

vermicompostaje.
2.1.1. Introduccion

La elevada cantidad de residuos organicos generados por el sector
agroalimentario, especialmente por la actividad agricola intensiva, hace necesaria la
gestién y el tratamiento de los mismos con la finalidad de evitar los problemas
medioambientales y de manejo que ocasionan dichos residuos. Ademas, cabe
destacar que, estos residuos son una fuente de materia organica y nutrientes
esenciales a tener en cuenta. Por ello, el reciclado de los mismos mediante
compostaje y el posterior uso de los productos resultantes (composts) reporta
numerosos beneficios, entre los que se destacan (Raviv, 2005; Goldstein, 2005):

o Evita la degradacién y contaminacién del medio.
o Permite aprovechar los recursos contenidos en dichos residuos.

e Reduce el consumo de productos fertilizantes y fitosanitarios.
2.1.2. Definicion y concepto de residuo

El concepto de “residuo” establecido en la ley 10/1998, de 21 de abril, de
residuos (BOE n°.96 de 22-4-98) y posterior legislacion, se define como cualquier
sustancia u objeto del cual su poseedor se desprenda o tenga la intencién u obligacion
de desprenderse (Bernal & Gondar, 2008). Esta consideraciéon estd aplicada a
aquellos que figuran en el Catalogo Europeo de Residuos (CER), entre los que se
encuentran los residuos de parques y jardines, a partir de los cuales se centra la
produccién de la planta de compostaje de viveros “El Arca”, lugar en el que se han

producido los productos utilizados en la realizacion del presente estudio.

En la Ley 10/1998 de residuos, se determinan como ‘residuos urbanos o
municipales” los generados en domicilios particulares, comercios, oficinas y servicios,
asi como aquellos que no tengan la calificacion de peligrosos y que, por su naturaleza
0 composicion, puedan asimilarse a los producidos en los anteriores lugares o
actividades (Bernal & Gondar, 2008). Dentro de esta categoria, entre otros, se
encuentran los residuos procedentes de zonas verdes y los de limpieza de las vias

publicas.
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El Real Decreto 1481/2001 de 27 de Diciembre (BOE n° 25 de 29/1/2002)
define el concepto de “residuos biodegradables” como todos los residuos que, en
condiciones de vertido, pueden descomponerse de forma aerobia o anaerobia, tales
como residuos de alimentos y de jardin, el papel o el cartén. Dentro de este concepto,
se incluyen los restos de poda y de césped, residuos a partir de los cuales se han
originado los composts utilizados en el presente estudio.

Considerando las cantidades tan elevadas de residuos que se obtienen
diariamente se decretd la Orden MAM/304/2002 de 8 de Febrero, BOE n°. 43,
19/02/2002, por el Ministerio de Medio Ambiente, en la cual se describen las
operaciones de valorizacion y la eliminacion. La primera operacion consiste en todo
procedimiento que permita el aprovechamiento de los recursos contenidos en los
residuos sin poner en peligro la salud humana y sin utilizar métodos que puedan
causar perjuicios para el medio ambiente y, el reciclado consistente en la
transformacioén de los residuos, dentro de un sistema de produccion, para su fin inicial
0 para otros fines, incluido el compostaje y la biometanizacién, pero no la incineracién
y la recuperacion de energia (Bernal & Gondar, 2008). Asimismo, la actual directiva
europea 2008/98/CE de 19 de Noviembre de 2008 sobre residuos modifica las
anteriores directivas, clasificando los residuos en 16 categorias, estableciendo las

operaciones de eliminacioén y las de valoracion correspondientes.

Por otra parte, la potencialidad de la reutilizacion de los residuos se contempla
en la Directiva 1999/31/CE, donde se establece la obligacién de reducir la materia
organica biodegradable que entra a los vertederos. Este hecho, supone una alternativa
de transformacion de los residuos con el objeto de mejorar su calidad y su reciclaje en
el ambito agrario (Flotats & Solé, 2008).

Un plan de gestion de residuos organicos debe tener como objetivo convertir

los residuos en recursos. Para ello, se deben realizar acciones en tres ambitos:

1. Reduccién del residuo en origen.
2. Aplicacion de tratamientos con el fin de conseguir un nivel de calidad acorde
con el destino final.

3. Planificacion y control del destino y uso del producto.

Estos planes de gestion deben establecerse, siempre que sea posible, con el

objetivo de conseguir un producto de calidad que pueda ser aplicado al suelo como

12
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enmienda o abono organico o que sea adecuado para la formulacién de sustratos de

cultivo (infoagro.com, 2014).
2.1.3. Situacion actual en Espafa

La cantidad total de residuos generados al afio en Espafia experimentd un
incremento del 95,9% en el periodo de tiempo comprendido entre el afio 1990 y el
2012. Por lo tanto, la generacion de residuos urbanos contemplada desde todas las

perspectivas esta experimentando un crecimiento extremadamente alto en el pais.

En el afio 2013, se sometieron a compostaje mas de medio millén (558474) de
toneladas de residuos vegetales no peligrosos (www.ine.es, 2014). Ante este contexto,
el tratamiento y estabilizacion de estos residuos excedentarios mediante procesos de
compostaje y vermicompostaje, y su posterior uso en la produccién de planta en
maceta, constituye una alternativa viable para evitar la degradacion del medio a la vez

gue se aprovechan las caracteristicas de los mismos.
2.1.4. Tipos de residuos

Hoy en dia, existe la siguiente clasificacion en funcién del tipo de residuo

considerado:

e Residuos ganaderos procedentes principalmente de la produccién ganadera y

de la produccién de estiércol.

e Residuos agricolas de cultivos extensivos obtenidos a partir de la produccion

agricola.

e Residuos agroindustriales procedentes principalmente de la industria
azucarera, vitinicola, cervecera, de aceites vegetales, de zumos y otros
procesados de cultivos intensivos y, residuos de matadero y de la

transformacion de productos animales.

e Residuos urbanos entre los que se encuentran los lodos de depuradora y los

residuos sélidos urbanos.

Este estudio se centra en el uso del compost y vermicompost, obtenidos a
partir de los procesos de compostaje y vermicompostaje de residuos de jardineria y de
poda, por tanto, se prestara especial interés al ultimo punto. Los residuos sélidos
urbanos (RSU) incluyen los residuos domeésticos y residuos similares generados en
comercios, oficinas, instituciones, ademas de los residuos de limpieza urbana, limpieza

de mercados, parques y jardines.
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Estos residuos vegetales procedentes de jardineria son estacionales, ya que en
verano hay mayor produccion de césped y en invierno, por el contrario, mayor volumen

de residuos procedentes de la poda.

Ante la alta produccion de residuos se hizo preciso el desarrollo de estrategias
basadas en el reciclado de la fraccion orgénica entre los cuales se encuentran los
tratamientos aerdbicos que constituyen el proceso de compostaje, detallado mas
adelante.

2.1.5. Los procesos de compostaje y vermicompostaje. Compost vy

vermicompost

Segun el Real Decreto 506/2013, de 28 de junio, sobre productos fertilizantes,
el compostaje es el proceso controlado de transformacion biologica aerébica y
termofila de materiales organicos biodegradables que da lugar a los tipos de abonos o
enmiendas organicos. Dicho de otra forma, se trata de un proceso dinamico, bioldgico,
aerobio y termdfilo (Safa & Soliva, 1987), que para llevarse a cabo necesita: materia
organica, poblacion microbiana y las condiciones Optimas para que ésta se desarrolle

con multiplicidad de funciones y actividades sinérgicas (Figura 1).

Por tanto, el proceso se basa en la interaccion de varios factores. Las variables
mas importantes que afectan en el compostaje son los parametros de seguimiento que
han de ser medidos, seguidos durante todo el proceso y adecuados para que el
proceso acontezca de forma adecuada (Jeris & Regan, 1973) y parametros relativos a
la naturaleza del sustrato que son aquellos que han de ser medidos y adecuados a sus
valores correctos al inicio del proceso (Madejon et al., 2001).

HIDRATOS DE
CARBONO

LipiDos
Microorganismos

LIGNINA
AIRE '
AGUA

ENERGIA

PROTEINAS

co,
H,0

I T "
K -7 ‘ T
e ¥
CELULOSA Y LIGNINAS &
SEMITRANSFORMADAS ¢ —> BIOMASA
COMPOST

Figura 1. Esquema del proceso (Soliva et al., 2008)
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Entre los pardmetros de seguimiento, se encuentran la temperatura, la
humedad, el pH, la aireacion y el espacio de aire libre y, como parametros referidos a
la naturaleza del sustrato estan el tamafio de particula, las relaciones C/N y C/P, los
nutrientes, la materia organica y la conductividad eléctrica. Ademas, se contempla la
accion de multiples microorganismos aerobios que actlan continuamente sobre la
materia orgénica inicial, en funcion del predominio de determinados factores,
originando altas temperaturas, reduciendo el volumen y el peso de los residuos, dando
lugar a su humidificacién y oscurecimiento (Nakasaki, 2005). No obstante, constituye
un ecosistema en el que diversas poblaciones microbianas constituidas por bacterias,
hongos y actinomicetos, oxidan la materia organica en presencia de condiciones
aerobias generando un producto estable humificado junto con gases, agua y calor
como residuos del metabolismo microbiano. De acuerdo con las variaciones térmicas,
el proceso se divide en cuatro fases (Figura 2): fase mesdfila (10-42°C), fase terméfila
(45-70°C), fase de enfriamiento o segunda fase mesofila y, fase de maduracion. De
forma general, se puede dividir en dos fases globales: fase bio-oxidativa o de
crecimiento activo de los microorganismos en la que existe una elevada disponibilidad
de nutrientes vy, la fase de maduracién en la que la actividad microbiana disminuye y

los nutrientes estan limitados.

C/N=25-30 C/N=10-20
Volteos de la plla
Fase Blo-oxidativa | Fase do maduracion
Degradacion Degtadacion Formacion
solGbles polimeros Sustanctas humicas
< ik <4 . - < »

Bactérigs
Actinomicetog

©
m
5
"
@
g .lh( ferias
= pH
o )
B8
7
M‘ ﬂlnll.’l(l{‘l".‘l"" 6
- v w Lo .
1-2 meses 2-4 meses
1 i 2 3 b 4
\\ =X
-~ —_— N o . = ,T:'.\.7 -
1, Fase Mesofi 2. Fase Termofila 3, Fase de Enfriamiento | 4. Fase de Maduracidn
Bacterias: Bacterlas: Bacterlas Bacterias
Gram - Bacilys Gram « Gram -
Protecbacterias ( Pseudomonas) Thenmus Actinomicetos Actinomicetos
Gram « MHydrogenchacter Hongos Hongos:
Bacius Actinomicetos Ascomycota y Basidomycota | Ascomycota, Zygomycota, Oomycota
Lactobaciius Streptomyces Protozoos Algas
Actnomicetos Nematodos Nematodos

Hongos: Estramencopilos
Ascomycota: Peniotium/Asperpiius
Zygomycota: Mucor

Figura 2. Sucesion microbiolégica y ambiental durante el compostaje (Moreno & Mormeneo, 2008)
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En este estudio, toma una importancia especial la presencia de
microorganismos en el producto final y, consiguientemente, en el extracto obtenido.
Por ello, en la Tabla 1, se pueden observar las caracteristicas mas relevantes de la
microbiologia del proceso de compostaje.

Tabla 1. Caracteristicas de las distintas fases del proceso de compostaje (Moreno & Moral, 2008)

Fase mesdfila inicial Fase termodfila Fase de
enfriamiento y
maduracion
Temperatura |Incrementade 10a45°C |[60—-70°C Alcanza la
temperatura inicial
pH Amplias variaciones, Alcalinizacion del Neutralidad del
disminucion inicial del pH | medio medio
Proceso Degradacion de los Degradacion de Degradacion de
compuestos organicos compuestos compuestos
mas simples organicos mas organicos complejos
complejos
Microbiologia | Bacterias y hongos Actinomicetos y Hongos y
mesofilos bacterias Gram - actinomicetos

En resumen, evaluar los cambios producidos durante el compostaje en las
diversas propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas del sustrato permite caracterizar el
final del proceso (Butler et al., 2001), asi como establecer el grado de madurez y
estabilidad del producto en cada momento. Si el proceso se encuentra perfectamente
controlado y se utilizan los materiales idoneos, se obtiene el compost, un producto

estabilizado, almacenable, transportable y utilizable (Moreno & Moral, 2008).

El compost se define como el producto resultante del proceso de compostaje
con su consiguiente maduracién, formado por materia organica estabilizada semejante
al humus. Debe ser un producto inocuo y sin sustancias fitotdéxicas, de modo que
pueda utilizarse sin causar ningun dafo a la planta y que, se pueda almacenar durante

un tiempo sin sufrir fermentaciones o alteraciones indeseadas (Abad et al., 2004).

El compost se encuentra en la clasificacibn de productos organicos como
sustrato o componente de sustrato de cultivo en el RD 865/2010, donde viene definido
como un producto higienizado y estabilizado, obtenido mediante descomposicion
biol6gica aerdbica de materiales organicos biodegradables (restos de cultivos de
hongos, estiércol, restos vegetales, etc.). En este caso concreto, el material organico
biodegradable utilizado para la producciéon del compost es a partir de restos vegetales

de jardineria 'y de poda (Figura 3).
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Figura 3. Pila de compost maduro

Por otro lado, el vermicompostaje es una forma de compostaje, aunque el plan
de operaciones varie con respecto a este Ultimo ya que se disponen en cunas y se

“elabora” por la accion progresiva de la digestion de las lombrices.

El RD 865/2010 define el vermicompost o humus de lombriz (Figura 4) como un
producto estabilizado obtenido a partir de materiales organicos, por digestion con
lombrices, bajo condiciones controladas.

Figura 4. Pila de vermicompost maduro

Por tanto, el vermicompostaje consiste en un proceso de bio-oxidacion,
degradacion y estabilizacion de la materia orgénica llevada a cabo por la accion
combinada de lombrices y microorganismos, mediante el cual se obtiene un producto
final estabilizado, homogéneo y de granulometria fina denominado vermicompost,
lumbricompost, compost de lombriz o humus de lombriz (Nogales et al., 2008). La
lombriz mas utilizada en el vermicompost es la lombriz roja californiana debido a su
rusticidad, tolerancia a los factores ambientales (pH, temperatura y humedad),
potencial reproductor y capacidad de acumulacion.
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En cuanto a la microbiologia de este proceso, al igual que sucede en el
proceso de compostaje, se encuentran implicados un gran numero de
microorganismos, fundamentalmente bacterias, hongos y actinomicetos mesofilos. El
desarrollo y actividad de las lombrices y microorganismos se encuentran
profundamente ligados ya que, por una parte, los microorganismos constituyen una
parte esencial de la dieta de las lombrices, con una importancia de menor a mayor de
bacterias, hongos y protozoos; y por otra, las lombrices modifican la estructura fisica
de los residuos, fragmentando la materia organica e incrementando su superficie, lo

cual aumenta la actividad de los microorganismos (Edwards, 1998).

El producto resultante del vermicompostaje es el vermicompost o humus de
lombriz. Como se ha citado anteriormente, el real decreto lo define como un producto
estabilizado obtenido a partir de materiales organicos, por digestion con lombrices,
bajo condiciones controladas. Ademas, también es definido como el producto final
resultante del proceso de vermicompostaje, que presenta unas condiciones fisicas
idoneas, un contenido variable de materia organica parcialmente humificada,
nutrientes y sustancias fitoreguladoras del crecimiento y, que puede ser almacenado,
sin posteriores tratamientos ni fermentaciones o alteraciones indeseadas (Nogales et
al., 2008).

Para finalizar, cabe destacar que estos productos presentan las siguientes

caracteristicas (www.viveroselarca.es, 2014):
e Aporta cantidades equilibradas de nutrientes.
e Mejora la textura y estructura del suelo.
o Beneficia el suelo con millones de microorganismos.
e Mejora la resistencia de las plantas frente a plagas y enfermedades.
e Capacidad para reducir hongos patégenos.

e Capacidad para modificar la extractabilidad de metales pesados en suelos
contaminados y residuos mineros, evitando su transferencia a plantas y

acuiferos subterraneos.
o Capacidad para modificar el comportamiento de plaguicidas en suelos.
o Capacidad para ser utilizados como bioabsorbentes de plaguicidas.
o Capacidad para regenerar suelos degradados.

Estos productos ademas de ser biologicamente estables, contienen una
microbiota y una serie de compuestos microbiol6gicos que hacen de ellos, productos
de elevada calidad para su utilizacién en agricultura 0 como agente soporte para

procesos de biorremediacion. Estos constituyentes pueden ser extraidos a partir del
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compost y ser utilizados para distintas finalidades, como la obtenciéon de extractos
acuosos o el aislamiento de microorganismos tales como antagonistas microbianos o

microorganismos lignocelulésicos (Moreno & Mormeneo, 2007).

La aplicacion mas relevante objeto de este estudio y que constituye el objetivo
del mismo es el efecto supresor que presentan estos productos, aplicados en forma de
extracto o té de compost/vermicompost, frente a hongos fitopatégenos. La naturaleza
de dicho efecto supresivo se atribuye a la interaccion de diversos factores tanto fisicos,
como quimicos y biologicos. Ademas, estd demostrado que este hecho se debe
especialmente a los mecanismos biolégicos debido a la presencia de microbiota en los
productos estables los cuales compiten por la disponibilidad de nutrientes o de
espacio, producen sustancias antibiéticas (Siddiqui et al., 2008), hiperparasitismo,
inducen genes de resistencia en plantas (Hoitink & Boehm, 1999), producen
compuestos volatiles estimuladores o toxicos y originan cambios en las propiedades
fisicas del sustrato o del suelo (Coventry & Allan, 2001).

No todos los composts muestran supresividad natural y los que la presentan
pueden serlo en distinto grado para diversos patdégenos, de modo que el tipo de
compost y su nivel de madurez pueden afectar al efecto supresor de patdégenos
(Termorshuizen et al., 2006). Asi pues, la supresividad natural de los compost es muy
variable ya que, por ejemplo, segun indican Hoitink y Boehm (1999) la mayoria de
ellos pueden suprimir las enfermedades de raices causadas por Pythium sp. y
Phytophthora sp. Sin embargo, parece ser que s6lo un 20% de los composts que
estudiaron estos autores mostraron supresividad natural frente a Rhizoctonia solani y

menos de un 10% indujeron en las plantas resistencia sistémica.

La accion supresiva de los compost, puede atribuirse también a los extractos
obtenidos de ellos. Estos extractos o0 tés de compost se obtienen realizando una
mezcla de compost con agua e incubando dicha mezcla durante un periodo de tiempo
definido (Scheuerell & Mahaffee, 2004). Segun Zmora-Nahum et al. (2008), la
supresividad de los tés de compost esta también condicionada por el tiempo de
extraccion. Asi, para tiempos de extraccion largos influirian en mayor medida los
compuestos quimicos presentes (como el NH,") y para tiempos cortos el efecto
supresivo estaria relacionado mas directamente con la actividad microbiolégica del
extracto. Por tanto, parece evidente que al igual que en los compost de partida, la
accion de control de patdgenos de los extractos tendria un origen mixto: biético y

abidtico.
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2.2. HONGOS FITOPATOGENOS

Las condiciones de humedad y temperatura bajo las que se cultivan muchas
especies horticolas son idéneas para el desarrollo de hongos fitopatdgenos que

causan dafos importantes en varios cultivos (Siddiqui et al., 2008).

Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y, con menos frecuencia,
Phytophthora cactorum, son los hongos causantes de enfermedades en un gran

namero de plantas horticolas cultivadas.
2.2.1. Fusarium oxysporum

La marchitez vascular, causada por Fusarium oxysporum es una de las
enfermedades que mas afecta al cultivo de tomate en la actualidad. Esta especie es
un hongo cosmopolita que se presenta principalmente como saprofito en el suelo o
como patdgeno especializado parasitando muchas especies de plantas gimnospermas
y angiospermas, gracias a los diversos mecanismos que tiene el hongo para vencer
las defensas de muchas plantas (Bosland, 1988). Se caracteriza por producir colonias
de rapido crecimiento con una tasa diaria cercana a un centimetro en medio PDA
(agar patata dextrosa) a 25°C. La morfologia de estas colonias es muy variable y
puede presentar dos tipos: una de tipo micelial caracterizada por la produccion
abundante de micelio aéreo, algodonoso y de coloracion blanco-rosado (Figura 5)
(Booth, 1970) y, otra de tipo pionotal con la formaciéon de poco o ningan micelio aéreo

y abundantes microconidias (Garcés et al., 2001).

Figura 5. Fusarium oxysporum en placa Figura 6. Sintomas causados por Fusarium oxysporum
(mycology.adelaide.edu.au, 2014) (cag.uconn.edu, 2014)

El hongo produce tres clases de esporas:

e Microconidias: esporas generalmente unicelulares, sin septos, hialinas,

elipsoidales a cilindricas, rectas o curvadas que se forman sobre fidlidas
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laterales, cortas, simples o sobre conidiéforos poco ramificados. El tamafio de
las microconidias oscila entre 5y 12 pm de largo y 2,5 y 3,5 um de ancho
(Nelson, 1981).

e Macroconidias: esporas de paredes delgadas, fusiformes, largas,
moderadamente curvadas en forma de hoz, con varias células y de tres a cinco
septos transversales, con la célula basal delgada y la apical atenuada; las
macroconidias presentan un tamafio de 27 a 46 um de largo por 3,0 a 4,5 um

de ancho.

o Clamidosporas: esporas formadas a partir de la condensacion del contenido de
las hifas y de las conidias, de paredes gruesas. Se forman simples o en pares,
terminales o intercalares. Poseen un tamafio de 5 a 45 um de diametro
(Nelson, 1981). Gracias a ellas, el hongo sobrevive en condiciones ambientales
desfavorables y, en el suelo como saprofito de vida libre en ausencia de
plantas hospedantes (Garret, 1977).

En este caso, la especie con la que se ha tratado ha sido Fusarium oxysporum
sp. lycopersici que produce marchitez vascular. Los sintomas caracteristicos son
marchitamiento irreversible y generalizado en toda la planta, acompafado o no de un
amarilleamiento de las hojas mas viejas y el doblamiento de los brotes hacia el lado de
la planta enferma, a causa de la interferencia en el crecimiento. En estados iniciales en
las hojas puede observarse la mitad clor6tica y la otra mitad de un color verde normal
(Garcés et al., 1999). En otras ocasiones, las hojas amarillean desde la base hasta la
yema terminal, deteniéndose el crecimiento de la planta, pero sin llegar a morir (Figura
6).

Se trata de un hongo de temperaturas célidas. El desarrollo 6ptimo se presenta
a 20 °C y el rango de crecimiento oscila entre los 12 y 28 °C. Ademas, si dicha
temperatura estd acompafiada de una humedad relativa alta y dias cortos de baja
intensidad luminica se favorece el desarrollo de la enfermedad. Con respecto al suelo,
prefiere suelos acidos, arenosos, con bajo pH, pobres en nitrégeno y alto contenido en

potasio.

Este hongo sobrevive en restos vegetales o en forma de clamidosporas en el
suelo que perduran por varios afios. La trasmision a distancia se da mayoritariamente
por semilla, planteles infectados y maquinaria. Localmente se propaga por agua de
riego o aire, asi como trasplantando con material afectado. No obstante, cualquier

herida ocasionada en las raices debido al paso de maquinaria o presencia de
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nematodos como Melodoigyne incognita, aumenta la susceptibilidad al marchitamiento

y favorece el desarrollo del hongo (pv.fagro.edu.uy, 2014).
2.2.2. Rhizoctonia solani

Las enfermedades causadas por Rhizoctonia solani en tomate predominan en
todo el mundo. Este hongo es capaz de infectar varios centenares de huéspedes
diferentes. En la planta de tomate provoca la enfermedad de los semilleros en vivero,
lesiones radiculares y chancros en el cuello, alteraciones en el tallo y en los frutos. Los
sintomas que ocasiona se pueden observar en todos los tipos de produccién, desde

los cultivos mas extensivos a los mas intensivos, tanto al aire libre como bajo cubierta.

Se trata de un hongo que sobrevive como saprofito sobre restos organicos,
como parasito en las raices y otros organos de plantas y, de forma pasiva como
esclerocios (Figura 7) (Escande et al., 1984). Ademas, se caracteriza por producir
colonias de rapido crecimiento, uno o dos centimetros al dia en medio PDA (potato
dextrosa agar) a 25°C (Figura 8). Se desarrolla en los 6érganos que rozan el suelo o
situados en su proximidad. Puede provocar lesiones de color pardo rojizo en la semilla
germinada. Después de la emergencia, una coloracién parda rodea al tallo provocando
el deterioro y la muerte de la planta (Blancard, 2011). Al igual que el hongo anterior, la
podredumbre es mas severa en plantulas bajo condiciones de estrés o que han sido

dafiadas, especialmente por el ataque de nematodos.

Figura 7. Esclerocios R.Solani

Figura 8. Placa con R.Solani

En el cultivo de patata, este hongo es el responsable de la costra negra o
Rizoctoniasis. Produce dafios importantes en preemergencia del cultivo cuando las
condiciones de humedad son altas. Asimismo, como sintomas en la planta huésped
pueden ser: aparicion de rajaduras o deformaciones debidas a la parada del
crecimiento del tejido afectado en los tubérculos, necrosis de brotes, chancros en la
base del tallo o chancros en estolones. En los tubérculos maduros, también se pueden
formar esclerocios (estructuras de resistencia del patégeno) dando lugar a la conocida
sarna negra o costra negra. La epidermis por debajo de los esclerocios no presenta
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anormalidades. El hongo sobrevive de un afio para otro en forma de esclerocio en el
suelo o, en forma de micelio en los restos vegetales o en los tubérculos. Cuando llega
la primavera y las condiciones ambientales son favorables para su desarrollo, los
esclerocios germinan y entran a través de los tallos de la patata o brotes emergentes,
especialmente a través de heridas. Durante el crecimiento de la planta, las raices y los
estolones son invadidos a medida que se van desarrollando. La formacién de
esclerocios sobre la superficie de los tubérculos nuevos (Figura 9) se realiza en
cualquier momento dependiendo de las condiciones ambientales. Sin embargo, el
méximo desarrollo tiene lugar después de que la planta ha muerto, cuando los
tubérculos permanecen aun debajo del suelo (Huarte et al., 1991).

En el cultivo de tomate, Rhizoctonia solani produce la podredumbre negra de
las raices o cancro del tallo. Ataca a la plantula y, cuando la planta se desarrolla,
puede ocasionar podredumbre en las raices dando lugar a lesiones oscuras y
chancros del tallo a nivel del suelo (Figura 10). Los chancros son lesiones necréticas
de color pardo que profundizan en el tejido y pueden comprender porciones mas o
menos extendidas de la circunferencia del cuello causando marchitamiento,
debilitamiento, detencién del crecimiento y muerte de la planta. Los frutos que estan
en contacto con el suelo o cercanos al mismo, pueden desarrollar una podredumbre
parda con bandas concéntricas mas claras y mas oscuras alternadas. Estas lesiones
se propagan y pueden presentar grietas en forma de estrella, que acaban
transformandose en una podredumbre himeda por la actividad de otros
microorganismos. Los frutos verdes son mas resistentes que frutos maduros ya que
éstos son mas vulnerables al patégeno. No obstante, en el momento de la cosecha

pueden observarse inicios de infeccion (Polack & Mitidieri, 2005).

Figura 9. Esclerocios en tubérculos de patata Figura 10. Dafios en planta de tomate

Las condiciones favorables para su desarrollo son suelos humedos, con pH

acido o basico y temperaturas comprendidas entre 5 y 36°C.
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Puede atacar al tomate a lo largo de todo su ciclo de desarrollo. Es
especialmente dafiino cuando las condiciones son favorables, es decir, hay presencia
de humedad y las temperaturas son mas bien suaves (23-27°C), o bien, cuando las
circunstancias son desfavorables para la planta (por debajo de 20°C). No obstante,
ante la gran variedad de cepas de este patdgeno, es dificil establecer un rango de
condiciones 6ptimas para su desarrollo (Blancard, 2011).

Su control estda basado en la utilizaciébn de diversos productos quimicos y
biolégicos. Estos Ultimos, se basan en la seleccidbn de potenciales bioantagonistas
como controladores bioldgicos. Para ello, es necesario realizar algunos ensayos in
vitro que dan una idea de la capacidad antagbnica que éstos presentan para,
posteriormente, poder ser formulados y utilizados en pruebas de campo. Entre las
pruebas realizadas se encuentran el antagonismo directo, los metabolitos volatiles y
los metabolitos difusibles.

2.2.3. Phytophthora cactorum

Phytophthora cactorum es un hongo presente en el suelo. Es un patégeno muy
polifago y el indculo primario puede ser introducido a través de plantas infectadas

procedentes de viveros o de agua de riego contaminada (Blancard, 2011).

Todas las especies del género poseen un micelio hialino de paredes paralelas,
donde pueden verse una especie de gotas oleaginosas (Figura 11). Algunas de sus
especies, bajo determinadas condiciones, presentan un micelio aspero, con
prominencias y vesiculas. El micelio es capaz de vivir de forma saprdfita sobre las

particulas de materia organica del suelo en ausencia del huésped.

Los propagulos de infeccibn méas importantes son las zoosporas, cuya
condiciébn mas importante de desarrollo es la presencia de humedad en el suelo. Por
tanto, la maxima produccién ocurre cuando el suelo se encuentra saturado o cercano a
la saturacion hidrica (fao.org, 2014).

En cuanto al tipo de plantas a las que afecta, se encuentran los semilleros y
plantas de hasta 6 hojas. Como sintomas, cabe considerar una marchitez brusca y una
podredumbre del cuello. Ademas, puede producir dafios ataca principalmente frutos
jovenes verdes en los que aparecen manchas oscuras y no alcanzan el tamafo
definitivo (Figura 12) (infojardin.com, 2014).

24



ANTECEDENTES

\ \ L W
\ { - @ L2

Figura 11. P.cactorum en placa ' Figura 12. Dafios causados por P.cactorum
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2.3. CULTIVOS
Los cultivos objeto de este estudio son el tomate y la patata.
2.3.1. El cultivo del tomate

La planta de tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) pertenece a la familia de
las Solanaceas. Es una planta de origen americano que se encuentra distribuida por
casi todo el mundo. Los tomates silvestres se encuentran en numerosos lugares
situados a diversas altitudes ya que han sido adaptados a microclimas muy
especificos. Por esta razdn, estdn tan ampliamente distribuidos y existe tanta

variabilidad de la planta de tomate.

Se trata de una planta anual, herbacea, vellosa, con hojas olorosas y porte
arbustivo, erguido o rastrero (segun las variedades). Puede medir desde 40 cm hasta
mas de dos metros de altura. Las hojas son compuestas e imparimpinnadas con
foliolos mas o menos dentados (Figura 13). Las flores son pequefas, amarillas, en
forma de estrella y se agrupan sobre un mismo pedunculo, similar a un racimo suelto,
que presenta de tres a ocho flores. El ovario de esta planta es supero (situado por
encima del céliz) siendo, por lo general, bilocular (es decir, presenta dos carpelos),
aunque algunas variedades pueden tener tres, o incluso cinco carpelos (Blancard,
2011).

Figura 13. Planta de tomate

El tomate es una baya (Figura 14), es decir, un fruto carnoso que encierra las
semillas. Estas semillas estan envueltas en una especie de mucilago, resultante de la
gelificacion de su membrana exterior. Presentan una forma esférica, un color rojizo
aunque, dependiendo de las variedades, pueden tener distintos tamafios, colores y
formas. Hay variedades de diversas coloraciones: blanco, amarillo, naranja o negro

violaceo (Nuez, 2001).
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Figura 14. Baya del tomate

El ciclo completo es de 90 a 120 dias en condiciones éptimas, segun las
variedades. Con respecto a sus requerimientos, no presenta exigencias edaficas. No
obstante, prefiere suelos sueltos, profundos y bien drenados, para evitar asi, la asfixia
radicular debido al encharcamiento. Ademas, para su desarrollo son mejores los

suelos ricos en materia organica. Tolera bien la salinidad.

Las condiciones climaticas requeridas por esta planta es variable: soporta bien
las temperaturas altas, aunque la presencia de temperaturas mayores a 35°C y por
debajo de 10°C, inciden negativamente en su desarrollo. Si la temperatura es inferior a
0°C, la planta muere. Se puede decir, por tanto, que las temperaturas éptimas diurnas

para su desarrollo estan entre los 18 y 25°C, y entorno a los 15° C durante las noches.

Existen distintas variedades de tomate. En este caso, el estudio se centrara en
el uso de la variedad Tipo Roma, variedad italiana utilizada para la conserva de tomate
pelado. El fruto es pequefio y puede ser bilocular o trilocular, con forma de pera y

tamafio homogéneo de los frutos (infojardin.es, 2014).

2.3.2. El cultivo de la patata

La patata, cuyo nombre cientifico es Solanum tuberosum L., pertenece a la
familia de las Solanaceas. Es una planta dicotiledénea y su cultivo se halla extendido

por todo el mundo.

Se trata de una planta herbacea anual con raices muy ramificadas, finas y
largas, dependiendo del tipo de suelo en el que se desarrolle. Presenta un tallo
grueso, fuerte, anguloso, con una altura que varia entre 0,5y 1 my, que se origina en
las yemas del tubérculo. Las hojas son imparipinnadas. Consta de nueve o0 mas
foliolos, cuyo tamafio es mayor cuanto mas alejados se encuentran del nudo de
insercion. La inflorescencia nace en el extremo terminal del tallo y el numero de flores

en cada una puede llegar a treinta (Figura 15).
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Figura 15. Planta de la patata

El namero de inflorescencias y de flores se encuentran fuertemente
influenciados por el cultivar del que se trate. No obstante, éstas presentan de tres a
cuatro centimetros de diametro, poseen cinco pétalos unidos por sus bordes que le
dan a la corola la forma de una estrella (Figura 16). El fruto es una baya redondeada
de color verde, que al madurar toma coloracion amarillenta (Figura 17).

Los tallos subterrdneos o estolones, relativamente cortos, se convierten en su
extremidad en tubérculos. En la superficie de los tubérculos presenta yemas
distribuidas de forma helicoidal, siendo éstas abundantes en la parte opuesta al punto
de insercién sobre el estolén (Blancard, 2011).

La patata puede multiplicarse por semillas y por esquejes aunque, en la
practica, la multiplicacién es vegetativa, realizandose a través de los tubérculos que
producen brotes en las yemas u 0jos. Asi pues, a partir de un fragmento del tubérculo,

se produce una nueva planta.

La germinacién y el crecimiento de la patata junto a la produccion de tubérculos
depende de sustancias quimicas elaboradas por la patata denominadas “sustancias de
tuberizacion”, que actlan en dosis muy pequefias. La produccién de este tipo de
sustancias en hojas y tallos depende de la variedad, de las condiciones térmicas y del
fotoperiodo. En los dias cortos se producen mas sustancias de tuberizacion que en los
largos, ya que en éstos Ultimos aumenta el crecimiento vegetativo de la planta. En
determinadas situaciones en las que coexisten los fendmenos de tuberizacion y
crecimiento, puede ocurrir que la planta presente un crecimiento mayor con respecto a
la produccién de sustancia de tuberizaciébn debido a que existan condiciones
meteorologicas favorables o haya exceso de nitrdgeno. Cuando esto sucede, la
concentracion de la sustancia desciende por debajo del nivel minimo y el proceso de

tuberizacion se detiene. Cuando de nuevo se produce sustancia de tuberizacion en los
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niveles adecuados, se vuelve a retrasar el crecimiento y aparece nuevamente la

tuberizacion. Este fendbmeno se conoce como “rebrote” (Guerrero, 1999).

Figura 16. Flores de la planta de la patata Figura 17. Tubérculo de la planta de la patata

Teniendo en cuenta las exigencias del cultivo, la planta de la patata requiere
humedad abundante y de forma regular. Presenta un buen desarrollo en zonas con
temperaturas templadas y con presencia de humedad ambiente, sufre con las altas
temperaturas y es muy sensible a condiciones de sequia. Sin embargo, a pesar de la
necesidad de agua, la humedad excesiva también favorece el desarrollo de
enfermedades (como el mildiu o la podredumbre de la patata). Por otro lado, en
presencia de temperaturas inferiores a —2 °C se hiela y, el crecimiento de los brotes

empieza a los 2 °C y se considera maximo entre 20 y 25 °C.

En cuanto a exigencias edaficas, prefiere suelos mullidos y aireados, siendo
mejores para su produccion los suelos arenosos que los arcillosos. Ademas, su
desarrollo es mejor cuando los valores de pH estan comprendidos entre 55 vy 7,
condiciones que suelen estar mas presentes en los terrenos arenosos. No obstante,

tolera bien los medios acidos (pH=5).
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OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS

Los objetivos principales que se contemplan a lo largo de este trabajo cientifico,

son:

Analizar el efecto supresor del compost y vermicompost de residuos de

jardineria frente a tres patdgenos: Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y
Phytophthora cactorum, mediante la realizacién de cultivo in vitro e in vivo en

plantas de tomate y patata.

Analizar el efecto vigorizante en las plantas de tomate y patata, ante la

aplicacion del extracto de compost y vermicompost.

3.2. PLAN DE TRABAJO

Asimismo, el plan de trabajo considerado a lo largo de la realizacion de este

estudio de investigacion es el siguiente:

Andlisis fisico-quimico de los extractos con espectofotometro Hanna.

Enfrentamiento de extractos de compost y vermicompost con patégenos.
Crecimiento en placa de Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum Yy
Phythophtora cactorum realizando tratamiento control y tratamientos en los

que, ademas, se afiade un volumen del extracto de compost y vermicompost.

Establecimiento de ensayos en maceta de plantas de patata y de tomate con
su correspondiente inoculaciéon de Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y
Phythophtora cactorum. Posteriormente, se aplican las dosis de extracto de
compost/vermicompost correspondientes y se establecerd un tratamiento
control con el fin de poder valorar el efecto supresor de patégenos y el efecto

vigorizante.

Valoracion estadistica del efecto supresor y del efecto vigorizante de los

extractos.

31



4. MATERIAL Y METODOS



MATERIAL Y METODOS

4.1. ANALISIS FiSICO-QUIMICO

Se ha llevado a cabo un analisis fisico-quimico de cada uno de los extractos de
compost y vermicompost de residuos de jardineria 1:5 (peso/peso) que,
posteriormente, fueron utilizados para los ensayos “in vivo” e “in vitro”. Se han
estudiado extractos que presentan distinto tiempo de maduracién: extracto reciente de
quince dias y extracto de seis meses, con el objetivo de observar si existen o no

diferencias fisico-quimicas con el paso del tiempo.

Dicho analisis quimico ha sido realizado en el Area de Produccion Vegetal de la
Facultad de Ciencias Agrarias y Ambientales de la Universidad de Salamanca,

determinandose los parametros expuestos a continuacion.
4.1.1. Determinacion del pH

Fue determinado el pH de cada uno de los extractos de compost y

vermicompost con distinto tiempo desde su preparacion.

Para realizar la medida de pH de una muestra, se utilizan los extractos de
compost 0 vermicompost 1:5, relacion peso/peso correspondientes. Se procede a la
medicion del pH con un pHmetro CRISON-2001 (Figura 18), agitando cada muestra
antes de la toma. Una vez que el valor se estabiliza en la pantalla, se procede a la
lectura del pH.

Figura 18. Medicién pH

4.1.2. Determinacion de la conductividad eléctrica (CE)

La determinaciéon de la conductividad eléctrica ha sido tomada directamente

sobre los extractos, de tal forma que, se ha utilizado una sonda para liquidos.
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La medida se toma directamente mediante el conductivimetro HANNA HI
993310 conectado a una sonda que se introduce en el extracto (Figura 19). Asi, se

obtiene una lectura directa de la conductividad eléctrica correspondiente.

Figura 19. Conductivimetro Hanna
HI 993310

4.1.3. Determinacion de fosforo asimilable

Para la determinacion del fésforo asimilable, se ha utilizado un equipo portatil
fotbmetro HANNA HI 83225 (Figura 20). Para ello, previamente, se debe haber
preparado el extracto de compost/vermicompost 1:5 (p/p) correspondiente, a partir de
la cual se obtendra la concentracion de fésforo asimilable mediante el tratamiento con
una serie de reactivos especificos (del kit HANNA) para la determinacion de este

elemento en forma de PO,*. El valor se tomara a través de la lectura en la pantalla.

Figura 20. Hanna HI 83225

4.1.4. Determinacion de potasio, calcio, nitrato, amonio, sulfato y magnesio
asimilables

Para la determinacion del potasio (en forma de K,0), calcio (Ca?"), nitrato (NO5"
), amonio (NH,"), sulfato (SO,*) y magnesio (Mg?*) asimilables, se ha usado un equipo
portatil fotdmetro HANNA HI 83225 (Figura 20). Para ello, previamente, se debe haber
preparado el extracto de compost/vermicompost 1:5 (p/p) correspondiente, a partir de
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la cual se obtendra la concentracion dichos elementos asimilables mediante el
tratamiento con una serie de reactivos del kit HANNA especificos de cada elemento.
Los valores se obtienen a través de una lectura directa del contenido total de KO,
Ca®*, NO3, NH,", SO, y Mg®" asimilables. El valor obtenido se corrige con el factor de

ponderacion indicado por el fabricante.
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4.2. ENSAYOS DE SUPRESION IN VITRO

Los ensayos de supresion in vitro se realizaron con los tres hongos
fitopatdbgenos Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y Phytophthora cactorum.
Estos patégenos se han obtenido del repicado de las cepas del laboratorio
suministradas por el Centro Regional de Diagnoéstico de Plagas y Enfermedades de la
Junta de Castilla y Ledn situado en Aldearrubia (Salamanca). Se han enfrentado
dichos patdgenos y los extractos considerados de compost y vermicompost con quince
dias y seis meses de maduracion en placa Petri con el objetivo de observar el efecto

de supresion que los extractos presentan sobre los patégenos.
4.2.1. Preparacién de los extractos

Para la preparacion de los extractos de compost y vermicompost, se realizé
una dilucién 1:5, mezclando 100 gramos de cada uno de los productos (compost y
vermicompost) con 400 gramos (o lo que es igual, 400 ml a 20°C) de agua destilada.
Se agita enérgicamente, se agita cada 15 minutos durante un periodo de tiempo de 2
horas. Finalmente, se filtra en embudo con papel de filtro de uso general de laboratorio
Albet de tal manera que, elimine las fracciones mas gruesas que el residuo contiene y
permita el paso de los microorganismos que éstos contienen, obteniéndose asi, el
extracto 1:5 (Figura 21 y 22).

Figura 21. Prepracién extracto 1:5 Figura 22. Filtracion extracto 1:5

4.2.2. Preparaciéon del medio e inoculacién del hongo
El medio de cultivo en placa Petri fue de PDA (potato dextrose agar) del

fabricante DIFCO.

Para analizar la competencia de los aislados, se transfieren los patégenos y no
patdégenos a placas Petri de medio PDA. En la preparacion de este medio, afiadimos
39 gramos de PDA en un litro de agua destilada y se agita hasta disolverlo por

completo (Figura 23). Una vez disuelto, se esteriliza en autoclave durante 15 minutos a
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121°C. Finalmente, se distribuye el medio en placas Petri de &90 mm. Una vez que el
agar se ha atemperado y antes de solidificar, se aplica la modificacién de la técnica de
Barry, depositando el volumen de extracto correspondiente a cada tratamiento
(dependiendo de la dilucion de la que se trate) directamente en la placa y después se
agrega el medio de cultivo. Se realiza un movimiento de rotacion para homogeneizar la
mezcla (Figura 24). Posteriormente, se inocula el hongo. Para su inoculacion se
procede a afiadir un cuadrado de 1 cm? del hongo en el centro de la placa Petri donde

se quiere hacer el enfrentamiento entre patégenos (Figura 25).

Figura 23. Preparacién PDA Figura 24. Preparacion placas Figura 25. Inoculacion

4.2.3. Tratamientos

Los tratamientos llevados a cabo en la realizacién de esta parte del estudio de
investigacion han sido los citados a continuacién, considerando que se han realizado
distintas diluciones (1:5, 1:10, 1:100 y 1:40) en dos ensayos diferentes.

El primer ensayo, se realizO con extracto reciente de quince dias de
antigedad, con las diluciones 1:100 (10 ml de extracto de compost o vermicompost
por cada 1000 ml de PDA), 1:40 (25 ml de extracto de compost o vermicompost por
cada 1000 ml de PDA) y 1:10 (100 ml de extracto por cada 1000 ml PDA),
extracto:solucion PDA. De tal forma que, se implantaron los tratamientos indicados en
la Tabla 2.

Tabla 2. Tratamientos enfrentamiento de patégenos (ensayo 2)

Control Comp. Comp. | Comp. Verm. Verm. Verm.
1:10 1:40 1:100 1:10 1:40 1:100
Fusarium Control-F 100C-F 25C-F | 10C-F | 100V-F 25V-F 10V-F

Rhizoctonia Control-R 100C-R 25C-R 10C-R 100V-R 25V-R 10V-R

Phytophthora | Control-P | 100C-P 25C-P | 10C-P | 100V-P 25V-P 10V-P
* La nomenclatura de los tratamientos se ha realizado en funcion de los ml de extracto necesarios por litro de
disolucion para realizar la dilucion correspondiente.

* La abreviacion Comp. significa compost, al igual que, Verm. indica vermicompost.

37



MATERIAL Y METODOS

En el segundo ensayo, se realizaron las diluciones 1:10 (100 ml extracto de
compost o vermicompost por cada 1000 ml de PDA) y 1:5 (200 ml de extracto por cada
1000 ml de PDA). Esta parte del experimento se realiz6 con un extracto
compost/vermicompost de 6 meses de antigiiedad, realizando 5 repeticiones por
tratamiento. Asi pues, los tratamientos a considerar fueron los representados en la
Tabla 3.

Tabla 3. Tratamientos enfrentamiento de patégenos (ensayo 1)

Control Compost Compost | Vermicompost Vermicompost
1:10 1:5 1:10 1.5
Fusarium Control-F 100C-F 200C-F 100V-F 200V-F
Rhizoctonia Control-R 100C-R 200C-R 100V-R 200V-R
Phytophthora | Control-P 100C-P 200C-P 100V-P 200V-P

* La nomenclatura de los tratamientos se ha realizado en funcién de los ml de extracto necesarios por litro de
disolucion para realizar la dilucién correspondiente.

Una vez inoculados todos los tratamientos, se mantuvieron a 25°C y se midio el
diametro del hongo y el numero de unidades formadoras de colonias (UFC)
transcurridos 7 dias y 30 dias. Durante los siete primeros dias, se fue observando la
evolucion para ver cualquier proceso que pudiese tener lugar. El objetivo de medirlo a
los treinta dias fue observar si a lo largo del tiempo, el tratamiento seguia resultando
eficaz.

En la Figura 26, se pueden observar algunos de los efectos que se han
producido en los distintos tratamientos. En el medio de observa el hongo patégeno
inoculado en posicion central. En el PDA (tratamiento control) se puede observar que
el hongo patdgeno se ha desarrollado normalmente. En cambio, en las otras dos
placas, se puede ver que la competitividad de los microorganismaos presentes en el
extracto inhibe el desarrollo del hongo patégeno. Estos resultados seran objeto de
estudio en la parte de resultados.

Figura 26. Efectos en distintos tratamientos

4.2.4. Parametros medidos

Los parametros medidos en las placas Petri de enfrentamiento fueron el

namero de UFC (en unidades) y el diametro del hongo (en centimetros). Para calcular
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el crecimiento relativo del hongo se procedidé a realizar el cociente entre el area de
crecimiento de la colonia en el medio con el ingrediente activo (extracto de compost o
vermicompost 1:5 (p/p)) y el area del desarrollo del hongo en PDA (tratamiento
control). Y, el resultado se multiplica por 100, de acuerdo a la formula usada por Kéller
y Wilcox (2001) y Jobin y Carisse (2007):

R = Area de desarrollo del hongo en PDA con extracto < 100
B Area de desarrollo del hongo en PDA

Aquellos que sean inferiores a 50, serdn considerados incompatibles para la
evaluacion (Koller & Willox, 2001; Jobin & Carisse, 2007).
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4.3. ENSAYOS DE SUPRESION IN VIVO

En los ensayos in vivo se contempla la implantacién de cultivo de tomate y
patata en maceta con el extracto (extracto de compost o vermicompost de seis meses
de antigliedad) y la inoculacién del patégeno correspondiente, con el fin de observar el
efecto supresor y vigorizante que el extracto confiere a las plantas. Cabe recalcar que,

a lo largo de este ensayo, se utilizo el extracto de seis meses de maduracion.
4.3.1. Material vegetal

Los ensayos de produccion de tomate y patata, se realizaron desde el 20 de
Septiembre de 2013 al 30 de Marzo de 2014.

I. Tomate

A continuacion, se detallan los detalles de la variedad utilizada y la descripciéon

del ensayo.
a. Descripcion de la especie

La variedad de tomate (Lycorpersicum sculentum) utilizada es la variedad
Roma. Se trata de una variedad que tiene gran aceptacion en la industria conservera y
en el mercado. Es muy vigorosa Yy rustica, suele dar lugar a una gran produccion y
presenta un crecimiento indeterminado que se suele cultivar con porte rastrero.
Produce frutos de forma alargada piriforme de 4,5 a 7 centimetros, con un color

uniforme muy rojo, piel lisa y pulpa consistente.
b. Descripcion del ensayo

Las semillas de tomate de la variedad Roma fueron puestas en un semillero
con vermiculita el dia 20 de Septiembre de 2013. Una vez que las semillas
germinaron, se les afiadié solucién de Hoagland para que las plantas tuvieran a su
disposicién los nutrientes necesarios para su desarrollo, hasta que los planteles
presentaran dos hojas verdaderas y se pudiera llevar a cabo el trasplante. En el
ensayo se establecieron doce tratamientos (apartado 4.3.2), para cada uno de los

cuales se pusieron nueve plantas, lo que supone un total de 108 plantas de tomate.

El trasplante se realiz6 quince dias después, cuando las plantas presentaban
dos hojas verdaderas. Cada planta fue trasplantada a una maceta de 1,5 litros con
vermiculita. Una vez realizado el trasplante de los planteles (Figura 27), cada uno con

el tratamiento correspondiente, se procedié a su colocacién en una bafiera de cultivo.
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Los riegos se efectuaron manualmente cada tres dias. En cada riego han sido
afadidos 20 ml de extracto de compost o vermicompost, segun correspondiera. En
aguellos tratamientos en los que no se considera la adicién de extracto, se afiadio la
misma cantidad de agua. Se ha considerado este volumen por estimacion de
requerimientos de la planta de tomate. No obstante, a partir de los 20 ml de extracto o
agua afadida, se afiadi6 agua de riego para evitar que la planta sufriera problemas de
secado.

La posicién de las bandejas con las plantas fue cambiada cada 15 dias, para
asi igualar en la medida de lo posible, las condiciones de todas las bandejas del

ensayo.

Las plantas se retiraron a los dos meses (Figura 28), para proceder al proceso

de secado de las plantas.

Figura 27. Plantas de tomate al Figura 28. Plantas de tomate al final del ciclo
inicio del ciclo

Il. Patata

En los subapartados siguientes, se detallan los detalles de la especie utilizada
y la descripcién del ensayo.

a. Descripcion de la especie

Solanum tuberosum es una planta herbacea perenne a través de sus
tubérculos, caducifolia (pierde sus hojas y tallos aéreos en la estacion fria), de tallo

erecto o semi-decumbente, que puede medir hasta 1,5 metros de altura.

La variedad utilizada en este ensayo ha sido Jaerla. Se trata de una variedad
de maduracién temprana. La planta tiene un tamafio mediano con tallos de extendidos
a semierguidos y numerosas inflorescencias. Sus tubérculos son ovales redondeados,

de piel amarilla y lisa, carne amarilla clara y ojos bastante superficiales.
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b. Descripcion del ensayo

Una vez que el tubérculo de la patata R1 certificada presenta un brote, éste fue
trasplantado a una maceta de PVC de 5 litros en sustrato de turba universal.

El trasplante se realizo el dia 18 de Diciembre de 2013. En este ensayo se
pusieron cinco plantas por tratamiento, con seis tratamientos (apartado 4.3.2), lo que
supone un total de 30 plantas de patata. Una vez realizado el trasplante de los
planteles, cada uno con el tratamiento correspondiente, se procedié a su colocacién en

una bafera de cultivo.

Los riegos se efectuaron manualmente cada tres dias. Se afiadieron 60 ml de
extracto de compost o vermicompost, segun corresponda. En aquellos tratamientos en
los que no se ha considerado la adicién de extracto, se afiadia la misma cantidad de
agua. No obstante, a partir de los 60 ml de extracto o agua afiadida, se afiadié agua
de riego para evitar que la planta sufriera problemas de secado. Se afiadieron 60 ml ya
que se considera que es el requerimiento experimentado como idéneo en la planta de

la patata (Figura 29).

~
Figura 29. Ensayo patata

Las plantas se retiraron transcurridos cuatro meses debido a que todas las
plantas fueron afectadas por Phytopthora infestans, patégeno que provocé la muerte
de las plantas de todos los tratamientos del ensayo en maceta de patata (Figura 30).
Por este motivo, el ensayo de patata quedd invalido ya que no se pudieron comparar
los efectos de los distintos tratamientos excepto en el peso de los tubérculos que no
estaban dafados y se podian observar diferencias de crecimiento entre tratamientos

(por tanto, seré el Unico parametro a considerar para el cultivo de patata) (Figura 31).

La posicién de las bandejas con las plantas fue cambiada cada 15 dias, para
asi igualar en la medida de lo posible, las condiciones de todos los tratamientos del

ensayo.
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" = ~~
Figura 30. Planta de patata enferma Figura 31. Tubérculos

4.3.2. Preparacion del experimento
|._Sustratos

Los sustratos considerados han sido la vermiculita en el ensayo de tomate y la
turba para el cultivo de la patata.

Il. Tratamientos

Los tratamientos considerados en cada caso, han sido los citados a
continuacion.

En tomate se establecieron distintos tratamientos para valorar el efecto
vigorizante y el efecto supresor de los extractos de seis meses de maduracion frente a
los tres patégenos: Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y Phythoptora cactorum.
Los tratamientos implantados estan representados en la Tabla 4.

Tabla 4. Tratamientos ensayos en maceta (tomate)

Compost Vermicompost Nada
Control
(en vermiculita) c v Control
Fusarium E+C iy -
oxysporum
Sgllazr?icmma RAC RV .
Phytophthora P+C by 5
cactorum

En patata se establecieron los tratamientos indicados en la Tabla 5, con el fin
de valorar el efecto vigorizante y el efecto supresor de los extractos de seis meses de
antigledad frente al patégeno Rhizoctonia solani.
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Tabla 5. Tratamientos ensayos en maceta (patata)

Compost Vermicompost Nada
Control C % Control
(en turba)
Rhizoctonia R+C R+V R
solani

4.3.3. Inoculacion de los patégenos

En el ensayo in vivo se inocularon Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y
Phytophthora cactorum en tomate y Rhizoctonia solani en patata. Para ello,
previamente se prepardé un caldo homogeneizado a partir del patégeno para asi,

facilitar su manipulacién e inoculacién.

|. Patébgeno: Fusarium oxysporum

Para poder inocular este patégeno, fue necesario realizar una suspension de
conidias. Asi pues, se realizo un cultivo en medio liquido PDB (potato dextrose broth)
en matraces de 100 ml, se metieron en el autoclave y, posteriormente, se inocularon
con 1 cm? de placa PDA en la que previamente ha crecido el patdgeno (trabajando en
condiciones de esterilidad). Los matraces se mantuvieron cinco dias en agitacion a
125 rpm y a una temperatura de 25°C (indicado en el procedimiento). A continuacion,
se filtr6 el medio con 15 capas de gasa de algodon (Figura 32) y, el filtrado resultante,
se centrifugo en una centrifugadora “Heraeus sepatec Labofuge T” a 5000 rpm durante
15 minutos (Figura 33). Transcurrido este periodo de tiempo, se retird el sobrenadante

y el precipitado se resuspendié en 1 ml de agua destilada.

R s

Figura 32. Filtrado Fusarium en campana Figura 33. Centrifugadora

Por ultimo, se realizé un recuento de esporas con la ayuda camara Thoma y el
microscopio para llegar a una concentracion de 10’ conidias/ml, que se consiguié con

una dilucién 1:10 del filtrado madre obtenido.

El procedimiento a seguir para realizar el recuento con la camara Thoma

(Figura 34) es el siguiente. Se colocan 400 pl de muestra homogeneizada en un
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microtubo y se afaden 40 pl de azul de metileno fenicado o fucsina fenicada. La
muestra y el colorante se mezclan y se dejan en reposo a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Se deposita una gota en una de las dos cuadriculas del
portaobjetos procurando que quede llena la superficie y se tapa con el cubreobjetos
evitando la presencia de burbujas de aire. La cAmara de recuento se ha de dejar en la
platina del microscopio para realizar la observacion microscopica (Figura 35). El
enfoque del microscopio se inicia con un objetivo de pocos aumentos que
posteriormente serd cambiado a uno de mayor aumento. Se coloca el objetivo lo mas
cerca posible del cubreobjetos (sin llegar a tocarlo) y posteriormente, se ira alejando
hasta que la imagen sea lo mas clara y nitida posible (Figura 36). Finalmente, el
proceso de recuento se realizara sobre 20 de los 400 (20x20) cuadrados pequefios de

0,0025 mm? (volumen total de 0,1 mm?® elegidos al azar. Si el ndimero de

células/cuadrado es mayor de 10 es conveniente diluir la muestra.

\ y kY J ‘ A/ .

Figura 34. Camara Thoma Figura 35. Microscopio Figura 36. Fusarium al microscopio

[l. Patbgeno: Rhizoctonia solani

Para poder inocular este patégeno en los ensayos de maceta, se prepard una
emulsion batiendo 2 placas de PDA en las que habia crecido Rhizoctonia solani en

200 ml de agua destilada.

[1l. Patbgeno: Phytophthora cactorum

Para poder inocular este patégeno en los ensayos de maceta, se realiza el
mismo procedimiento que en el patégeno anterior. De tal forma que se realiz6 un
homogeneizado batiendo 2 placas de PDA en las que habia crecido Phytophthora
cactorum en 200 ml de agua destilada.

4.3.4. Inoculacion en las macetas

Una vez finalizado el proceso, se procedid a la inoculacion de los distintos
patégenos en las macetas correspondientes con el fin de confirmar o no el efecto

45



MATERIAL Y METODOS

vigorizante y/o supresor que presentan los extractos o tés de compost y vermicompost

en proporcion 1:5 (p/p) con un tiempo de maduracién de seis meses.

El trasplante de las plantulas de tomate var. Roma, se realiz6 cuando las
plantas tenian dos hojas verdaderas. Fueron trasplantadas a macetas de 1,5 litros con

vermiculita de sustrato.

El tratamiento de Rhizoctonia se realizé aplicando 15 ml de homogeneizado de
Rhizoctonia por maceta. Se repitié el mismo proceso para el caso de Phytophthora
cactorum. Y, en el caso de Fusarium, se inocularon 10 ml de 10° conidias/ml en cada

maceta.

El transplante se realiz6 el dia 15 de Octubre de 2013. El 24 de Octubre se
aplicaron los homogeneizados fangicos de Rhizoctonia y Phytophthora. En cambio, la
suspension de conidias de Fusarium, se realiz6 mas tarde debido a un problema de
crecimiento del hongo. Por este motivo, el patdgeno fue inoculado en las macetas una

semana mas tarde que las demas.

En el caso del ensayo de patata, se realiz6 a partir de un brote, se introdujo en
macetas de 5 litros con turba de sustrato. En este cultivo solamente se inocul6
Rhizoctonia de tal modo que, se procedi6 a la inoculacién de 15 ml de homogeneizado

de patégeno por planta.

El ensayo de patata se instauré el dia 18 de Diciembre de 2013. Asi pues,

transcurrido un mes fue cuando se aplicé el homogeneizado de Rhizoctonia.
4.3.5. Instalaciones

El area donde se han hecho los ensayos oportunos ha sido en el laboratorio del
Area de Produccion Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias y Ambientales de la

provincia de Salamanca, cuyas coordenadas UTM en el SIGPAC, son las siguientes:

X:274.732.70 m.
Y: 4.539.144.62 m.
Huso UTM: 30.

4.3.6. Parametros analizados

A lo largo del ensayo, aproximadamente 8 meses, se recogieron una serie de

datos para poder estimar un conjunto de parametros indicativos del desarrollo vegetal
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de las distintas especies utilizadas, con el fin de observar el efecto de los tratamientos

establecidos.

|. Valoracion del estado de las plantas

Tanto en tomate como en patata cada quince dias se procedi6 a la toma de los
siguientes datos:
e Altura de las plantas con la ayuda de un metro (Figura 37).
e Numero de hojas, contando unidad por unidad.
o Didmetro del tallo con un calibre digital.

Ademés, en ambos se realiz6 un reconocimiento cualitativo para detectar

presencia de posibles fisiopatias, enfermedades y plagas con su posterior diagnéstico.

Figura 37. Medida altura
planta de patata

[l. Peso seco de la parte aérea v del sistema radicular

Analizar este parametro tiene como fin controlar el desarrollo de la parte aérea
y del sistema radicular de cada planta en base al tratamiento utilizado, observando asi,

gué tratamiento es el mas idéneo.
a. Procedimiento

Una vez considerado el ciclo de cada planta, se procede a separar la parte
aérea y la parte radicular de cada una de las plantas de cada tratamiento. Se procedi6
a lavar las raices con el objeto de eliminar los restos del sustrato de cultivo, dejando la
raiz desnuda (Figura 38). Posteriormente, ambas partes se colocaron sobre un papel
de filtro (Figura 39) y se metieron en la estufa durante 48 horas a una temperatura de
65° C (Figura 40). Pasados dos dias, se procede a pesar la raiz y la parte aérea secas

de manera independiente.
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Ademas, en el ensayo de patata, al final del ciclo se pesaron los tubérculos (sin

previo secado) con el fin de comparar el efecto de los distintos tratamientos.

Figura 38. Raiz lavada

Figura 39. Plantas de tomate Figura 40. Plantas de tomate secas

b. Material
El material necesario para llevar a cabo este procedimiento es el mencionado a
continuacion:

o Balanza electrénica Santorius (Figura 41). Precisioén 0,01 g.
e Balanza electronica Nahita series 5153 (Figura 42). Precision 0,0001 g.
o Estufa Selecta modelo 210.

o Papel de filtro Albet.

Figura 41. Balanza Santorius Figura 42. Balanza de precisién
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I1l. Contenido en clorofila

La presencia de clorofila en las hojas de las plantas esta relacionada con un
proceso de fotosintesis correcto y con una adecuada condicién nutricional de la planta.
El contenido de clorofila se incrementa proporcionalmente a la cantidad de nitrégeno

presente en la hoja.
a. Procedimiento

Para conocer el contenido en clorofila de una hoja o brote de una planta, se
usa el SPAD Konica Minolta (Figura 43). En primer lugar se calibra y, posteriormente,
se introduce la hoja o brote en la pinza situada en la parte superior derecha del SPAD.
Se presiona la pinza vy, asi, se obtiene la lectura directa del contenido en clorofila de la

hoja o brote correspondiente.

Figura 43. Medicion SPAD en tomate

La toma del contenido de la planta (en unidades SPAD) se hizo en diferentes
zonas de la planta dependiendo de la especie de la que se tratase, de tal manera que:
en tomate se midié el contenido de clorofila en la mitad (1 mes) y al final del ciclo
(transcurridos 2 meses) en dos hojas del segundo brote iniciando el conteo por la zona
apical y, en patata se midié6 a mitad del ciclo en dos hojas de la zona basal y de la

zona apical.
4.3.7. Andlisis estadistico de los datos.

Todos los resultados obtenidos se sometieron a un tratamiento estadistico
mediante el programa informatico STATGRAPHICS CENTURION XVLI.I para Windows.
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Se realizé un resumen estadistico, el andlisis de varianza ANOVA y el Test de

los Rangos Mdiltiples, los dos ultimos con un margen de confianza del 95%.

El método ANOVA compara los datos de las distintas muestras,
correspondientes cada una a uno de los tratamientos realizados, y detecta si existen
diferencias significativas entre las medias de cada una de ellas.

Para determinar qué medias son significativamente distintas de otras se realiz
el Test de Rango Mdltiple. Este test aplica multiples procedimientos de comparacion
para determinar las diferencias significativas entre cada par de medias con un nivel de

confianza del 95 %.

Ademas, presenta los resultados agrupando las muestras en grupos
homogéneos, de tal forma que, entre las muestras que integran cada uno de esos
grupos no puede decirse que existan diferencias significativas, con un margen de error
del 0,05. Sin embargo, si existen diferencias estadisticamente significativas entre las
muestras de dos grupos homogéneos distintos, representadas en el test de rangos

multiples mediante un sistema de cruces, que adoptan una letra, siendo “a” mejor que

a0

“b”, “b” mejor que “c” y asi sucesivamente. Aquellos grupos que comparten alguna

letra, como puede ser el caso del grupo “a” y el grupo “ab” no se puede decir que uno

sea estadisticamente mejor que el otro.

Finalmente, este programa proporciona informacion sobre cada muestra
mediante los siguientes parametros estadisticos: media, varianza y rango (minimo y

maximo).
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5.1. ANALISIS FiSICOQUIMICOS

A continuacién, se muestran los resultados del analisis de los distintos
pardmetros considerados, con el fin de establecer las caracteristicas de los productos
objeto del presente estudio: extractos de compost y vermicompost 1:5 (p:p) con

periodos de maduracién de quince dias (extracto reciente) y seis meses.

5.1.1. pH

Los valores de pH de los distintos extractos utilizados considerando su

antigliedad se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. pH de los distintos extractos

pH
Compost 6 meses 7,73
Vermicompost 6 meses 7,65
Compost 15 dias (reciente) 7,89
Vermicompost 15 dias (reciente) 7,41

Segun Baixauli y Aguilar (2002), el nivel 6ptimo aconsejado para el manejo de
cultivo sin suelo se sitGa en valores comprendidos entre 5,5y 6,8, que es el rango en

el que se encuentran de forma asimilable la mayor parte de los nutrientes.

En este caso, todos los extractos presentan un pH similar, sin sufrir apenas
variacion con el transcurso del tiempo y siendo ligeramente basicos. Inicialmente, el
compost presenta un pH mas basico pero al pasar el tiempo (6 meses), se aprecia que
el extracto de compost se acidifica ligeramente y el vermicompost se alcaliniza
ligeramente. Ambos cambios son pequefios por lo que, con respecto al pH, se puede
decir que estos extractos presentan estabilidad desde que fueron preparados hasta los

seis meses de maduracion o almacenamiento de los tés.

5.1.2. Conductividad eléctrica

Los valores medidos de conductividad eléctrica (CE) para los distintos extractos
son los reflejados en la siguiente tabla (Tabla 7).

Tabla 7. Valores de Conductividad Eléctrica (en mS/cm) de los extractos

CE
Compost 6 meses 3,07
Vermicompost 6 meses 0,49
Compost 15 dias 1,85
Vermicompost 15 dias 0,62

El contenido de electrolitos presente en el producto sélido sera similar a los

contenidos en los extractos puesto que la mayoria de ellos son solubles en agua. El

52



RESULTADOS Y DISCUSION

periodo de maceracién del extracto con el producto sélido se considera suficiente

como para que se disuelvan los electrolitos y sean transferidos a la disolucién acuosa.

La CE del compost reciente es de 1,85 por lo cual seria un valor adecuado ya
que se considera un rango apropiado de CE entre 1,5y 2 (Abad & Burés, 2002). En
cambio, se observa que ésta aumenta, a medida que el té presenta mayor estado de
maduracion.

El extracto o té de vermicompost, presenta valores similares a lo largo del

tiempo. En este aspecto, éste té es mas estable que el de compost.

5.1.3. Determinacion de los nutrientes asimilables

En la tabla 8, se muestra el contenido de los nutrientes asimilables, analizados
con HANNA.

Tabla 8. Contenido de nutrientes asimilables (en mg/l)

NH,” | ca® | mMg* NO; PO, K,0 | SO~
Compost 6 meses 15,48 40 30 6645 145,8 5100 55
Vermicompost 6 meses 2,58 50 5 731 62,9 108 30
Compost 15 dias 16,77 60 25 997 153,5 2100 65
Vermicompost 15 dias 6,45 100 15 886 233,3 90 30

En la Tabla 8 se puede observar que, existe una gran diferencia en la
concentracion de nutrientes en el compost reciente con respecto al compost de una
antigledad de seis meses. Asimismo, existen diferencias con respecto al
vermicompost.

En cuanto al contenido en elementos quimicos asimilables, destacaremos lo
siguiente:

e Los valores de nitrato asimilable son los més altos junto con los del potasio.

e La concentracién del nitrdgeno en forma de amonio es menor a medida que
pasa el tiempo. Esto puede ser debido a la presencia de reacciones en las que
el amonio pasa a otras formas nitrogenadas. Podria darse el paso de amonio a
amoniaco y, por tanto, la pérdida de este Gltimo por volatilidad.

e El contenido de los iones asimilables Mg®*, Ca* y SO,* varian ligeramente
conforme pasa el tiempo, pero no hay grandes diferencias en cuanto a
cantidad.

e Con respecto al anion NOj asimilable, se puede decir que en el extracto de
compost es seis veces mayor en el extracto de 6 meses en comparacion con el

reciente. Este dato resulta llamativo, por ello, el andlisis fue repetido con el fin
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de confirmarlo. En cambio, en el caso del extracto de vermicompost el
contenido disminuye ligeramente a medida que transcurre el tiempo.

e EIl contenido en K,O aumenta a medida que transcurre el tiempo. Segun
Vogtmann et al. (1993), el potasio se considera uno de los mayores
contribuyentes al contenido en sales. Este hecho concuerda con los resultados
obtenidos en este ensayo, donde los tratamientos con los valores de salinidad
mas altos (extracto de compost), son aquellos que muestran los valores de

potasio més altos.

Se puede ver que estos extractos son ricos en nutrientes asimilables, por ello,
este tipo de extractos puede utilizarse como fertilizante o aditivo en sustrato. Es uno de
los factores que producen el efecto vigorizante en los ensayos en maceta que se
tratard més adelante. Con respecto al efecto supresor, se ha confirmado que, a partir
del establecimiento de un tratamiento térmico en un proyecto paralelo a éste, no se
debe solamente a la presencia de sustancias quimicas sino que, mayoritariamente, es
debido a la presencia de diversos microorganismos (especialmente actinomicetos)
presentes en los extractos que llevan a cabo una lucha microbiol6gica con el hongo

fitopatogeno.
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5.2. ENSAYOS IN VITRO

Para valorar el efecto supresor que presentan los extractos de compost y el
vermicompost de restos de jardineria y poda se han hecho dos ensayos in vitro. El
primero de ellos, se hizo con un extracto reciente y, el segundo, con uno de seis

meses de antigliedad.

Como se ha expuesto anteriormente, para poder establecer una comparacion
entre todos ellos, se ha procedido a realizar el indice de crecimiento relativo del hongo
para cada tratamiento. Este ha sido calculado como el area del crecimiento del hongo
en presencia del extracto dividido por el area del hongo en medio PDA sin extracto y,
se multiplica por 100 con el objetivo de obtener los datos en porcentaje y poder
establecer una comparacion entre ellos (Kéller & Wilcox, 2001; Jobin & Carisse, 2007).
Ademads, segln estos autores, para observar un efecto supresor el indice de

crecimiento relativo debe ser inferior al 50%.

Cuando se realiza el ensayo con un compost reciente, se observa que el indice
de crecimiento relativo del patégeno presenta unos valores altos (vease Tabla 9).
Ademas, el crecimiento de unidades formadoras de colonias (UFC) es limitado, no se
observa un crecimiento masivo de colonias y, en ningun caso, hay crecimiento de
hongos productores de antibidticos. Las medias han sido tomadas con los datos

medidos a los 7 dias del establecimiento del ensayo.

Tabla 9. indice de crecimiento relativo de los patégenos con extracto reciente

F R P
1:10C 95,54 90,05 72,04
1:40C 88,84 123,20 68,28
1:100C 99,55 139,22 95,70
1:10V 75,00 140,88 0,00
1:40V 86,61 122,65 27,42
1:100V 93,30 131,50 83,87

En la Tabla 10, se representa el promedio de UFC por placa en cada uno de

los tratamientos con el extracto reciente.

Tabla 10. Promedio de UFC por placa en cada uno de los tratamientos con extracto reciente

F R P
1:10C 53 45 124
1:40C 7 29 32
1:100C 3 7 7
1:10V 150 84 124
1:40V 150 88 115
1:100V 7 9 10

El indice de crecimiento relativo de los patégenos en presencia de extracto

reciente (15 dias) procedente de compost de césped y restos de poda con las
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concentraciones 1:10, 1:40 y 1:100, no presenta efecto supresor sobre los patdgenos
considerados.

En las Figuras 44, 45 y 46, se puede ver el crecimiento de los patégenos en

una placa de cada tratamiento transcurridos siete dias desde su inoculacion.

-

— |

Figura 44. Tratamiento 1:10 con extracto reciente para Rhizoctonia solani

Figura 45. Tratamiento 1:10 con extracto reciente para Fusarium oxysporum

Figura 46. Tratamiento 1:10 con extracto reciente para Phythopthora cactorum

Como ninguno de los tratamientos con extracto reciente ha dado lugar a un
efecto supresor, no se ha realizado analisis estadistico.

Ademas de ver el crecimiento del hongo y el nimero de UFC a los siete dias de
la inoculacion, también se midi6 la evolucion del patégeno transcurrido un mes pero,
no se han observado diferencias con respecto al de siete dias. Este suceso es debido
al tiempo de almacenamiento o maduracién del extracto ya que, para apreciar un
efecto supresor es necesario que el extracto tenga un periodo de maduracién de como
minimo quince dias ya que se requiere un tiempo de estabilizacion de los
microorganismos (Elad y Shtienberg, 1994 y Al-Dahmani et al., 2003).
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Al observar estos resultados, se procedio a realizar un segundo ensayo con un
extracto de antigliedad de seis meses y con unas concentraciones mayores (1.5 y
1:10).

Con respecto al extracto de antigiiedad de seis meses, se han obtenido los
valores de crecimiento relativo (en %) representados en la Tabla 11 y el promedio de
unidades formadoras de colonias (UFC) indicadas en la Tabla 12. Como todas
presentan un crecimiento relativo de 0%, no se estableceran diferencias estadisticas

significativas.

Tabla 11. Crecimiento relativo de los patbgenos con extracto de seis meses

F R P
1:5C 0 0 0
1:10C 0 0 0
1.5V 0 0 0
110V 0 0 0

Se puede ver que en el transcurso de tiempo de una semana, en ninguna de
las placas se ha desarrollado ningun patégeno. Asimismo, pasado un mes, los
resultados seguian siendo los mismos. Esto es debido al alto contenido en
microorganismos presentes en el extracto (Tabla 12), los cuales realizan una lucha
biol6gica contra los tres patdégenos, impidiendo su desarrollo. Segun Trillas et al.
(2008), los composts mantienen una actividad microbiana alta debido a la lenta
descomposicion de los compuestos de carbono después del proceso de compostaje.
De la misma forma, la supresividad de estos extractos aumenta a medida que el

periodo de maduracion es mayor.

En la Tabla 12, se puede ver la cantidad promedio de unidades formadoras de
colonias (UFC) presentes en una placa Petri de cada uno de los tratamientos

considerados.

Tabla 12. Promedio de UFC por placa en cada uno de los tratamientos con extracto de seis meses
F R P
1:5C (+)1000 (+)1000 (+)1000
1:10C 527 (+)1000 (+)1000
1:5V (+)1000 (+)1000 (+)1000
1:10V (+)1000 (+)1000 (+)1000

Se puede demostrar que, el tiempo de maduracién del extracto y, el
consiguiente contenido en UFC por placa, son la causa principal de la supresion total

del patégeno.

Un hecho importante, es que en todas las placas con extracto de compost se

desarrollaron hongos de tipo Aspergillus y Penicilium. Ademas, gracias a la
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colaboracion del Departamento de Microbiologia de la Universidad de Salamanca vy,
tras la realizacion de una serie de pruebas microbiolégicas de los extractos
estudiados, se ha encontrado gran presencia de Trichoderma harzianum y varios
actinomicetos que, claramente, presentan efecto supresor contra los patégenos
considerados. Esto indica que, entre todos los microorganismos presentes en el
compost, se encuentran microorganismos productores de antibitticos. Coincidiendo
con lo observado, Phae y Shoda (1990) decian que el efecto supresor se debe a la
gran cantidad de microorganismos existentes, muchos de ellos con la capacidad de
controlar patégenos, entre los que cabe destacar Trichoderma spp, Penicillum spp,
Aspergillus, Bacillus spp, Enterobacter spp y Pseudomonas spp.

Ademas, Nakasone et al. (1999) observaron una inhibicion en el crecimiento
del micelio de hongos patdégenos como Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum tras

la aplicacion de extractos acuosos de vermicompost.

En la Figura 47 se puede observar una placa de cada uno de los tratamientos
para Rhizoctonia solani. En ellas, se puede visualizar el crecimiento de las unidades
formadoras de colonias que han inhibido el crecimiento del hongo patégeno y, en las
placas de 1:10C y 1:5C se puede ver el desarrollo de hongo tipo Aspergillus y

Penicillium.
* ; |
Sop 03 (L e, . 00 Pl €) PR p
Control R R'1:10C R 15C R 1:10V R'1:5V

Figura 47. Tratamientos en placa con extracto de seis meses para Rhizoctonia solani

En la Figura 48, se pueden visualizar los tratamientos correspondientes al
patdgeno Phythopthora cactorum, donde se puede observar que el desarrollo del
hongo es nulo debido a la lucha biolégica de los microorganismaos contenidos en el
extracto. Asi pues, como en el caso anterior se pueden observar gran variedad de
microorganismos, siendo éstos en su gran mayoria de bacterias, actinomicetos y

hongos.

CohtrorP P 1:10C P1:5C P 1110V P15V
Figura 48. Tratamientos en placa con extracto de seis meses para Phythopthora cactorum
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En la Figura 49, se pueden ver todos los tratamientos objeto de estudio del
efecto supresor contra Fusarium oxysporum. Al igual que en los casos anteriores, se
observa un claro efecto inhibidor del crecimiento de los patégenos originado por la
accion de los microorganismos presentes en el extracto. Asimismo, en los tratamientos

con extracto de compost, hay presencia de hongos tipo Aspergillus y Penicillium.

. F 1:10C Fise | F 110V Fe
Figura 49. Tratamientos en placa con extracto de seis meses para Fusarium oxysporum

Handelsman y Stabb (1996) afirmd que ciertos microorganismos presentes en
el té de vermicompost como Trichoderma spp. puede digerir la pared celular de
algunos hongos patégenos de la zona radicular. Asimismo, en este ensayo se ha
detectado claramente el efecto producido por una serie de microorganismos, entre los
gue se encuentra Trichoderma harzianum, los cuales evidencian una clara accién de

inhibicién del patégeno.

En otro estudio de Trillas et al. (2006), se determind que la supresividad natural
de los composts frente a las enfermedades producidas por el patégeno R.solani esta
limitada por el grado de madurez. Dicho efecto, es aplicable al extracto del producto ya
que estas cualidades son trasferidas al extracto en el proceso de contacto y filtracion
(Lanthier, 2007).

Por otro lado, Trillas et al. (2006) coinciden con los datos obtenidos ya que el
compost procedente de la recogida selectiva de basuras junto con restos de poda,
presentd buena capacidad supresora frente a Fusarium oxysporum, existiendo una
correlacion entre el pH y la actividad microbiana de tal manera que, a mayor pH,

mayor actividad microbiana y, por tanto, menor severidad.

Otros autores exponen que hay que incluir el concepto de disponibilidad de
nutrientes para aquellos microorganismos (actinomicetos oligotrofos y celuloliticos) ya
gque son los encargados de la supresividad natural (Cotxarrera et al., 2002 y Borrero et
al., 2006).
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5.3. ENSAYOS IN VIVO

Los resultados obtenidos en los ensayos in vivo se van a dividir con respecto al
efecto vigorizante y al efecto supresor que presentan los extractos de compost y
vermicompost de seis meses de antigiiedad.

5.3.1. Efecto vigorizante

El efecto vigorizante se considera estableciendo comparacion entre los
tratamientos de compost y vermicompost con respecto al tratamiento control. Como se
citd anteriormente, los parametros considerados en la planta de tomate seran el
namero de hojas, la altura de la planta, el didmetro del tallo, el contenido de clorofila y
el peso seco de raiz y tallo. En cambio, en patata, sélo se pudo medir el peso final de
los tubérculos ya que la parte aérea fue dafiada en todos los tratamientos por el
patégeno Phytopthora infestans.

5.3.1.1. Numero de hojas en la planta de tomate

El nimero medio de hojas que ha presentado el plantel de tomate desde el
trasplante hasta su retirada ha sido el indicado en la Tabla 13 y representado en la
Grafica 1 en la que se observa con claridad el mayor o menor niamero de hojas con

cada uno de los tratamientos.

Tabla 13. Promedio de n° de hojas (en unidades) a lo largo del ciclo

15 dias 1 mes 2 meses
Control 20(0)b 20(0)b 3,0(0,5b
C 3,78 (0,44) a 6,88 (0,35) a 8,44 (1,01) a
\% 3,67 (0,71) a 6,0 (0,87) a 7,67 (0,87) a

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

La representacion de la evolucion a lo largo del ciclo, se pueden visualizar en la
Gréfica 1.
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15 dias 1 mes 2 meses
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Gréafica 1. Promedio de hojas a lo largo del ciclo de la planta de tomate

60



RESULTADOS Y DISCUSION

Como se puede observar, desde los quince dias ya se aprecian diferencias
significativas de los tratamientos de compost (C) y vermicompost (V) con respecto al
tratamiento control aunque no hay diferencias estadisticas entre los dos tratamientos.
Por tanto, las plantulas a las que se les ha afiadido extracto no mostraron ningun tipo
de deficiencia y el nimero de hojas fue significativamente superior que las del
tratamiento control. Segun estudios realizados por Cabanillas et al. (2006) y
Zheljaskov y Warman (2003), la aplicacion de extractos de compost y vermicompost
supuso un incremento de vigor en las etapas de desarrollo de plantas de albahaca,
alcanzando un adelanto en el inicio de la floracion y, por tanto, mejorando el
rendimiento final. La causa de estos acontecimientos es el alto contenido en
nutrientes, reguladores de crecimiento y con los microorganismos benéficos que

contienen éstos extractos (Atiyeh et al., 2002).

5.3.1.2. Altura de la planta de tomate

La evolucién en la altura de la planta de tomate a lo largo del tiempo que ha
presentado el plantel de tomate desde el trasplante hasta su retirada ha sido la

indicada en la Tabla 14.

Tabla 14. Evolucion de la altura (en centimetros) en la planta de tomate a lo largo del ciclo

15 dias 1 mes 2 meses
Control 6,03 (0,55) b 6,27 (0,77) c 6,77 (0,69) ¢
C 7,99 (0,91) a 15,91 (1,25) a 19,13 (4,67) a
V 7,38 (0,53) a 12,89 (0,80) b 16,20 (1,51) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

A lo largo del ciclo se observan diferencias significativas claras de los
tratamientos de compost (C) y vermicompost (V) con respecto al tratamiento control.
No obstante, a medida que transcurre el tiempo, el tratamiento de compost presenta
mejor resultado estadistico con respecto al de vermicompost en relacion a la altura de
la planta. Esta diferencia de altura es debida al gran contenido de nutrientes
esenciales y asimilables del té de compost, destacando el contenido de nitrato y
potasio en relacion al contenido presente en el té de vermicompost (Tabla 8). Datos
similares fueron reportados por Salas et al. (2010), quienes comprobaron que la
aplicacion de tés de compost y vermicompost abastecian las necesidades

nutricionales de maiz forrajero.

Estos resultados, se pueden visualizar en la grafica 2.
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Grafica 2. Evolucion de la altura de la planta de tomate a lo largo del ciclo

Diametro del tallo de la planta de tomate

El didmetro del tallo de las plantas de tomate de los distintos tratamientos se

encuentra representado en la Tabla 15. Ademas, se puede observar de forma gréfica

en la Gréfica 3.

Tabla 15. Diametro (en milimetros) de las plantas de tomate a lo largo del ensayo

15 dias 1 mes 2 meses
Control 1,18 (0,11) b 1,40 (0,25) c 1,46 (0,12) c
C 1,85 (0,15) a 3,81 (0,26) a 3,98 (0,78) a
\% 1,82 (0,31) a 3,37 (0,21) b 3,49 (0,30) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

Los tratamientos de compost (C) y vermicompost (V) son beneficiosos, aunque

en este caso, el tratamiento de compost ha resultado estadisticamente mejor que el

vermicompost. Estas diferencias ponen de manifiesto el efecto vigorizante que

proporcionan los extractos a las plantas, datos que coinciden con lo reportado por

Méndez et al. (2012) quien comprob6 en su estudio como las plantulas de maiz a las

que se le aplicaron estos extractos alcanzaron un mayor desarrollo.
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Gréfica 3. Evolucién del diametro promedio de la planta de tomate a lo largo del ciclo
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5.3.1.4. Contenido en clorofila de la planta de tomate

El contenido medio de clorofila en la planta de tomate a la mitad (1 mes) y al

final del ciclo (2 meses) esta recogido en la Tabla 16 y representado en la Gréfica 4.

Tabla 16. Contenido medio en clorofila (en unidades SPAD)

1 mes 2 meses
Control 13,53 (1,54) c 24,88 (5,59) b
C 22,86 (3,04) b 30,61 (1,94) a
\% 25,21 (1,62) a 28,72 (1,36) a

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas
Desviaciones estandar entre paréntesis.

Se puede decir que el contenido en clorofila a mitad del ciclo (1 mes) presenta
diferencias significativas entre los tres tratamientos, siendo el mejor el de
vermicompost. A medida que transcurre el tiempo y se alcanza el final del ciclo (2
meses), los tratamientos de compost (C) y vermicompost (V) no presentan diferencias
significativas entre si y, ambos presentan mayor contenido en clorofila que el
tratamiento control. Estos resultados coinciden con los expuestos por Atiyeh et al.

(2000) en plantulas de tomate en invernadero.
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Gréfica 4. Contenido en clorofila medio de la planta de tomate
5.3.1.5. Peso seco raiz y tallo de la planta de tomate

El peso seco es considerado como uno de los parametros mas importantes a la
hora de valorar los distintos medios de cultivo ya que es indicativo del crecimiento y
del desarrollo de las plantas. En este caso, el peso seco de la parte aérea y del
sistema radicular de las plantas a los dos meses, es decir, en el momento de retirada

del ensayo, es el representado en la Tabla 17.

Tabla 17. Peso seco de raiz y tallo (en gramos) medio de la planta de tomate

Raiz Tallo
Control 0,010 (0,004) b 0,013 (0,003) c
C 0,204 (0,048) a 0,604 (0,121) a
\% 0,205 (0,052) a 0,368 (0,048) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.
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Con respecto a los resultados obtenidos de peso seco de la parte radicular, se
pueden diferenciar dos categorias estadisticas: el tratamiento de compost (C) y
vermicompost (V) presentan diferencias estadisticas significativas con respecto al
tratamiento control. Los primeros presentan un peso medio mayor que el tratamiento

de referencia o control.

En cuanto al peso seco medio de la parte aérea, se puede decir que entre los
tres tratamientos existen diferencias estadisticas significativas, siendo el que mejores
resultados estadisticos presenta el tratamiento de compost, seguido de vermicompost

y, finalmente, el control.

En la Figura 50, se puede ver una planta de cada uno de los tratamientos
considerados en los que a simple vista, se puede observar el crecimiento de cada uno
de ellos con respecto al tratamiento control (siendo v, tratamiento con extracto de

vermicompost; ¢, tratamiento con extracto de compost y, ctrol, tratamiento control).

Figura 50. Tratamientos efecto vigorizante en tomate

5.3.1.6. Peso y nimero de tubérculos en patata

En cuanto al ensayo de patata, s6lo se ha podido tomar el peso de tubérculos
ya que ha sido la Unica parte de la planta que no ha sido afectada por el patégeno
Phytophthora infestans, patdgeno que ha contaminado el ensayo y que no es objeto
del presente estudio. Esto ha hecho que, alcanzando el final del ciclo, se perdieran las
plantas y, por tanto, los datos previos no puedan compararse con el resultado final.
Por ello, sé6lo se ha considerado el dato de los tubérculos, en el supuesto de que todas
las plantas han resultado igualmente afectadas. En la Tabla 18, se expresan los datos

relativos al peso y el nimero medio de tubérculos por tratamiento.
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Tabla 18. Peso (en gramos) y nimero (en unidades) medio de tubérculos

Peso tubérculos NUmero de tubérculos
Control 77,33 (18,02) b 3,17(1,17) a
C 98,08 (21,54) ab 3,00 (1,15) a
\% 124,50 (37,80) a 2,71 (0,95) a

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

Con estos valores se puede deducir que, con respecto al peso de los
tubérculos, no existen diferencias significativas entre el compost (C) y los demés
tratamientos. Ademas, el vermicompost (V) presenta diferencias significativas con
respecto al tratamiento control.

En la Figura 51, se pueden observar los tubérculos de cada uno de los

tratamientos considerados.

Figura 51. Patatas de los distintos tratamientos (T: control, C: compost, V: vermicompost)

5.3.1.7. Evaluacién general del efecto vigorizante

Segun los parametros observados a lo largo del ciclo de desarrollo de las
plantulas de tomate, se puede ver que las plantulas tratadas con extracto de compost
y vermicompost presentan los datos medios mas elevados. En muchos de los
pardmetros, se comenzaron a observar diferencias significativas a los 15 dias de
aplicar los extractos. Ademas, las plantas tratadas presentaron un mayor tamafio que
el tratamiento control y, mostraron una coloracion verde uniforme en todas sus hojas,
sin ningun indicio de deficiencias nutritivas. Este resultado corrobora los trabajos de
Ochoa et al. (2009) que evaluaron la aplicacién de tés de compost en invernadero
sobre plantas de tomate y no observaron sintomas de deficiencia nutrimental, por lo
gue concluyeron que, el té de compost abastecia las necesidades nutritivas de las
plantas.

65



RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto vigorizante en patata no puede ser afirmarse con precision a partir de

los pardmetros que han podido ser medidos.

5.3.2. Efecto supresor contra Phytophthora cactorum

Para estudiar el efecto supresor de cada tratamiento contra el patdégeno
Phytophthora cactorum, se establecerd una comparacion entre el tratamiento control
inoculado con el patégeno y los tratamientos a los que se les han afiadido extracto de

compost 0 vermicompost.

5.3.2.1. Numero de hojas en la planta de tomate

El nimero de hojas en los tratamientos en los que se inocularon Phythopthora

cactorum, a lo largo del ciclo (hasta los 2 meses), se puede observar en la Tabla 19.

Tabla 19. Evolucién del nimero de hojas (en unidades) a lo largo del ciclo del tomate con P.cactorum

15 dias 1 mes 2 meses
P 2,00(0)c 2,67 (0,50) ¢ 4,11 (0,60) c
P+C 4,33 (0,50) a 7,00 (0,71) a 8,78 (0,67) a
P+V 3,89 (0,33) b 6,00 (0,50) b 8,00 (0,50) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

En este caso, se puede ver que a lo largo del ciclo las diferencias significativas
entre tratamientos son las mismas desde los quince dias hasta los dos meses. Esto
implica que, el tratamiento estadisticamente mejor es el de extracto de compost (P+C)
que presenta diferencias significativas con respecto a los demas. Estos datos se

pueden visualizar con mas claridad en la Gréfica 5.
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Gréfica 5. Nimero de hojas promedio en los tratamientos con P.cactorum

5.3.2.2. Altura de la planta de tomate

Los valores de la altura promedio de cada uno de los tratamientos
considerados para estudiar el efecto supresor de Phythopthora cactorum, se

encuentran representados en la Tabla 20.

66



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 20. Evolucidn de la altura promedio (en centimetros) a lo largo del ciclo del tomate con P.cactorum

15 dias 1 mes 2 meses
P 5,23 (1,08) b 5,63 (0,84) ¢ 6,02 (0,96) ¢
P+C 7,96 (0,65) a 16,04 (1,62) a 20,54 (1,49) a
P+V 7,64 (0,73) a 13,08 (1,29) b 17,07 (1,74) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

Observando los resultados, se puede observar que inicialmente, en los
primeros quince dias del ciclo considerado, los tratamientos con extracto de compost
(P+C) y vermicompost (P+V) no presentan diferencias estadisticamente significativas
entre ellos, pero si las presentan con respecto al tratamiento control (P). No obstante,
a medida que transcurre el tiempo, los tratamientos de los extractos de compost y
vermicompost presentan diferencias estadisticamente significativas entre si,
considerandose el tratamiento con extracto de compost estadisticamente mejor que el

de vermicompost.

En la Grafica 6 se puede observar la representacion tiempo-altura para cada
uno de los tratamientos considerados.
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Gréfica 6. Evolucion de la altura promedio en los tratamientos con P.cactorum

5.3.2.3. Didmetro de la planta de tomate

El diametro de la planta puede verse influenciado por el tratamiento
considerado. Los valores obtenidos a lo largo de los experimentos son los

representados en la Tabla 21 y representados en la Gréfica 7.

Tabla 21. Evolucién del diametro (en milimetros) a lo largo del ciclo del tomate con P.cactorum

15 dias 1 mes 2 meses
P 1,41 (0,20) c 1,53(0,19) c 1,66 (0,13) c
P+C 1,98 (0,15) a 3,99 (0,26) a 4,34 (0,33) a
P+V 1,59(0,18) b 3,35(0,35) b 3,80(0,17) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.
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Con respecto a este parametro, todos los tratamientos presentan diferencias
estadisticamente significativas entre si, siendo el que mejores resultados presenta el
tratamiento con extracto de compost (P+C).

>

w

=p
mP+C
. P+V

L

Didmetro (mms)
o N
Uk, N OTWOU Moo

15 dias 1 mes 2 meses
Tiempo

Gréfica 7. Evolucion del diametro en los tratamientos con P.cactorum

5.3.2.4. Contenido en clorofila de la planta de tomate

El contenido en clorofila en las plantas de tomate inoculadas con Phytophtora

cactorum presenta la evolucién descrita en la Tabla 22 y la Gréfica 8.

Tabla 22. Contenido en clorofila (en unidades SPAD) a lo largo del ciclo del tomate en P.cactorum

1 mes 2 meses
P 19,26 (1,81) c 26,12 (3,80) b
P+C 29,50 (2,06) a 37,01 (5,49) a
P+V 22,59 (2,40) b 33,72 (2,29) a

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

Tanto en la Tabla 22 como en la Grafica 8 se puede visualizar el efecto de los
extractos con respecto a la evolucion a lo largo del ciclo de las plantas de tomate de
los distintos tratamientos. Se puede observar que a la mitad del ciclo (1 mes), todos
los tratamientos presentan diferencias significativas entre ellos. En cambio, a medida
que avanza el ciclo, se observa que al final entre el tratamiento con extracto de
compost (P+C) y vermicompost (P+V) no existen diferencias significativas y, éstos han

presentado resultados estadisticos mejores que el tratamiento control.
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Gréfica 8. Evolucioén del contenido de clorofila en los tratamientos con P.cactorum
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5.3.2.5. Peso seco raiz y tallo de la planta de tomate

El peso seco de la parte radicular y la parte aérea es uno de los indicadores
mas importantes para la determinacion de la eficacia de un tratamiento ya que
representa directamente el desarrollo de las plantas al final del ciclo. Por ello, a la hora
de establecer el balance global de eficacia del tratamiento sera uno de los parametros
Mas representativos. En la Tabla 23 se pueden ver los valores de peso seco obtenidos

al final del ensayo.

Tabla 23. Peso seco de la parte radicular y aérea (en gramos) de los tratamientos de P.cactorum en tomate

Peso seco raiz Peso seco tallo
P 0,024 (0,007) c 0,022 (0,007) ¢
P+C 0,378 (0,104) a 0,897 (0,126) a
P+V 0,286 (0,070) b 0,509 (0,084) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

En la Tabla 23 se puede observar que entre todos los tratamientos existen
diferencias significativas. El tratamiento que presenta mejores resultados es el
tratamiento con extracto de compost (P+C), seguido del tratado con extracto de
vermicompost (P+V) y, en ultimo lugar, el tratamiento control (P). No obstante, estos
datos se pueden observar en la Figura 52, en la que se aprecian con claridad el
distinto crecimiento entre las plantas de los distintos tratamientos previamente a ser

sometidas al proceso de secado.
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Figura 52. Tratamiento efecto supresor Phytophtora cactorum en tomate
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5.3.2.6. Valoracion de la severidad del ataque

La severidad del ataque se ha medido a través del recuento de plantas muertas
y una valoracion de la severidad del atague estimada a partir del criterio objetivo del

cientifico. Se valorara con una escala del 1 al 5, de menor a mayor severidad.

El nUmero de plantas muertas y la severidad del ataque por parte del patégeno
P.cactorum, se puede ver en la Tabla 24.

Tabla 24. Valoracion de la severidad del ataque de P.cactorum en tomate

Numero de plantas muertas Severidad del ataque
P 0 2
P+C 0 1
P+V 0 1

Segun este criterio cualitativo, aquellos tratamientos con extracto (P+C y P+V)
han dado lugar a mejores resultados. Esto indica que, existe un claro efecto supresor
cuando se afiade extracto ya que se observa claramente debido a la accién de los

microorganismos que éstos contienen.

Segun Zaller (2006), la aplicacion foliar de extractos de vermicompost redujo la

incidencia del género Phytophthora en tomate.

5.3.3. Efecto supresor contra Rhizoctonia solani

Para estudiar el efecto supresor de cada tratamiento contra el patdgeno
Rhizoctonia solani, se establecera una comparacion entre el tratamiento control
inoculado con el patdgeno y los tratamientos a los que se les han afiadido extracto de

compost 0 vermicompost.

5.3.3.1. Numero de hojas en la planta de tomate

El nimero de hojas promedio de los tratamientos en los que se inocularon

Rhizoctonia solani, se puede observar en la Tabla 25.

Tabla 25. Evolucién del nimero de hojas (en unidades) a lo largo del ciclo del tomate con R.solani

15 dias 1 mes 2 meses
R 1,57 (0,53) b 2,0(0,00) b 3,20 (0,45) ¢
R+C 3,67 (0,58) a 6,33 (1,15) a 8,33 (0,58) a
R+V 3,33(0,52) a 5,83 (0,41) a 7,00 (0,63) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

Desde los primeros quince dias, existen diferencias significativas entre los
tratamientos con extracto (R+C y R+V) y el tratamiento control (R). Al transcurso del
tiempo, el tratamiento con extracto de compost (R+C) presenta mejores resultados que

los demas tratamientos.
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Gréfica 9. Evolucién del nimero de hojas a lo largo del ciclo
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Estas diferencias son debidas a los nutrientes que aportan los extractos ya que

estos contribuyen a la actividad supresora de los suelos a través de diversos

mecanismos de control bioldégico (competencia, antibiosis, depredacion, parasitismo,

induccién de resistencia), incorporando nutrientes a las plantas que le dan vigor.

Todos estos mecanismos originan mayor resistencia a enfermedades (Hoitink &

Boehm, 1999; Noble & Coventry, 2005).

5.3.3.2.

Altura de la planta de tomate

La altura promedio de las plantas de tomate del tratamiento con Rhizoctonia

solani esta indicada en la Tabla 26 y representada en la Grafica 10.

Tabla 26. Evolucion de la altura promedio (en centimetros) a lo largo del ciclo del tomate con R.solani

15 dias 1 mes 2 meses
R 5,03 (0,68) b 5,14 (0,48) c 5,90 (0,67) ¢
R+C 7,37 (1,20) a 14,1 (1,50) a 18,60 (1,47) a
R+V 7,58 (0,70) a 12,37 (0,84) b 16,02 (1,33) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

Al inicio del ciclo, se pueden observar diferencias significativas entre los

tratamientos tratados con extracto (R+C y R+V) y tratamiento control con Rhizoctonia

(R). Ademas, a partir del mes, se observan diferencias significativas entre R+C y R+V,

resultando mejores resultados con el primero.
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Gréfica 10. Evolucion de la altura a lo largo del ciclo
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5.3.3.3. Didmetro de la planta de tomate

El promedio del diametro de las plantas de tomate a lo largo del ciclo de las
plantas de tomate, se puede observar en la Tabla 27.

Tabla 27. Evolucién del didmetro promedio (en milimetros) de las plantas de tomate con R.solani

15 dias 1 mes 2 meses
R 1,07 (0,09) c 1,29 (0,06) c 1,31 (0,09) ¢
R+C 1,69 (0,22) a 3,86 (0,39) a 3,94 (0,17) a
R+V 1,42 (0,12) b 3,03(0,14) b 3,41 (0,15) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

En cuanto a este parametro, desde principio de ciclo hasta el final, existen
diferencias significativas entre los tres tratamientos. Asi pues, el que mejores
resultados ha presentado ha sido el tratado con extracto de compost (R+C), seguido
del tratado con extracto de vermicompost (R+V) y, en Uultimo lugar, el tratamiento
control con solamente el patdgeno Rhizoctonia solani (R).

En la Grafica 11, se puede observar claramente la evolucion del crecimiento del

didmetro del tallo de las plantas de tomate con los tratamientos de Rhizoctonia solani.
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Gréfica 11. Evolucién del diametro promedio de las plantas de tomate

5.3.3.4. Contenido en clorofila de la planta de tomate

El contenido en clorofila en las plantas de tomate inoculadas con Rhizoctonia
solani presenta la evolucion descrita en la Tabla 28 y la Gréfica 12.

Tabla 28. Contenido en clorofila (en unidades SPAD) en las plantas de tomate con R.solani

1 mes 2 meses
R 11,65(1,94) c 22,08 (5,72) ¢
R+C 29,00 (1,83) a 39,53 (1,69) a
R+V 24,17 (1,82) b 29,60 (1,45) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.
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Con respecto a este parametro se puede ver que existen diferencias

significativas entre tratamientos. Tanto a medio (1 mes) como al final del ciclo (2

meses), el tratamiento control con Rhizoctonia (R) presenta peores resultados que en

los tratamientos con extracto. Aquel que mejores resultados presenta es el tratamiento

R+C, con adicién de extracto de compost.

5.3.3.5.
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Gréfica 12. Evolucién del contenido en clorofila a lo largo del ciclo

Peso seco raiz y tallo de la planta de tomate

El peso seco de la parte aérea y radicular es uno de los parametros principales

a considerar en el desarrollo de las plantas y, por tanto, en la valoracién de eficacia de

cada uno de los tratamientos considerados. Asi pues, en la Tabla 29 quedan

representados los valores relativos al peso seco de la raiz y de la parte aérea.

Tabla 29. Peso seco de laraiz y de la parte aérea (en gramos) de las plantas de tomate

Peso seco raiz Peso seco tallo
R 0,008 (0,003) ¢ 0,011 (0,005) c
R+C 0,260 (0,024) a 0,767 (0,067) a
R+V 0,177 (0,044) b 0,380 (0,072) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

Tanto en el peso seco de la raiz como de la parte aérea existen diferencias

estadisticamente significativas entre los tres tratamientos. El tratamiento que mejores

resultados ha presentado ha sido el tratado con extracto de compost (R+C). Este

efecto se puede observar en la Figura 53, en la que R, es el tratamiento control en el

gque solamente se ha inoculado Rhizoctonia solani; R+C, el tratamiento con extracto de

compost y el patdgeno; y, R+V, el tratamiento con extracto de vermicompost y el

patégeno.
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Figura 53. Tratamientos en planta de tomate con Rhizoctonia solani
5.3.3.6. Valoracién de la severidad del ataque

La severidad del ataque fue evaluada al final del ciclo con una escala de 0 a5
de acuerdo con la manifestacion de sintomas en la parte aérea de las plantas con el
fin de ver la afeccion del cultivo por el patdgeno Rhizoctonia solani. EI nimero de

plantas muertas y la valoracion de la severidad del ataque se muestran en la Tabla 30.

Tabla 30. Numero de plantas muertas y severidad del ataque para R.solani

Numero de plantas muertas Severidad del ataque
R 4 5
R+C 5 3
R+V 3 2

Arancon et al. (2007) utilizaron té de composts de distintos residuos organicos
como bioplaguicida contra los parasitos vegetales como Rhizoctonia solani,
observando una reduccion notable de la incidencia de estos patdgenos en diferentes
cultivos. En nuestro caso, se puede ver que la severidad del ataque es mayor en el
tratamiento control y el nimero de plantas muertas es mayor que en los otros
patdégenos debido al gran impacto que tiene este patégeno sobre el cultivo.

Ademas, estos resultados concuerdan con Tuitert et al. (1998), quienes
observaron en su estudio como los tés de compost con un estado de maduracién entre
3y 7 meses presentaron una supresividad significativa frente a R. solani.

5.3.3.7. Peso y numero de tubérculos en patata

El peso y el nUmero de tubérculos en las plantas de patata se pueden observar
en la Tabla 31.
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Tabla 31. Peso (en gramos) y nimero (en unidades) de los tubérculos de patata

Peso tubérculos NUmero tubérculos
R 62,86 (22,33) a 1,83 (0,75) a
R+C 69,90 (22,08) a 1,50 (0,84) a
R+V 75,08 (32,33) a 2,17 (0,98) a

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

No existen diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para

estos parametros. Por tanto, en funcion de los resultados obtenidos no se puede decir

gue ninguno de los tratamientos sea mejor estadisticamente.

5.3.4.

Efecto supresor contra Fusarium oxysporum

5.3.4.1.

Numero de hojas en la planta de tomate

El nimero promedio de hojas en la planta de tomate considerado a lo largo del

ciclo es el representado en la Tabla 32 y en la Gréafica 13.

Tabla 32. Numero promedio de hojas (en unidades) de la planta de tomate a lo largo del ciclo con F.oxysporum

15 dias 1 mes 2 meses
F 5,11 (0,33) b 5,44 (0,53) ¢ 6,33 (0,87) c
F+C 5,67 (0,50) a 7,11 (0,33) a 9,33 (0,50) a
F+V 5,56 (0,73) ab 6,56 (0,73) b 8,00 (0,71) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

A los 15 dias no existian diferencias estadisticas claras ya que solamente se
puede decir que entre el tratamiento control con Fusarium oxysporum (F) y el F+C
(Fusarium oxysporum + extracto de compost) presentan diferencias significativas entre
si. No obstante, a partir del mes, se observan diferencias entre los tratamientos,

presentando mejores resultados el tratamiento tratado con extracto de compost (F+C).

=
o
)

mF
mF+C
F+V

Numero de hojas (uds)
O P N W b 01 O N © ©

15 dias 1 mes 2 meses
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Gréfica 13. Numero de hojas promedio en las plantas de tomate con F.oxysporum
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5.3.4.1. Altura de la planta de tomate

En la Tabla 33 se puede observar la altura promedio de la planta de tomate con
los tratamientos F.oxysporum para determinar el poder supresor de los extractos en

condiciones in vivo.

Tabla 33. Altura promedio (en centimetros) de la planta de tomate a lo largo del ciclo con F.oxysporum

15 dias 1 mes 2 meses
F 11,13 (1,05) b 11,87 (0,77) c 12,82 (0,98) c
F+C 13,67 (1,92) a 18,58 (1,68) a 23,69 (2,24) a
F+V 12,47 (1,22) ab 15,72 (0,70) b 19,03 (0,81) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

Por tanto, en la Gréfica 14, se puede apreciar a simple vista que ocurre lo mismo
que en el numero de hojas. Inicialmente, sbélo se pueden establecer diferencias
significativas entre el control de Fusarium (F) y el del extracto de compost (F+C). Al
transcurrir mas tiempo, el mejor resultado estadistico obtenido es el del compost (F+C),

presentando diferencias significativas con respecto a los otros.

25 1
20 -
2
s 1 =F
©
2 10 HF+C
<
F+V
5
0
15 dias 1 mes 2 meses
Tiempo

Gréfica 14. Altura promedio en las plantas de tomate con F.oxysporum a lo largo del ciclo

5.3.4.2. Didmetro de la planta de tomate

El diametro promedio de la planta de tomate a los quince dias, un mes y dos
meses puede verse representado en la Tabla 34 y en la Grafica 15.

Tabla 34. Diametro promedio (en milimetros) de hojas en la planta de tomate a lo largo del ciclo con F.oxysporum

15 dias 1 mes 2 meses
F 2,57 (0,24) b 2,87 (0,18) ¢ 3,20 (0,35) ¢
F+C 3,36 (0,50) a 3,87 (0,23) a 4,42 (0,26) a
F+V 3,09 (0,23) a 3,51 (0,19) b 3,95(0,21) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

Se puede ver que desde los primeros quince dias, los tratamientos con
extractos (F+C y F+V) presentan diferencias significativas con el tratamiento control

(F). A partir de ese momento, a medida que transcurre el tiempo, se aprecian
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diferencias significativas entre F+C y F+V, presentando mejores resultados el primero

de ellos.

4,5 A

3,5

2,5 mF
2 mF+C

1.5 1 F+V

Diametro promedio (mms)

0,5 A

15 dias 1 mes 2 meses
Tiempo
Gréafica 15. Diametro promedio en las plantas de tomate con F.oxysporum a lo largo del ciclo

5.3.4.3. Contenido en clorofila de la planta de tomate

El contenido en clorofila de la planta de tomate con inoculacion de Fusarium
oxysporum es el indicado en la siguiente tabla (Tabla 35).

Tabla 35. Contenido en clorofila promedio (en unidades SPAD) en la planta de tomate a lo largo del ciclo con
F.oxysporum

1 mes 2 meses
F 21,51 (5,40) b 21,97 (2,83) b
F+C 30,29 (2,27) a 36,87 (12,54) a
F+V 23,96 (2,46) b 30,19 (4,35) a

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

Pasado un mes desde la implantacion del ensayo (mitad del ciclo), se puede
ver como el tratamiento con extracto de compost (F+C) presenta diferencias
significativas con respecto a los otros aunque, al final del ciclo, el tratamiento con
extracto vermicompost (F+V) se encuentra dentro de la misma categoria estadistica
gue el tratado con té de compost (F+C). Asi pues, los tratamientos con extractos
presentan hojas mas verdes y con mayor contenido en clorofila que el tratamiento

control.

mF
BF+C
F+V

SPAD)

Contenido en clorofila (uds

Final ciclo

Mitad ciclo

Tiempo
Gréafica 16. Contenido en clorofila promedio en las plantas de tomate con F.oxysporum
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5.3.4.4. Peso seco raiz y tallo de la planta de tomate

El peso seco de la parte radicular y de la parte aérea se encuentra

representado en la Tabla 36.

Tabla 36. Peso seco de la parte radicular y aérea (en gramos) de la planta de tomate con F.oxysporum

Peso seco raiz Peso seco tallo
F 0,197 (0,049) b 0,276 (0,036) ¢
F+C 0,475 (0,126) a 1,141 (0,203) a
F+V 0,435 (0,137) a 0,668 (0,170) b

Letras distintas en la misma columna indica diferencias estadisticamente significativas.
Desviaciones estandar entre paréntesis.

En ambos casos, tanto en el peso de la raiz como de la parte aérea, se puede
observar que existen diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento
control F y los tratamiento con extractos (F+C y F+V). No obstante, en el peso seco de
la raiz, los tratamientos con extracto no presentan diferencias significativas entre si
pero, en el peso seco de la parte aérea, existen diferencias significativas, resultando

F+C mejor estadisticamente.

Figura 54. Plantas de los distintos tratamientos de Fusarium oxysporum

5.3.4.5. Valoracion de la severidad del ataque

Para valorar la severidad del ataque de Fusarium oxysporum se ha
contabilizado el nimero de plantas muertas y se ha llevado a cabo una valoracion
cualitativa del estado de las plantas valorandolo como severidad del ataque (Tabla 37).

Tabla 37. Numero de plantas muertas y severidad del ataque para F.oxysporum

Nimero de plantas muertas Severidad del ataque
F 0 2
F+C 0 1
F+V 0 1
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Tal y como se observa en la Tabla 37, el patdbgeno F.oxysporum no ha
presentado apenas severidad de ataque ya que no ha muerto ninguna planta vy,
apenas se han notado sintomas de enfermedad en las plantas.

5.3.5. Balance global

Los tratamientos con extracto de seis meses presentan claramente un efecto
vigorizante en las plantas debido a su gran contenido en nutrientes, especialmente
marcado por el alto contenido en nitrato y potasio. Ademas, también presentan un
efecto supresor debido a la gran cantidad de microorganismos presentes en ellos v,
por tanto, al biocontrol de las enfermedades de las plantas (Elad & Shtienberg, 1994).
En otro proyecto paralelo llevado a cabo en el Departamento de Microbiologia de la
Universidad de Salamanca, se estan estudiando los microorganismos presentes en el
compost de restos de poda y jardineria y, hasta el presente, se han encontrado
especies de hongos y actinomicetos tales como Trichoderma harzianum, las cuales
constituyen un factor de lucha biolégica y control contra los patégenos estudiados. No
obstante, en estudios realizados previamente por Mayo et al. (2008) y Campelo et al.
(2010), el porcentaje de inhibicién de estos patdégenos con Trichoderma varia entre el
35% y el 100%, siendo Fusarium oxysporum aquel patégeno en el que el porcentaje

de inhibiciéon fue menor.

En este caso, el tratamiento que mejores resultados globales ha presentado es
el extracto de compost de seis meses de antigiedad, aunque el extracto de
vermicompost de seis meses de antigiiedad también debe ser considerado puesto
que, ha dado lugar a diferencias significativas con respecto al tratamiento considerado

como control.

Por otro lado, cabe destacar que a partir de los experimentos realizados por
Anees et al. (2010), se llegd a la conclusion de que la actividad antibitica de los
hongos en condiciones in vitro no tiene por qué estar relacionada con una disminucién
de la enfermedad en condiciones in vivo ya que las condiciones consideradas son

distintas.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones derivadas de este estudio son las siguientes:

e Los extractos de compost y vermicompost de restos de jardineria y poda
presentan concentraciones nutricionales altas para poder ser considerado
como elemento fertilizante. No obstante, queda demostrado a lo largo de
muchos estudios que estos extractos proporcionan un efecto vigorizante en las
plantas. En este caso, el extracto de compost confiere un mayor efecto
vigorizante debido principalmente, a su elevado contenido en nutrientes
esenciales y asimilables, especialmente el nitrato (6645 ppm) y el potasio
(5100 ppm).

e Los extractos recientes no han producido efecto supresor en ninguno de los
patégenos estudiados.

e Los extractos de seis meses de antigliedad presentan un efecto supresor claro,
dando lugar a indices de crecimiento relativo de los patégenos (Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani y Phythophthora cactorum) del 0% debido a la
estabilizacién y el nimero de microorganismos presentes en el mismo.

o El efecto vigorizante se observa con la aplicacién de los dos extractos con
antigtiedad de seis meses, siendo mas claro en el extracto de compost.

o El efecto supresor de control de patdgeno en planta con extracto de compost y
vermicompost de seis meses, presenta cierto efecto ya que las plantas se han

desarrollado normalmente.

Se considera necesario seguir estudiando estos extractos con el fin de mejorar las
concentraciones para obtener el mejor efecto supresor posible a partir de la utilizacion

de los mismos.
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