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RESUMEN

En los ultimos afios, la practica agricola intensiva ha garantizado la sostenibilidad en el suministro de
alimentos para hacer frente a las necesidades alimentarias de una poblacién en continuo desarrollo.
Sin embargo, a pesar de la eficacia demostrada, las practicas agricolas intensivas no estdn exentas de
limitaciones. El uso regular de plaguicidas y herbicidas hace que, en la actualidad, esta actividad
represente una de las causas mas importantes de contaminacién ambiental y puede provocar, ademas,
la aparicidn de resistencias por parte de determinadas plagas y agentes fitopatégenos. Esta situacion
ha derivado en la busqueda de alternativas sostenibles que permitan incrementar la produccidn
agricola a la vez que posibilitan controlar eficientemente el crecimiento y desarrollo de los patégenos
vegetales. Desde hace varias décadas, se han reconocido las capacidades de supresién de
enfermedades de los abonos organicos, mediante mecanismos de supresiéon principalmente
bioldgicos, por los microorganismos autdctonos pertenecientes a hongos (como Trichoderma spp.) y
bacterias (Pseudomonas putida, Xanthomonas sp. y Bacillus sp.), asi como por sus caracteristicas
abidticas tales como las moléculas humicas, fendlicas o antifungicas termolabiles, el pH, la relacién
C/N y la madurez en los extractos de compost. Un conocimiento mas profundo de los mismos,

resultaria esencial para hacer mas predecible y eficiente su uso.

Bajo esta perspectiva, el presente Trabajo de Fin de Grado se ha centrado en la caracterizacion y
seleccidn de un protocolo de obtencidn de extractos acuosos de compost procedentes de residuos
agroalimentarios (RAA-1y RAA-3), en relacidn con su perfil fisico-quimico y enzimatico, asi como por
su caracter fitotdxico mediante la realizacion de bioensayos de germinacién con semillas de berroy la
determinacién de su capacidad supresiva in vitro frente a agentes fitopatdgenos fungicos

seleccionados por su importancia en el entorno agricola Almeriense.

Los resultados pusieron de manifiesto, que los extractos acuosos derivados de compost elaborados a
partir de restos agroalimentarios muestran un importante potencial biopesticida frente a hongos y
oomicetos fitopatdgenos causantes de graves enfermedades en el entorno agricola Almeriense. La
aplicacion de distintos protocolos de extraccidn, asi como la procedencia de las muestras, repercuten
de forma significativa en las caracteristicas fisico-quimicas y biolégicas de los extractos. De hecho, a la
hora de aplicarlos con fines biopesticidas, hay que tener en cuenta no sélo el espectro de actuacién
antagonista que presenta, sino también su caracter fitotdxico, que podria afectar a la planta en estados

tempranos de desarrollo.

Palabras clave: Compost, biopesticida, Microorganismos Promotores del Crecimiento Vegetal

(PGPMs), enzimas, indice de germinacion, hongos fitopatdgenos.



ABSTRACT

In recent years, intensive agricultural practice has ensured sustainability in food supply to meet the
food needs of a continuously developing population. However, despite the demonstrated
effectiveness, intensive agricultural practices are not without limitations. The regular use of pesticides
and herbicides currently represents one of the most important causes of environmental pollution and
can also lead to the appearance of resistance by certain pests and phytopathogens. This situation has
led to the search for sustainable alternatives to increase agricultural production while making it
possible to efficiently control the growth and development of plant pathogens. For several decades,
the disease suppression capabilities of organic fertilizers have been recognized through mainly
biological suppression mechanisms by indigenous microorganisms belonging to fungi (such as
Trichoderma spp.) and bacteria (Pseudomonas putida, Xanthomonas sp. and Bacillus sp.), as well as by
their abiotic characteristics such as thermolabile humic, phenolic or antifungal molecules, pH, C/N ratio
and maturity in compost extracts. A deeper knowledge of these would be essential to make their use

more predictable and efficient.

Under this perspective, the present Final Degree Project has focused on the characterization and
selection of a protocol for obtaining agueous compost extracts from agri-food waste (RAA-1 and RAA-
3), in relation to their physicochemical and enzymatic profile, as well as their phytotoxic character by
performing germination bioassays with cress seeds and determining their in vitro suppressive capacity
against phytopathogenic fungal agents selected for their importance in the agricultural environment

of Almeria.

The results showed that aqueous extracts derived from compost made from agro-food wastes show
an important biopesticidal potential against fungi and oomycetes that cause serious phytopathogenic
diseases in the agricultural environment of Almeria. The application of different extraction protocols,
as well as the origin of the samples, have a significant impact on the physicochemical and biological
characteristics of the extracts. In fact, when applying them for biopesticidal purposes, it is necessary
to take into account not only their antagonistic spectrum of action, but also their phytotoxic character,

which could affect the plant in early stages of development.

Keywords: Compost, biopesticide, Plant Growth Promoting Microorganisms (PGPMs), enzymes,

germination index, phytopathogenic fungi.



1. INTRODUCCION

1.1. Problematica ambiental y sanitaria del uso de

agroquimicos

En la actualidad, la agricultura necesita garantizar la sostenibilidad en el suministro de alimentos y
hacer frente a las necesidades alimentarias de una poblacién en continuo desarrollo. Para ello, es
imprescindible mantener elevadas tasas de produccion y obtener un mayor rendimiento de la
superficie de cultivo. En este contexto, la prdactica agricola intensiva se caracteriza por el uso
indiscriminado de fertilizantes quimicos y plaguicidas, lo cual ha originado problemas importantes a
nivel ambiental y sanitario, muchos de ellos de cardcter irreversible, tanto para la salud humana como
para el medio ambiente, debido a su naturaleza toxica y persistente (Carvalho, 2017). En este sentido,
el uso excesivo de agroquimicos ha provocado contaminacién en el agua, suelo y aire, provocando un
desequilibrio en el ecosistema. Entre los efectos mas relevantes provocados como consecuencia de
esta situacion, se encuentran la contaminacion de los recursos naturales, el aumento de salinidad en
el suelo, la pérdida de la materia orgdnica, y la acumulacion de nitratos y metales pesados, que
afectaran negativamente a la fertilidad del suelo y a la diversidad de microorganismos promotores del

crecimiento vegetal.

Ante tal problemdtica, surge la necesidad de sustituir la gran variedad de agroquimicos existentes por
otras alternativas sostenibles, que den paso a una agricultura mas responsable, que permita mantener
y/o aumentar la produccion agricola, aprovechando los recursos propios del suelo y los sistemas

naturales, preservando siempre el medio ambiente y la salud de la poblacidn.

1.2. Alternativas sostenibles al uso de pesticidas

En las ultimas décadas, se ha conseguido desarrollar una amplia gama de métodos alternativos al uso
de agroquimicos con el fin de potenciar la practica de una agricultura mas sostenible, caracterizada
por ser capaz de preservar y mejorar la calidad ambiental, y al mismo tiempo contribuir al crecimiento
de la poblacion (Djebaili y col., 2020). La aplicacién de bioplaguicidas es todavia limitada en
comparacién con la de plaguicidas quimicos sintéticos, debido a los costosos métodos de produccion,
la escasa estabilidad en el almacenamiento, la susceptibilidad a las condiciones ambientales y
problemas de eficacia, entre otros. Algunos de estos problemas pueden resolverse mediante mejoras
en la formulacién (Gasic y Tanovic, 2013), y es en lo que actualmente trabajan las area de |+D+i de las

empresas del sector agrobiotecnoldgico.

Es, sin embargo, indiscutible, que el uso de bioplaguicidas presenta una serie de ventajas con respecto

al uso de pesticidas de sintesis quimica:

e Se generan cultivos mas ecolégicos y sostenibles, al evitar de forma total o parcial el uso de

sustancias quimicas.



e No generan residuos de naturaleza quimica en el producto final, por lo que disminuyen los
efectos adversos sobre la salud humana.

e Se utilizan materias primas y medios de produccién renovables y de bajo coste.

Entre las alternativas sostenibles al uso de pesticidas existentes, destacan algunas mas tradicionales
como la rotacion de cultivos o el uso de enmiendas orgdnicas, tipo compost, asi como otras mas

innovadoras aunque quiza mas controvertidas como es el uso de plantas genéticamente modificadas.

1.2.1. Rotacion de cultivos

La rotacion de cultivos constituye uno de los métodos mas tradicionales y utilizados. Consiste en
cultivar una secuencia de especies vegetales en la misma tierra de cultivo, siguiendo un orden definido.
Su finalidad radica en mantener la fertilidad del suelo evitando que se requieran los mismos nutrientes
en varios ciclos consecutivos, para una utilizaciéon éptima de los recursos. Asimismo, también
contribuyen a romper los ciclos de malas hierbas, reducir la dependencia de insumos externos y de
enfermedades (Bullock 1992; Leteinturier y col., 2006). La rotacién de los cultivos actia como una
perturbacién que da lugar a una dindamica frecuente de tipo barrido selectivo. El seguimiento de la
frecuencia y la velocidad de estos barridos seria util para detectar periodos de menor aptitud y de
reduccion del tamafio de la poblacidn, en los que el patdgeno podria verse empujado a la extincion.
Entonces, ajustar los modelos utilizados en la coevolucién natural planta-patégeno al estudio de las
rotaciones de cultivos, puede ser un enfoque til para abordar los problemas agricolas (Orr y Unckless,
2008; Bargués-Ribera y Gokhale, 2020).

1.2.2. Semillas tolerantes a enfermedades y plantas genéticamente modificadas

La resistencia de la planta huésped, ya sea desarrollada a través del cultivo convencional o a través de
la ingenieria genética, es una herramienta complementaria a otras prdcticas de manejo de plagas. Los
cultivos transgénicos se han cultivado en dreas cada vez mayores y proporcionan tolerancia a los
herbicidas, proteccion contra plagas de lepidépteros y/o coledpteros, o una combinaciéon de ambos
rasgos y resistencia genética de las plantas frente a microorganismos fitopatdgenos, constituyendo
una alternativa prometedora para hacer frente a las enfermedades y plagas de los cultivos. No
obstante, los patégenos son capaces de adaptarse con frecuencia a la resistencia por medio de
mecanismos de evasién, logrando superarla principalmente, cuando estd establecida por genes

principales (Pilet-Nayel et al., 2017).
1.2.3. Compost y derivados

El compostaje es considerado una de las tecnologias mas eficientes, econdmicas y respetuosas con el
medio ambiente, utilizadas en la actualidad para el tratamiento de los residuos organicos producidos
por actividades antropogénicas (Siles-Castellano y col., 2021). El compostaje es un proceso de
transformacion bioldgica aerdbica de la materia organica, que da lugar a un producto muy estable
conocido como compost. En los ultimos afios, su aplicacion en forma de abono y enmienda orgénica

humica del suelo ha tenido como fin, el incremento del contenido de sustancias hiumicas del suelo para



restaurar suelos erosionados, degradados o contaminados, asi como la mejora general de la fertilidad
fisica, quimica y bioldgica (Suarez-Estrellay col., 2008). Con respecto a sus propiedades fisicas, el color
oscuro del compost permite la absorcidn de las radiaciones solares, aumentando la temperatura y con
ello, favoreciendo una mayor absorcidon de nutrientes. También es capaz de mejorar la textura,
estructura, aireacién y drenaje del suelo. Por otro lado, en lo referente a las propiedades quimicas,
reduce las variaciones de pH y mejora la CIC (Capacidad de Intercambio Catidnico), incrementando
como resultado su fertilidad. En cuanto a las propiedades bioldgicas, el compost puede fomentar el
desarrollo de microorganismos beneficiosos, favorecer la aireacién y oxigenacion del suelo, y con ello,

mejorar la actividad de la raiz (Jara-Samaniego, 2016).

En algunos casos, la elaboracién de compost a la carta, implica la incorporacidon de determinados
componentes a un compost estable y maduro, lo que tiene como objetivo, mejorar la calidad del
producto final y promover la actividad de los microorganismos presentes en el mismo (Ahmad y col,
2008). Se obtiene por tanto, un producto que debido a sus caracteristicas, se puede utilizar como
soporte para el uso de inoculantes microbianos, como biorregulador de suelos degradados, como
biorrecuperador de suelos contaminados, asi como para suprimir parcial o totalmente los
fitopatdgenos del suelo que producen podredumbre y necrosis radicular en plantas (Sanchez y col.,
2017). Por lo tanto, el compost se puede utilizar para sobrevivir a enfermedades ocasionadas por
patégenos mediante mecanismos de resistencia inducida basados en el reconocimiento del patégeno
y la consiguiente respuesta de sefializacion que activa las defensas de la planta (Gupta y col, 2015).
Esto se debe a que algunas bacterias presentes en el compost son capaces de desencadenar respuestas
similares que una bacteria patégena pero sin provocar la sintomatologia asociada. Este tipo de
resistencia se produce a partir de la colonizacién de las raices de la planta por rizobacterias y se
caracteriza por estar mediada por rutas metabdlicas sensibles al etileno y al acido jasmdnico (Jara-

Samaniego, 2016).

A este factor hay que sumarle el hecho de que, en los ultimos afos, se viene utilizando el aporte de
nutrientes en forma liquida, mediante técnicas de “fertirrigacién” consideradas hoy dia muy efectivas.
Ante esta situacidn surge el concepto de extractos o tés de compost, los cuales presentan una gran
diversidad de beneficios a escala edafica y agrondmica, no sélo mejorando las caracteristicas fisico-
guimicas de los suelos sino también el perfil microbioldgico de los mismos (Litterick y col., 2004;
Scheuerell y Mahaffee, 2013). Mds adelante (apartado 1.3.3.) se dedicard un apartado para
profundizar en la importancia actual del uso de extractos y tés de compost para el control de

enfermedades de plantas.

1.3. Aplicaciéon del compost y sus derivados para el control de

patdgenos vegetales

La calidad del compost va a depender tanto del sustrato de partida como de las condiciones a las que
se lleve a cabo el proceso de compostaje. Cuando un compost es utilizado como una enmienda himica

organica en el suelo, lo ideal es que posea una serie de caracteristicas de calidad, entre las que
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destacan ser biolégicamente estable, que no provoque la inmovilizacion de nitrégeno, que esté libre
de fitotoxinas y patdgenos, y que posea baja concentracion de sales solubles (Ansorena J., 2014).

Existen tres estrategias bien distintas a la hora de estimar la calidad de un compost y de sus derivados
desde un punto de vista agrondmico (Ansorena J., 2014):

- Mediante la medicién de una serie de propiedades organolépticas (olor, tamafio de particula,
presencia de elementos extrafios como plasticos y vidrios, color, etc.) y propiedades fisicas, quimicas
y bioldgicas (humedad, materia organica, relacion C/N, densidad, pH, conductividad eléctrica,
humificacion, presencia de metales pesados, contaminacidon por patégenos de humanos y plantas,

etc.), las cuales se determinan a nivel de laboratorio.

- Mediante bioensayos en semilla o en plantula, que permiten evaluar a pequefia escala, las
propiedades de un determinado compost o de sus derivados.

- Mediante ensayos experimentales en campo, donde se evalla la respuesta de las plantas en
condiciones reales a distintas dosis de compost con respecto a produccion de biomasa vegetal fresca,

crecimiento radicular, nimero de hojas o inflorescencias, etc.

Es bien conocido que, hoy dia, la horticultura se ha vuelto altamente restrictiva en relaciéon a los
plaguicidas quimicos, ya que poseen efectos drasticos para sobre la microbiota del suelo (Pascual y
col., 2002), asi como problemas asociados con dafios ambientales y riesgos para la salud (Siddiqui y
col., 2008). Por esta razén, la imposibilidad de ser eficientes en el control de enfermedades es mas
comun en campo que en vitro, debido a la naturaleza dinamica del entorno. Otro factor que afectaria
al cardcter supresivo seria el grado de madurez del compost, ya que este pardmetro determina la
extension de la colonizacién microbiana del residuo organico, la comunidad microbianay la capacidad
de sostenimiento de la misma. De esta forma, los composts inmaduros estan poco colonizados y no
s6lo sirven como fuente de nutrientes para los agentes asociados al control biolégico sino también a
los fitopatdgenos, lo que provoca un aumento de la enfermedad. Por otro lado, los compost maduros
estdn completamente colonizados por microorganismos, por lo que son muy poco accesibles a los
fitopatdgenos debido a que se producen diferentes fenémenos relacionados con la antibiosis y

competicion, que inducen la resistencia sistémica (Trillas-Gay M.I. y col., 2014).

1.3.1. Factores abidticos implicados en la supresion de patégenos:

A pesar de que los mecanismos de supresién de patdgenos en compost y extractos derivados, tienen
un origen bidtico, otros factores abidticos como la relacién C/N del sustrato, el pH, la conductividad
eléctrica, la disponibilidad de nutrientes, o la concentracién de compuestos fendlicos, son clave para

promover o limitar el desarrollo de enfermedades de plantas.

- Relacién C/N: Se trata de una variable asociada al grado de descomposicidn de la materia organica,
gue se relaciona estrechamente con la capacidad de un compost o de sus derivados para suprimir
enfermedades. Por lo general, la mayoria de los compost, una vez que han sido estabilizados, suelen
presentar una relaciéon C/N de entre 10 y 20 (Brady y Weil, 2008). De este modo, se ha demostrado

que el empleo de compost con una relacion C/N alta, ayuda a controlar eficazmente las enfermedades
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desarrolladas por cepas patdgenas de Fusarium oxysporum, mientras que valores bajos de este
parametro provocarian un agravamiento de la sintomatologia causada por este organismo. (Orr, 2018).

- pH: El pH del compost se caracteriza por ser capaz de influir en la disponibilidad de ciertos nutrientes
como el hierro, el zinc o el cobre, por lo que juega un papel importante en los mecanismos de
competencia por nutrientes. Una gran proporcién de los patégenos vegetales presentes en el suelo,
predominan en suelos acidos y son menos competitivos en condiciones alcalinas (Brady y Weil, 2008).
Por lo tanto, un pH mas alto en compost o en extractos derivados, puede limitar, en mayor o menor

grado, el establecimiento de poblaciones de patégenos (Griffin, 2012).

- Conductividad eléctrica: Esta variable permite determinar la salinidad o concentracidon de sales
solubles en la solucién del sustrato y su valor esta determinado por la naturaleza y composicién del
sustrato de partida. Por tanto, una mayor conductividad eléctrica reduce la esporulacién y la virulencia
de los patégenos ,al reducir las probabilidades de supervivencia del patégeno (Griffin, 2012). No
obstante, hay que actuar con cautela, en este sentido, teniendo en cuenta que una alta concentracién

de sales en el suelo dificulta la absorcidn de agua por las raices de las plantas.

- Compuestos fenolicos: Se caracterizan por estar presentes practicamente en todos los materiales
vegetales. Muestran un importante efecto antimicrobiano, y juegan un papel fundamental en la
inhibicion de la germinacion de semillas y en la inmovilizacién del nitrégeno del suelo. Merece especial
atencién controlar la presencia de altas concentraciones de fendlicos en compost y derivados, ya este
hecho podria relacionarse con problemas de fitotoxicidad. No obstante, la presencia de cantidades
adecuadas de compuestos fendlicos en el entorno vegetal podria facilitar la activaciéon de los
mecanismos de defensa en la planta, favoreciendo la inhibicion de los sintomas provocados por

determinados fitopatdgenos (Priya y col., 2015).

1.3.2. Factores bidticos implicados en la supresion de patdogenos:

Los informes sobre el uso de compost para suprimir las enfermedades de las plantas transmitidas por
el suelo se remontan a casi medio siglo atras. Se han sugerido varios mecanismos para explicar la
supresion de enfermedades por parte del compost y su microbiota. Entre ellos, la competencia por los
nutrientes y el espacio entre las poblaciones microbianas (Vestberg y col., 2014), la inhibicién del
crecimiento de los patdgenos por los antibidticos producidos por la microbiota (Mehta y col., 2014) y
el hiperparasitismo, en el que un microorganismo ataca “fisicamente” a otro patégeno (de Bertoldi,
2010).

1.3.2.1. Microbiota presente en el compost

En el compost se puede encontrar una gran variedad de microorganismos con una elevada capacidad
para suprimir patégenos. El grupo predominante de microorganismos en el producto final depende de
las condiciones ambientales y nutricionales existentes durante todo el proceso de compostaje.
Teniendo esto en cuenta, se pueden encontrar en el compost una serie de poblaciones microbianas

en diferentes proporciones:
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- Bacterias: Son los microorganismos mas numerosos presentes en el compost, llegando a constituir
entre un 80-90% del total. Se encuentran presentes durante todo el proceso de compostaje,
compitiendo por los nutrientes y el espacio con los fitopatdgenos. Por lo general, entre los géneros
mas comunes que se encuentran en compost destacan Bacillus y Pseudomonas, descritos como
bacterias asociadas a procesos de biocontrol de patégenos de plantas (Laich, 2011). Entre sus
capacidades, cabe destacar la utilizacién de un amplio rango de enzimas que degradan diferentes
compuestos organicos y residuos vegetales, dando lugar a agregados estructurales del suelo (Mac
Donnell, 2018). Ademas, son mas efectivas utilizando los recursos disponibles que de otra manera

consumirian las bacterias patdgenas, y retienen nutrientes esenciales en su biomasa.

- Hongos: Se trata de un grupo de microorganismos muy amplio que constituyen un componente
importante de la microbiota del compost. Producen enzimas extracelulares capaces de degradar
polimeros complejos en moléculas mas sencillas asimilables por la planta (Neher y col., 2013). Del
mismo modo, son capaces de competir con los microorganismos patdgenos, consumiendo los
exudados vegetales y ocupando espacios que podrian ser utilizados como sitios de infeccion (Mac
Donnell, 2018). Los géneros flngicos mas representativos del compost son Aspergillus y Penicilliumy,
en menor proporcidn, los géneros de Fusarium, Mucor, Acremonium y Morteriella (Moreno vy
Mormeneo, 2011).

- Actinomicetos: Tienen un papel importante durante el proceso del compostaje por su capacidad
enzimdtica para degradar compuestos organicos complejos como la celulosa y la lignina. Hay que
mencionar ademds, muchos de ellos son capaces de resistir las temperaturas que se alcanzan durante
el compostaje, por lo que se mantienen hasta el producto final. Asimismo, los actinomicetos controlan
y regulan la microbiota del compost a través de la produccion de agentes antimicrobianos (Laich,
2011). Es frecuente encontrar en el compost cepas pertenecientes al género Arthrobacter (Moreno y
Mormeneo, 2011), con un elevado potencial antifingico, lo que le permite controlar enfermedades
provocadas por una gran variedad de hongos fitopatégenos, como Botrytis cinerea y Alternaria

alternata (Ramlawi y col., 2021).

1.3.2.2. Microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPMs)

Entre las alternativas mas ecoldgicas y sostenibles destinadas al control de enfermedades vegetales,
destaca el empleo de microorganismos que normalmente viven asociados a la rizosfera vegetal
(Benjumeda-Mufoz, 2007). Muchos de ellos tienen efectos beneficiosos sobre el desarrollo de las
plantas, promoviendo significativamente su crecimiento de forma directa o indirecta. Esta poblacion
microbiana recibe el nombre de PGPM (Plant Growth-Promoting Microorganism), y ejerce efectos
positivos mediante numerosos mecanismos, entre otros, la fijacion de nitrégeno, la produccién de
acidos orgdnicos (acido oxalico y citrico), la produccion de fitohormonas, o la produccion de fosfatasas
gue promueven la solubilizacién del fosforo y de otros nutrientes (Djebaili y col., 2020). También
consiguen, muchas de ellas, controlar las enfermedades causadas por bacterias y hongos
fitopatdgenos gracias a mecanismos que implican principalmente la produccion de enzimas,

antimicrobianos o sustancias volatiles. (Gouda y col., 2018)
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Dentro de este grupo es destacable el papel de las actinobacterias, bacterias productoras de un gran
numero de biomoléculas de interés y que, debido a su actividad biofertilizante y biopesticida, en los
ultimos afios se han convertido en un grupo microbiano de especial interés agricola (Evangelista-
Martinez y col., 2017)

1.3.3. Extractos de compost para el control de patdgenos vegetales

El uso de extractos acuosos y tés de compost con capacidad biopesticida, conecta estrechamente con
el concepto actual de economia sostenible o bioeconomia. Estos derivados del compost se producen
a base de mezclas de compost con agua en proporciones muy heterogéneas, y bajo distintas
condiciones de incubacién, durante periodos definidos, ya sea con aireacion activa o no, asi como
afiadiendo o no, uno o mas aditivos, hecho que se destina a aumentar la densidad de la poblacién
microbiana durante la produccion (Al-Dahmani y col., 2003; Scheuerell y Mahaffee, 2004). Su uso en
agricultura estd recomendado seguin Reeve y col. (2010), por su enorme potencial para complementar
otros tipos de fertilizantes, por la facilidad de su aplicacién, asi como por su capacidad para suprimir
una amplia gama de patdgenos del suelo y del aire (Martin, 2014; Carrillo, 2015). En este sentido, los
extractos y tés de compost se consideran productos alternativos al uso de fungicidas sintéticos, que
responden a la creciente necesidad de mitigar los dafios ambientales y que sobre la salud ejerce el uso
abusivo de agroquimicos (Pane y col., 2012). La eficacia de estos productos puede variar en funcion de
la procedencia del compost y de los procedimientos utilizados para su preparacién. Hay que
mencionar, ademas, que los residuos verdes compostados se consideran ventajosos en comparacion
con otros residuos organicos, ya que presentan un menor riesgo de toxicidad (Benito y col., 2005;
Morettiy col., 2015) y por la interesante actividad bioldgica que presentan estos materiales (Rosy col.,
2005).

Numerosos estudios sugieren que la reduccién del componente microbiano de los tés de compost
mediante filtracion o esterilizacién por calor, resultan en la pérdida de la supresién de algunas
enfermedades foliares de plantas. Al mismo tiempo, se ha demostrado que la supresion esta
relacionada con los efectos positivos del té de compost sobre las comunidades microbianas
beneficiosas en la superficie foliar, y a la activacion de las vias de defensa de las plantas infectadas (St
Martin, 2015). Entre todos los estudios realizados, aquellos realizados por Cayuelay col. (2008) y Naidu
y col. (2012) destacan por describir diversos tipos de tés capaces de reducir significativamente el
crecimiento de los hongos Botrytis cinerea (moho gris) y Golovinomyces cichoracearum (agente causal

del oidio), mediante fendmenos biolégicos.

A continuacién, se enumeran los beneficios mas destacables derivados del uso de extractos y tés de

compost:

- Promocion del crecimiento en plantas: algunos compuestos producidos por los microorganismos
beneficiosos presentes en los extractos o tés, como aminoacidos, acidos himicos y hormonas actuan
positivamente sobre el crecimiento y el estado fisioldgico de las plantas. Los nutrientes aportados son,
por otra parte, retenidos en la superficie foliar o radicular para que estén disponibles cuando las

plantas lo necesiten.
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- Mejora de la estructura del suelo: los extractos de compost promueven la porosidad del suelo, la
densidad y laincorporacion de nutrientes por las plantas. La mejora de la estructura permite la llegada
de una mayor concentracién de oxigeno a las raices favoreciendo la salud de las plantas, la retencion

de agua y la descomposicién de toxinas.

- Beneficios sobre la salud y el medio ambiente: estos productos son mas respetuosos con el ambiente
y la salud animal, a diferencia de lo ocurre con los productos de sintesis quimica. Asimismo, la
obtencidn de este tipo de productos esta en consonancia con el concepto de revalorizacion de residuos

organicos, transformandolos en productos beneficiosos para las plantas (Mac Donnell, 2018).

- Efectos sobre patégenos foliares y vasculares: la interaccion entre los microorganismos beneficiosos
del té de compost y los patégenos es dindmica y tiene lugar mediante la activacién de mecanismos de

resistencia inducida, antibiosis o produccion de sideréforos (St Martin, 2015).

A continuacioén, se describen algunos de los mecanismos implicados en el control de patégenos por

parte de los microorganismos beneficiosos presentes en extractos y tés de compost:

- Antibiosis: la produccion de antibidticos es considerada como uno de los mecanismos de biocontrol
mas potentes contra fitopatégenos y consiste en la liberacidon de moléculas de amplio espectro y de
bajo peso molecular, con capacidad para eliminar o reducir en gran medida, el crecimiento de los
patégenos (Molina-Romero, 2015). Estos metabolitos secundarios llevan a cabo una serie de
mecanismos de accidn, entre los que se encuentran la inhibicidn de la pared celular y del complejo de
iniciacion de la traduccidn de los fitopatégenos. La Unica desventaja de la produccién de antibidticos
se basa en que los fitopatdgenos desarrollen resistencia a antibidticos especificos al entrar en contacto
con ellos, por lo que es conveniente en estos casos, utilizar cepas capaces de sintetizar mas de un

antibidtico (Djebaili y col., 2020).

- Enzimas liticas: uno de los principales mecanismos de biocontrol que poseen las bacterias
promotoras del crecimiento, se basa en la produccién de enzimas liticas capaces de proteger a la planta
de factores abidticos y bidticos, por medio de la degradacion de la pared celular de los patégenos como
Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum. Entre las enzimas liticas que muestran mayor interés, destacan

quitinasas y glucanasas, con una funcion fisiolégica y ecolégica importante (Djebaili y col., 2020).

- Produccion de sideréforos: este mecanismo es utilizado por los PGPMs para secuestrar hierro
disponible en el medio, formando un complejo Fe3*-siderdforo, lo cual ocasiona que este metal no se
encuentre disponible para los microorganismos fitopatégenos del suelo. Por lo tanto, constituye un
mecanismo de defensa frente a los estreses bidticos. Sin embargo, la eficacia de este mecanismo
depende de la composicidon del suelo, el tipo de microorganismo y la afinidad del sideréforo por el

hierro (Aguado-Santacruz y col., 2012).

o oz

- Competicion:

as relaciones de competencia entre microorganismos patdgenos y antagonistas
producen una disminucion en la severidad y aparicion de sintomas en las plantas. Uno de los casos mas
comunes de competiciéon se produce por la escasez de nutrientes, llegando a causar la muerte de los
microorganismos debido a que muchos fitopatdgenos necesitan del aporte externo de carbono, hierro

y nitrégeno, para llevar a cabo su ciclo infeccioso.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

El principal objetivo de este Trabajo Fin de Grado consistié en la caracterizacion y seleccién de un
protocolo de obtencion de extractos acuosos de compost procedentes de residuos agroalimentarios,
en relacién con su perfil fisico-quimico y enzimatico, asi como por su cardcter fitotéxico y su capacidad

para controlar enfermedades de plantas.

2.2. Objetivos especificos

Para lograr este objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1) Caracterizacion fisico-quimica de los extractos de compost obtenidos a partir de distintos protocolos

de extraccion.

2) Evaluacién cualitativa del perfil enzimatico de los extractos

3) Estudio del caracter fitotdxico de los extractos de compost mediante la realizacion de bioensayos

de germinacién con semillas de berro.

4) Determinacion de la capacidad supresiva in vitro de los extractos de compost frente a un grupo de

agentes fitopatdgenos seleccionados por su importancia en el entorno agricola Almeriense.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material de partida

Para alcanzar los objetivos establecidos en este trabajo, se hizo uso de dos muestras de compost
maduros, elaborados a partir de restos organicos procedentes de la industria agroalimentaria. Las
muestras denominadas RAA-1 y RAA-3 fueron proporcionadas por dos empresas del sector
agroalimentario, siendo las materias primas y condiciones de compostaje las que se indican a

continuacién:

o RAA-1: lodo de citricos y restos de poda de palmera (1:3 v/v) compostados en un sistema de
pilas abiertas y aireadas
o RAA-3: lodo de citricos, purines de cerdo y restos de poda de palmera (3:1:1.5 v/v)

compostados en un sistema de pilas abiertas y aireadas
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3.2. Protocolos de obtencion de los extractos acuosos del

compost

Para la obtencion de los extractos liquidos de compost, y una vez ajustada la humedad de las muestras
en torno al 50%, se llevé a cabo la obtencion de los extractos acuosos en una proporcion 1:5 (ps/v) de
compost en agua, respectivamente, en botes ISO de 250 mL y fueron sometidas a cuatro protocolos
de extraccidén, variables respecto a temperatura y tiempo de incubacidn. Todas las muestras fueron
extraidas por triplicado. Las diferencias entre protocolos se indican a continuacién:

- Protocolo 1 (CEP-1): Incubacidn a temperatura ambiente durante 48h, con agitacidn suave a 100 rpm
(Bernal-Vicente et al., 2008).

- Protocolo 2 (CEP-2): Incubacién a 40 °C durante 24 horas, con agitacion suave a 100 rpm (Oka y
Yermiyahu, 2002).

- Protocolo 3 (CEP-3): Incubacién a 70 °C durante 12 horas, con agitacién suave a 100 rpm.

- Protocolo 4 (CEP-4): Incubacion a 18 °C durante 14 dias, en oscuridad y sin agitacion (Koné et al.,
2010).

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién en cada caso, se procedid a centrifugar las muestras a
4000 rpm durante 20 minutos en una centrifuga modelo Eppendorf™ 5810R. A continuacion, se
filtraron los sobrenadantes de cada protocolo, a través de dos capas de papel de filtro dispuestas sobre
un embudo de filtracién (ver Figura 1A), para permitir la separacion de los sélidos presentes en el
sobrenadante. Posteriormente, se llevd a cabo un segundo filtrado con un filtro de microfibra de vidrio
de 47 mm de diametro, tal y como se observa en la Figura 1B. Finalmente, una vez obtenidos los
extractos acuosos, estos fueron repartidos en submuestras de volumenes distintos y conservados a -

20 °C hasta su utilizacion.

Figura 1. Sistemas de filtracion empleados para la obtencién de los extractos de compost

3.3. Hongos y oomicetos fitopatdgenos

Las cepas de hongos y oomicetos fitopatdgenos utilizadas en los ensayos de enfrentamientos in vitro

fueron proporcionadas por la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), a excepcion de una de ellas
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que pertenecia a la coleccién privada del grupo de investigacidon BIO-175. Los patdgenos seleccionados

se indican a continuacion:

Fusarium oxysporum f.sp. melonis CECT 20474 (Fom)
Phytophthora capsici CECT 20433 (Pcap)

Rhizoctonia solani CECT 2824 (Rs)

Pythium ultimum CECT 2365 (Pu)

Botrytis cinerea CECT 20973 (Bc)

Alternaria sp.-BIO175 (Alt)

o 0 O O O o

Los hongos fitopatdgenos se mantuvieron en cultivo activo en placas de medio de cultivo agar Patata
Dextrosado (PDA), conservadas en camara fria a 4 °C, o bien se conservaron a mas largo plazo en
crioviales estériles (DELTALAB, Ref. 409103), que fueron mantenidos a -80 °C. En el caso de los
oomicetos P. ultimum vy P. capsici, la conservacion a largo plazo se llevd a cabo resuspendiendo un
bloque de agar-PDA crecido con el oomiceto en agua estéril, y mantenido en condiciones de

refrigeracion a 4-8 °C.

La preparacion de cultivos frescos de forma previa a su utilizacidn en los ensayos de enfrentamiento
en placa, implicé la resiembra de los cultivos conservados en cdmara fria a nuevas placas de PDA, y
posterior incubacién a temperaturas en torno a 29-30 °C Excepcionalmente, las placas con las nuevas

resiembras de los oomicetos P. ultimumy P. capsici se incubaron a una temperatura de 25-26 °C.

3.4. Medios de cultivo y reactivos

Los medios de cultivo utilizados para llevar a cabo la caracterizacién enzimatica de los extractos, asi

como aquellos empleados para la evaluacidn del cardcter biopesticida son los siguientes:

Agar Patata Dextrosa (PDA)

Este medio de cultivo se empled para el cultivo de hongos y oomicetos, asi como para la realizacion de
los enfrentamientos in vitro entre los hongos patdgenos y los extractos acuosos de compost. Su
preparacion consistid en pesar 39 g del preparado comercial deshidratado (AppliChem Panreac, Ref.
413758), y se transfirié a un matraz con 1 litro de agua destilada. Después, la mezcla fue esterilizada
en autoclave durante 20 minutos, a 121 °Cy a 1 atmdsfera de sobrepresidn. Tras su enfriamiento, el
medio se repartid en placas de Petri estériles, las cuales se conservaron en camara friaa 4 °Cy en
oscuridad, hasta el momento de su empleo. Los componentes de este medio se muestran en la Tabla
1:
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Componentes Cantidad (g/L)

Extracto de patata 4
Dextrosa 20
Agar bacteriolégico 15
Agua destilada 1L

Tabla 1. Componentes del medio PDA

Agar Agua 2% (AA)

Para la elaboracidn del medio agar agua, se pesé 20 g de agar bacteriolégico (PanReac AppliChem,
413758.1210) y se transfirié a un matraz con 1 litro de agua destilada. Se autoclavé durante 20 minutos
a 121 °Cy a 1 atmdsfera de sobrepresidn y se repartié en placas de Petri estériles, en capas finas. La
composicion de este medio de cultivo se muestra en la Tabla 2:

Componentes Cantidad (g/L)

Agar bacteriolégico 20
Agua destilada 1L

Tabla 2. Componentes del medio Agar agua

Medio para deteccion de actividad Celulasa (segin método modificado de Kasana y col., 2008)

En la Tabla 3 se muestran los componentes que conforman el medio para la deteccién de
microorganismos productores de celulasa. El medio se preparé pesando cada uno de los elementos de
forma independente, en las cantidades requeridas para 1L y posteriormente, fue esterilizado en
autoclave a 121 °C, durante 20 minutos y a 1 atmédsfera de sobrepresion. Tras enfriar, el medio se

repartié en placas de Petri estériles.

Canidad /)

Celulosa microcristalina 2
NaNO; 2
K2HPO4 1
MgS0, 0,5
KCl 0,5
Peptona bacteriolégica 0,2
Agar 17
Agua destilada 1L

Tabla 3. Componentes del medio para deteccién de actividad Celulasa

Medio para deteccion de actividad Proteasa (segiin método modificado de Geok y col., 2003)

El medio para deteccidn de actividad proteasa se prepard a partir de los componentes indicados en la
Tabla 4. Se mezclaron todos los componentes en un matraz con 1L con agua destilada y se autoclavd

en las mismas condiciones descritas previamente. Una vez enfriado, se agité para evitar la

19



precipitacion de los componentes, y se repartio en placas de Petri estériles. Finalmente, las placas se

conservaron en camara fria a 4 °Cy en oscuridad hasta el momento de su utilizacién.

Componentes Cantidad (g/L)

Peptona 5
Extracto de Malta 3
Extracto de levadura 3
Leche descremada 10
Agar bacterioldgico 20
Agua destilada 1L

Tabla 4. Componentes del medio para deteccidn de actividad Proteasa

Medio para deteccion de actividad Ligninasa-Peroxidasa (segin método modificado de Raynery
Boddy 1988, en Falcén y col., 1995)

Este medio tiene como finalidad la deteccién de la actividad lignina-peroxidasa. Su preparacion
consistié en pesar 23,5 g de APHA de un preparado comercial deshidratado (Oxoid, Ref. CM0463), el
cual se disolvié en un matraz con 1 litro de agua destilada. Después, la mezcla fue esterilizada en las
mismas condiciones descritas previamente, y posteriormente se repartio en placas de Petri estériles.
Finalmente, las placas se conservaron en camara fria a 4 °C y en oscuridad hasta el momento de su
empleo. Como reactivo de revelado, se prepard una solucion acuosa de pirogalol al 1% (p/v) y una
solucion de perdxido de hidrégeno de 10 v al 13,3% (v/v). Los componentes de este medio se muestran
en la Tabla 5:

Componentes Cantidad (g/L)
Extracto de levadura 2,5
Glucosa 1

Agar bacterioldgico 15
Enzima digestiva Caseina 5

Agua destilada 1L

Tabla 5. Componentes del medio para deteccién de actividad lignina-peroxidasa

Medio para deteccidn de actividad Amilasa (segun método modificado de Hankin y Anagnostakis,
1975)

Este medio tiene como funcién la deteccidon de la actividad amilolitica. Para su preparacién se
incorporaron todos los componentes en 1L de agua destilada (Tabla 6). Posteriormente, el medio se
autoclavé en las mismas condiciones descritas previamente, y se repartio en placas de Petri estériles.

Como reactivo revelador se prepard una solucion de Lugol compuesta por |, al 1% y Kl al 2% en agua.
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Componentes Cantidad (g/L)

Peptona 10
Extracto de carne 4
Cloruro sédico 5
Almidon 10
Agar 20
Agua destilada 1L

Tabla 6. Componentes del medio para deteccién de actividad Amilasa

Medio para deteccién de actividad Quitinasa (segin método descrito en Garcia-Espejo y col., 2016)

Para su preparacion se disolvieron todos los componentes en agua destilada, y se autoclavé a 121 °C
durante 20 minutos a 1 atmdsfera de presion. Por ultimo, se dejo enfriar y se repartid en placas de

Petri estériles. A continuacién, en la Tabla 7, se muestran los componentes del medio de cultivo:

Componentes Cantidad (g/L)

MgS0,:7H,0 0,3
(NH4)2SO. 3
KH2PO, 2
Acido citrico 0,4
Agar 15
Tween 80 200 pL
Quitina coloidal 4,5
Purpura de bromocresol 0,15
Agua destilada 1L

Tabla 7. Componentes del medio para deteccién de actividad Quitinasa

Medio para deteccion de actividad Lipasa (segin método modificado de Carrasco y col., 2012).

Para su preparacion se disolvieron todos los componentes en 1L de agua destilada (Tabla 8). Durante
la preparaciéon del medio de cultivo, para mantener el medio bien emulsionado se incorporé Tween 80
y se mantuvo en constante agitacidon. Posteriormente se procedié a su autoclavado en las mismas
condiciones descritas previamente. Por ultimo, se dejoé enfriar y se distribuydé en placas de Petri
estériles, las cuales se mantuvieron en oscuridad a 4 °C hasta su utilizacidn. En la siguiente tabla se

muestran los elementos que componen este medio:
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Componentes Cantidad (g/L)

Peptona 5
Extracto de levadura 3
Tributirina 10
Tween 80 200 pL
Agar bacteriolégico 20
Agua destilada 1L

Tabla 8. Componentes del medio para deteccion de actividad Lipasa

3.5. Disefo experimental

A continuacién, se describe de forma esquematica el Disefio Experimental del trabajo realizado (Figura

2).

EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO BIOPESTICIDA DE EXTRACTOS ACUOSOS DE COMPOST

@ Foramonat
BLOQUEI
(=
EXTRACCION DE LOS EXTRACTOS e
ACUOSOS DE COMPOST @ o oy -
- b ‘/\ﬂ o
BLOQUE Il
EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FISICO-
QUIMICAS:
. pH
- Conductividad eléctrica
- Concentracion de compuestos fendlicos
BLOQUE Ill
BIOENSAYOS DE GERMINACION EN
SEMILLAS DE BERRO
BLOQUE IV
CARACTERIZACION ENZIMATICA:

-Proteasa - Celulasa
-Lipasa - Quitinasa
-Amilasa  -Ligninasas-peroxidasa

BLOQUEV
ENSAYO DE ANTAGONISMO INVITRO FRENTE A
HONGOS FITOPATOGENOS
- Fusarium oxysporum

- Phytophthora capsici
* Rhizoctonia sofani

- Pythium ultimum

- Alternaria sp.

- Botrytis cinerea

Figura 2. Disefio experimental
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Dicho diseiio pone de manifiesto la organizacién del trabajo en 5 Bloques experimentales, que pasan
en primer lugar por la obtencion de los extractos acuosos (Bloque |), seguido de la caracterizacién
fisico-quimica de los extractos (Bloque Il), asi como bioldgica (Bloques Ill y IV) y finalmente, la
evaluacién in vitro del caracter supresivo de los extractos frente agentes fitopatdgenos de interés
(Bloque V).

3.6. Caracterizacion Fisico-Quimica de los extractos de

compost

3.6.1. Determinacién del pH de las muestras

La medida de pH se llevd a cabo a partir de un volumen de 10 mL de extracto en un pH-metro Crison

Basic 20 (Figura 3) después de mantener la muestra en constante agitacion durante 5 minutos.

Figura 3. Fotografia del pH-metro

3.6.2. Determinacion de la conductividad eléctrica de las muestras

Las medidas de conductividad eléctrica se llevaron a cabo a partir de 10 mL de extracto en un
conductimetro HI 2315 (Figura 4) y los resultados obtenidos fueron expresados en mS/cm a 25 °C.

Durante la medicidn la muestra se mantuvo en agitacién constante.

Figura 4. Fotografia del conductimetro
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3.6.3. Determinacion de la concentracion de compuestos fenélicos

El contenido de fendlicos de las muestras de compost se evalué mediante el método colorimétrico de
Folin Ciocalteu descrito por Marambe y Ando (1991). Para ello, se prepard una solucidn inicial formada
por 0,5 mL de extracto de compost, 7 mL de agua y 0,5 mL del reactivo Folin comercial (F9252- 500ML;
Sigma-Aldrich). A continuacidn, se utilizo el vortex para homogeneizar la mezcla y se mantuvo durante
3 minutos en reposo a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, se le afiadid 1 mL de Na,CO;
al 20% (S/2880/60; 1 kg; Fisher Scientific) y 3 mL de agua destilada, y se volvié a agitar la mezcla para
gue quedase homogénea. Transcurrida 1 hora en oscuridad, se rellend una placa de 96 pocillos con las
distintas reacciones para su lectura en un espectrofotémetro de microplacas EON (Biotek, EE.UU.) a
una absorbancia de 725 nm. La concentracion total de los compuestos fendlicos se calculd a partir de
una recta patron. El contenido de fendlicos fue expresado en términos de mg/L.

El esquema representado en la Figura 5 muestra de forma resumida el protocolo basico aplicado para

la determinacion de la concentracién de compuestos fendlicos.

- -
Reposo
+ + .1
' = 3 min ,U, T* ambiente

0,5 ml del extracto 7 mlde agua 0.5 ml del reactivo

de compaost destilada de Folin
alicuotado
L
Reposo en oscuridad
e e EEE— — +
= 1h

3mlde agua 1mlde Na2CO3 Mezcla
destilada al 10%

Determinacion de ls concentracion total
de compueasas fendlices

-

Medicién de la absorbancia
ah=725nm

Figura 5. Representacidn del procedimiento realizado en la determinacion de la concentracién de

fendlicos.

3.7. Caracterizacion bioldgica de los extractos de compost

3.7.1. Indice de germinacion (Test de Zucconi)

Para evaluar el efecto fitoestimulante de los extractos acuosos de compost, se llevé a cabo un
bioensayo de germinacién en semillas de berro (Lepidium sativum) mediante la técnica propuesta por
Zucconiy col. (1981). Mediante esta metodologia se puede evaluar el efecto fitotdxico de compuestos
puros o de mezclas complejas a través del crecimiento diferencial del sistema radicular de las plantas
en respuesta a muestras de diversa naturaleza. De forma que, la evaluacion del efecto fitotdxico
incluye determinar el efecto sobre la germinacidn y la sobre la elongaciéon de la radiculay del hipocotilo
(Esteban, 2018).
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Para abordar este bioensayo, se prepararon placas Petri de 9 cm de didmetro y en cada una de ellas,
se dispuso un papel de filtro estéril, al cual se le afiadié 2 mL de cada uno de los extractos de compost
diluidos 1/10. Posteriormente, sobre el papel humectado, se colocaron 25 semillas de berro por placa,
de forma equidistante, con ayuda de unas pinzas de acero estériles. Se evaluaron un total de 50
semillas por extracto (2 grupos de 25 semillas). Todas las placas se incubaron protegidas de la luz a 25
°C durante 48 h.

Figura 6. Disefio de placa con semillas para el Test de Zucconi. Placa control con agua destilada estéril

(izquierda) y placa con extracto de compost diluido (derecha)

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se realizé la medicidn de la longitud de las radiculas.
Para calcular el indice de Germinacién (IG) respecto a las placas control, se empled la siguiente
formula:
%G x L
6=

%Gc x Lc) x 100

Donde:

%G: Porcentaje de semillas germinadas en presencia del extracto.

L: Promedio de longitud de la radicula (mm) en presencia del extracto.
%Gc: Porcentaje de semillas germinadas en las placas control.

Lc: Promedio de longitud de la radicula (mm) en placas control.

Los valores del indice de germinacion se pueden clasificar en funcién del grado de fitotoxicidad, tal y

como se recoge en la Tabla 9:

Valor IG Grado de Fitotoxicidad

<50 Alto

50<1G <80 Moderado

80<1G <100 Fitotoxicidad no confirmada
> 100 Fitoestimulante

Tabla 9. Clasificacién del grado de fitotoxicidad segtin valores de indice de Germinacién (Hitzl,
Mendez y Renz, 2018).
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3.7.2. Caracterizacidn enzimatica: Ensayos cualitativos

Los extractos de compost fueron caracterizados enzimaticamente mediante un catdlogo de pruebas
cualitativas dirigidas a predecir el potencial biopesticida de los extractos (Figura 7).

Proteasa

Amilasa Quitinasa

Actividades

enzimaticas

Ligninasa-Peroxidasa Lipasa

Celulasa

Figura 7. Actividades enzimaticas evaluadas en este trabajo.

Todas las pruebas enzimdticas se llevaron a cabo en placas de Petri estériles con medios de cultivo
especificos para cada actividad enzimatica a evaluar (ver apartado 3.4.). Para cada determinacion
enzimatica, se consideraron 3 repeticiones por extracto. Con tal propdsito, se colocé una gota de 20
uL de cada extracto sobre la superficie de la placa con el medio de cultivo especifico y, tras esperar el
tiempo necesario para la absorcion de la gota, las placas se incubaron a 30 °C en oscuridad. El tiempo
de incubacion para los medios para determinar las actividades proteasa, amilasa, lipasa y ligninasa-
peroxidasa fue de 48 h, mientras que en el caso de los medios para evaluar actividades celulasa y

quitinasa fue de 7 dias. En la Figura 8 se ilustra la ejecucién del bioensayo.

Figura 8. Representacion del bioensayo de caracterizacién enzimatica

Tras el periodo de incubacién, en cada caso, se procedié a realizar la lectura de las diferentes

actividades para cada extracto:

- -t ".3

e Actividad Proteasa: Esta actividad se determind siguiendo el método
descrito por Geok y col. (2003). Aquellos extractos con actividad
proteolitica, dieron lugar a la formacion de halos de aclaramiento en

el medio, debido a la hidrdlisis de la caseina presente en la leche

descremada.
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Actividad Amilasa: Se evalud a partir del método descrito por Hankin
y Anagnostakis (1975). En este caso, tras la adicion del reactivo de
revelado, solucion de lugol (I2 al 1% mezclado con Kl al 2% en agua),
una lectura positiva se obtenia mediante la visualizacidn de un halo de
aclaramiento en torno al extracto.

Actividad Celulasa: Se evalué atendiendo al método descrito por
Kasana y col. (2008). Los extractos con esta actividad provocaron el
aclaramiento del medio de cultivo en la zona de inoculaciéon de la gota,
debido a la hidrdlisis de la celulosa, a diferencia del control negativo
gue mostraba un color marrén mas intenso.

Actividad lipasa: Se evalué mediante la aplicacion del método
descrito por Carrasco y col. (2012). En este caso, la lectura positiva
para la hidrolisis de la tributirina (componente del medio de cultivo),
se confirmd gracias a la presencia de halos de aclaramiento en el
medio.

Actividad ligninasas-peroxidasa: Esta actividad se determind a
través del método propuesto por Falcon et al. (1995) y Rayner et al.
(1988). Para realizar su lectura, se incorporé el reactivo de revelado
consistente en una mezcla de una solucién acuosa de pirogalol al 1%
(p/v) con una solucién de perdxido de hidrégeno al 13,3%. De este
modo, los extractos con actividad ligninolitica-peroxidasa mostraron

una coloracién marrén intensa en torno a la gota.

Actividad quitinasa: Por ultimo, esta actividad se evalud a partir del
método descrito por Garcia-Espejo y col. (2016), utilizando como
indicador de pH el purpura de bromocresol, como componente del
medio de cultivo. La actividad quitinasa se confirmd con un cambio
de color amarillo a purpura alrededor del extracto sembrado debido

a la degradacién de quitina en N-acetil glucosamina.

3.7.3. Espectro antagdnico de los extractos frente al crecimiento de hongos y

oomicetos fitopatdgenos

De acuerdo a los objetivos planteados, la evaluacién de la actividad biopesticida de los extractos frente
al crecimiento de los hongos y oomicetos fitopatdgenos indicados en el apartado 3.3, se llevd a cabo

mediante el protocolo de cultivo dual descrito por Suarez-Estrella y col. (2014). Habida cuenta de las
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caracteristicas especificas de los cuatro protocolos de extraccidon utilizados, resultaba Iégico encontrar
diferencias en cuanto al potencial inhibidor de los extractos. Con tal propdsito, se prepararon placas
de Petri estériles con doble capa de medio de cultivo, una primera de agar agua al 2% (AA), dispuesta
en una fina capa que sirvio como medio base. Una vez solidificada esta primera capa, se colocaron de
forma equidistante cuatro cilindros estériles de acero inoxidables (Torrecillas de Oxford) con un
diametro de 8 mm, con ayuda de pinzas estériles (Figura 9). Posteriormente, se adiciond una segunda
capa de medio PDA a sobrefusidn y, una vez solidificado, se procedié a retirar los cilindros formandose
como resultado, cuatro pocillos en cada una de las placas.

Figura 9. Preparacion de las placas para la realizacion de los ensayos en cultivo dual.

Una vez preparadas las placas con pocillos, y con ayuda de un sacabocados estéril de 5 mm de
diametro, se dispuso un bloque de cultivo del agente patdégeno previamente crecido en medio PDA,
en el centro de la placa, quedando en una posicion equidistante a los pocillos (Figura 10). En el interior
de los cuatro pocillos de cada placa, se vertieron 60 ul del extracto. Cada enfrentamiento se llevé a
cabo por triplicado. De forma paralela, se sembraron placas control con los agentes patdégenos en
ausencia de extracto. Para finalizar, las placas sembradas se incubaron a diferentes temperaturas, de
manera que en el caso de Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y Alternaria sp. se incubaron a 30

°C, mientras que Phytophthora capsici y Pythium ultimum se incubaron a 25 °C.

Muestras de compost

Figura 10. Enfrentamiento entre agente fitopatdgeno y extracto de compost.
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La medida del crecimiento de los hongos fitopatdgenos, se evalud después de 48 horas en el caso de
Pythium ultimum y Botrytis cinerea, a los 3 dias en el caso de Rhizoctonia solani, a los 5 dias Alternaria
sp. y alos 7 dias en el caso de Fusarium oxysporum y Phytophthora capsici. El grado de inhibicidn se
calculé teniendo en cuenta los didmetros de crecimiento de los agentes fitopatégenos tanto en

presencia como en ausencia de los extractos, atendiendo a la siguiente férmula (Figura 11):

D1+ D2

2

1% =100 — x100

Donde:

1%: indice de inhibicién de crecimiento del agente patégeno en
presencia del extracto

D1/D2: Diametro de crecimiento (mm) del agente patdgeno en

presencia del extracto

Dc: Didametro promedio de crecimiento (mm) del agente patégeno

en ausencia de extracto (control)

Figura 11. Determinacién del indice de inhibicién en el ensayo de antagonismo in vitro.

3.8. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en los diferentes ensayos fue evaluado mediante el
paquete estadistico Statgraphics Centurion 18 (Statistical Technologies, Inc.). Para ello se llevé a cabo
un andlisis de la varianza (ANOVA) multifactorial con los datos obtenidos teniendo en cuenta los
distintos factores de variabilidad (Material de partida y Protocolo de extraccion). En paralelo se llevo
a cabo un Test de Minima Diferencia de Fisher (LSD) a un intervalo de confianza del 95% (p<0,05), con

el objetivo de establecer diferencias significativas entre los distintos niveles de cada factor.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en las diferentes etapas del trabajo se detallan a continuacién. El primer
bloque de resultados estd relacionado con las propiedades fisico-quimicas de los extractos de compost,
concretamente el pH, la conductividad eléctrica y la concentracion de compuestos fendlicos. En
segundo lugar, se mostraran los resultados relacionados con la caracterizacion enzimatica cualitativa
de los extractos. Para finalizar, se mostraran y discutiran los resultados relativos tanto a los bioensayos
de germinacién de semillas de berro, como a los bioensayos de antagonismo frente a hongos vy

oomicetos fitopatdgenos.
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4.1. Caracterizacion fisico-quimica de los extractos de compost

A continuaciodn, se describen los resultados relacionados con la caracterizacién fisico-quimica de los
extractos: pH, conductividad y compuestos fendlicos.

4.1.1. Determinacién del pH de las muestras

En primer lugar, se evalud el pH de los extractos de compost obtenidos a partir de los cuatro protocolos
de extraccion descritos en el apartado 3.2. de Material y Métodos. De forma general, el pH de los
extractos oscild entre 7,9 y 8,4 (Figura 12A).

Medias y 95.0% de Fisher LSD

T I T
o

7.8 [—

CEP-1 CEP-2 CEP-3 CEP-4

Protocolos de Extraccidn

Materia prima
BA = RAA-1
—u— RAA-3
82 —

7.8 —

7.6 —

CEP-1 CEP-2 CEP-3 CEP-4

Protocolos de Extraccidn

Figura 12. (A) Test de Minima Diferencia Significativa de Fisher (LSD) al 95% de confianza en relacion a
la variable pH de las muestras; (B) Representacién grafica de la variable pH respecto a la interaccion
entre los factores” Protocolo de Extraccién x Materia prima”.

El caracter alcalino de estos extractos fue el tipicamente mostrado en compost madurosy, en cualquier
caso, puede considerarse del todo compatible con la presencia de grupos microbianos de distinta
naturaleza (Morenoy Mormeneo, 2008). Algunos autores destacan que un proceso de compostaje con
la aireacién apropiada genera productos finales con un valor de pH entre 7 y 8, en cambio, valores por

debajo de ese intervalo, podrian ser indicativos de problemas de anaerobiosis, dando como resultado
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un compost inmaduro y de baja calidad agrondmica (Silva y col., 2014; Millan y col., 2018). En este
trabajo, los extractos procedentes de los protocolos CEP-2, CEP-3 y CEP-4 fueron en general mas
alcalinos, entre 8,1 y 8,4, mientras que los extractos procedentes del protocolo CEP-1 mostraron

valores de pH ligeramente mds bajos, aunque también muy cercanos a 8.

Otro hecho a considerar es cdmo influye el tipo de compost utilizado, sobre los valores de pH de los
distintos extractos. En la Figura 12B, se puede observar que los valores de pH de los extractos, fueron
muy diferentes en funcién de la procedencia de los compost. Los valores de pH a partir de los extractos
RAA-1 fueron muy variables y dependientes del protocolo de extraccidon, oscilando entre valores de
7,6 y 8,2. Sin embargo, los valores de pH fueron mas similares, entre 8,2 y 8,4, y menos dependientes
de los protocolos de extraccion, en el caso del compost RAA-3. Es posible que las diferencias
observadas respecto al pH se deban, no sdlo a las caracteristicas de los protocolos de extraccion, sino
también a las peculiaridades intrinsecas de cada materia prima, las cuales, aln siendo similares,
pudieron ser muy distintas en cuanto a composicion, y condiciones operacionales aplicadas durante el

proceso de compostaje.

4.1.2. Determinacion de la conductividad eléctrica de las muestras

Cabe destacar que la conductividad eléctrica de los extractos oscil6 entre 6,8 y 9,2 mS/cm (Figura 13A),
en funcidn del protocolo de extraccion aplicado. Teniendo en cuenta que, valores de conductividad
por encima de 4 mS/cm, podrian ser indicativos de un alto contenido de sales en los extractos, cabria
esperar que estos provocaran efectos negativos sobre la germinacidn de las semillas, ya que en todos
los casos se supera dicho valor (Lasaridi y col., 2006). Respecto a las diferencias observadas entre
protocolos, en términos generales los extractos CEP-1, CEP-3 y CEP-4 oscilaron en un rango de
conductividad entorno a 6,8 y 8,4, seguidos de los extractos CEP-2, que mostraron valores de salinidad

significativamente superiores llegando incluso a superar conductividades de 9,2 mS/cm.

Por otro lado, teniendo en consideracidn la influencia del tipo de compost respecto a los resultados de
conductividad eléctrica (Figura 13B), se pudo observar una menor variabilidad de los datos a partir de
los extractos procedentes de RAA-1, oscilando estos entre 7,6 y 9,0 mS/cm. En este caso concreto, no
se detectaron claras diferencias significativas para la conductividad a partir de los extractos RAA-1. Sin
embargo, los extractos derivados del compost RAA-3, si mostraron valores de conductividad muy
variables y diferentes, en funcién de los protocolos aplicados. Asi, los datos mas bajos de conductividad
se recogieron a partir de los extractos CEP-1 y CEP-3. No obstante, en este ultimo caso, se esperaba
obtener una conductividad superior, ya que el protocolo alcanza los 70 °C y podria favorecer la

presencia de sales solubles en el extracto (Visconti y de Paz, 2016).
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Figura 13. (A) Test de Minima Diferencia Significativa de Fisher (LSD) al 95% de confianza para la
variable conductividad eléctrica (mS/cm); (B) Representacion grafica de la variable Conductividad

Eléctrica (mS/cm) respecto a la interaccidon “Protocolo de Extraccion x Materia prima”.

4.1.3. Determinacion de la concentracion de compuestos fendlicos

La presencia de compuestos fendlicos en los extractos merece especial atencion, ya que pueden

afectar negativamente al indice de germinacién de semillas (Morthup y col., 1998).

En lineas generales, fue tras la aplicacion del protocolo CEP-3 cuando se obtuvieron las mayores
concentraciones de compuestos fendlicos, en torno a 240-270 mg/L (Figura 14A). Este resultado podria
explicarse en funcidn de las caracteristicas intrinsecas al protocolo CEP-3, siendo este en el que se
aplicaron las temperaturas mas elevadas de extraccion (70 °C). En relacidén al resto de protocolos que
utilizaron temperaturas de extraccidn mas suaves, la concentracién de fendlicos en los extractos fue

significativamente menor, no superando en general, los 100 mg/L.
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Figura 14. (A) Test de Minima Diferencia Significativa de Fisher (LSD) al 95% de confianza respecto a la
variable concentracion de compuestos fendlicos (mg/L); (B) Representacion grafica de la concentracion

de fendlicos (mg/L) respecto a la interaccidn “Protocolo de Extraccidén x Materia prima”.

La composiciéon de las muestras de compost utilizadas para la obtencion de extractos, fue
determinante a la hora de extraer distintas cantidades de compuestos fendlicos. De este modo, en
lineas generales, la concentracidn de fendlicos fue siempre superior a partir de los extractos derivados
del compost RAA-1. En cualquier caso, la aplicacién del protocolo CEP-3 dio lugar a la extraccidn de

cantidades similares de fendlicos a partir de ambas muestras (Figura 14B).
4.2. Caracterizacion bioldgica de los extractos de compost

4.2.1. Indice de germinacién (Test de Zucconi)

El calculo del indice de Germinacién (IG) resulta de gran utilidad a la hora de determinar la posible
fitotoxicidad de extractos de compost sobre los estados mas tempranos de desarrollo vegetal (Zucconi
y col., 1981). Para ello se tiene en cuenta el porcentaje de germinacion de semillas indicadoras, como
es el caso del berro (Lepidium sativum), y la longitud de la radicula. En términos generales, el caracter
fitotdxico de una muestra de compost va a estar determinado por la idoneidad del proceso llevado a
cabo, de forma que si el compostaje se realiza correctamente, dando lugar a un compost estabilizado
y maduro, se elimina el riesgo de fitotoxicidad y, en contrapartida, se potencia el caracter

biofertilizante y fitoestimulante del producto final (Selim y col., 2012).
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En la Figura 15A se representan los valores globales de I1G en funcion del protocolo de extraccién. En
ella se establecen 3 grupos de homogeneidad claramente diferenciados. Por un lado, el grupo formado
por los protocolos CEP-1y CEP-2, en los que se detectaron valores de |G no fitotoxicos (80-100%); en
segundo lugar, el grupo formado exclusivamente por los extractos derivados del protocolo CEP-3, que
mostré un efecto claramente fitotdxico; y por ultimo, el grupo formado por los extractos derivados del
protocolo CEP-4, los cuales mostraron un ligero efecto fitoestimulante.

Medias y 95,0% de Fisher LSD

A 139 |—
— 119 _—
= B |
= -
= »
=
= 99|
E -
a
- I 1
@ 79 |—
= -
= -
= »
- 59 |—
CEP-1 CEP-2 CEP-3 CEP-4
Protocolos de Extraccidon
P —
150 — P \
L /
g 120 e
= -
:g L Materia prima
L] RAA-1
c 90 -
= | —uw— RAA3
E C
a 60 —
k-] -
@
2 -
E 30 — -
r \
0 \_/
CEP-1 CEP-2 CEP-3 CEP-4

Protocolos de Extraccion
Figura 15. (A) Test de Minima Diferencia Significativa de Fisher (LSD) al 95% de confianza para el indice
de Germinacidn (%); (B) Representacién grafica del indice de Germinacién (%) respecto a la interaccién

“Protocolo de Extraccidn x Materia prima”.

Por otra parte, tal y como se observa en la Figura 15B, el valor del indice de Germinacién (IG) en
semillas de berro no se vio afectado por el protocolo de extraccion en el caso de los extractos derivados
de RAA-1, alcanzandose valores de |G neutros, en torno al 80%. Sin embargo, en el caso de los extractos
derivados de RAA-3, se observaron grandes diferencias en funcion del protocolo aplicado. Asi, los
extractos CEP-1 y CEP-2 mostraron porcentajes de germinacién en torno al 90%, mientras que los

extractos CEP-3 fueron extremadamente fitotdxicos (IG < 20%).

Varios autores han relacionado negativamente la inmadurez y fitotoxicidad de un compost con la
salinidad, la relacion C/N y los fenoles solubles totales (Barral y Paradelo, 2011; Luo y col., 2018;
Mohamed y col., 2020). A la vista de los resultados obtenidos, es evidente que el caracter fitotdxico de
un determinado extracto de compost no esta determinado por un Unico factor, sino que puede ser
debido a una combinacién de factores, que en conjunto afectan al desarrollo temprano de la planta.

De forma sorprendente, se detectaron valores de IG superiores al 130% con la aplicacién de extractos
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derivados del protocolo CEP-4 a partir de la muestra RAA-3, lo que se interpretéd como un efecto

fitoestimulante muy relevante, en comparacion a lo observado para el resto de extractos.

4.2.2. Caracterizacidon enzimatica: Ensayos cualitativos

La caracterizacién enzimatica cualitativa de los extractos de compost obtenidos a partir de los
diferentes protocolos de extraccién, se llevd a cabo mediante la siembra en medios de cultivo
selectivos para la determinacion de las proteasa, peroxidasa, lipasa, amilasa, celulasa y quitinasa
(apartado 3.4.). Dichas actividades se encuentran relacionadas directa o indirectamente con el efecto
biopesticida de los extractos (Jurado y col., 2014; Chaibub y col., 2016; Philip y col., 2020).

En términos generales, se puso de manifiesto que los extractos procedentes del compost RAA-1
mostraron una mayor diversidad enzimatica, en contraste con los resultados obtenidos a partir de los
extractos RAA-3 (Figura 16). Cabe destacar que no se detect6 actividad quitinasa, a partir de ninguno
de los extractos evaluados. Por otra parte, en los extractos procedentes del compost RAA-3, ademas
de la ausencia de actividad quitinasa, se pudo detectar un descenso de la biodiversidad enzimatica
sobre todo a partir de los extractos CEP-3 y CEP-4, a partir de los cuales tampoco fue posible detectar

actividad amilasa.
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Figura 16. Caracterizacién de los perfiles de Biodiversidad enzimatica cualitativa a partir de los

extractos de compost obtenidos mediante los distintos protocolos de extraccion.

En la Figura 17, se muestran las fotografias que ponen de manifiesto algunas de las actividades

enzimaticas detectadas a partir de los extractos.
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Figura 17. Lectura de las pruebas realizadas para la evaluacién de la biodiversidad enzimatica. 1:
Actividad celulolitica; 2:Actividad amilolitica; 3: Actividad lipolitica; 4: Actividad proteolitica; 5:

Actividad ligninolitica-peroxidasa.

4.2.3. Espectro antagonico de los extractos frente al crecimiento de hongos y

oomicetos fitopatdgenos

Hoy dia, el compost y sus extractos acuosos son considerados una fuente importante de
microorganismos beneficiosos, que muestran multiples capacidades. Destaca la capacidad para actuar
como biopesticidas frente a otros agentes fitopatdgenos productores de enfermedades tan relevantes
como el damping-off o la podredumbre gris (Bernal-Vicente y col., 2008; Koné y col., 2010; Pane Yy col.,
2014; Mengesha y col., 2017). Asi, el ultimo objetivo de este Trabajo Fin de Grado consistié en evaluar
la actividad antagonista in vitro de los extractos de compost frente al crecimiento de diferentes hongos
y oomicetos fitopatdgenos. Los agentes fitopatégenos evaluados se agruparon en funcién del tipo de

transmisién y del dafio provocado en la planta:

- Hongos vasculares: Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum f.sp. melonis
- Oomicetos vasculares: Pythium ultimum y Phytophthora capsici

- Hongos foliares: Botrytis cinerea y Alternaria alternata

En la Figura 18, se muestra el indice de Inhibicién (%) del crecimiento de hongos y oomicetos
fitopatogenos tras ser enfrentados a los distintos extractos de compost. En términos generales, los
extractos procedentes del compost RAA-1 presentaron un espectro antagonista mas amplio que los
procedentes del compost RAA-3 (Figura 18A). Cabe destacar, ademas, que la inhibicién del crecimiento

del oomiceto Pythium ultimum fue minima o incluso indetectable (Figura 18A y 18B), hecho que puso
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de manifiesto la baja susceptibilidad de este agente fitopatdégeno a los extractos de compost
ensayados. Por otra parte, mientras que los extractos CEP-2 y CEP-4 procedentes de la muestra RAA-
1, fueron especialmente efectivos frente a R. solani (Figura 18A), los extractos CEP-2, CEP-3 y CEP-4
procedentes de RAA-3, lo fueron frente al oomiceto P. capsici. Este hecho revelé que la susceptibilidad
de los agentes fitopatégenos a los distintos extractos de compost tiene un cardcter altamente
especifico, y viene determinada por las propiedades fisico-quimicas y bioldgicas de dicho extracto.
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Figura 18. Representacion gréfica de los porcentajes de inhibicidon del micelio de los hongos causados

por los extractos acuosos de compost correspondientes a los residuos RAA-1 (A) y RAA-3 (B).

Los resultados obtenidos en este trabajo con respecto a P. ultimum, discrepan de aquellos observados
en otros trabajos similares en los que se han llegado a detectar porcentajes de inhibicién entre 30 y
60% (Sanchez San Fulgencio y col., 2018). Estos resultados revelan que el control de P. ultimum puede

ser extremadamente dependiente de las caracteristicas del compost y de sus extractos.

A continuacidn, se representa el efecto inhibitorio global respecto a los protocolos de extraccidn, sin
tener en cuenta la procedencia de los compost. En la Figura 19 se muestran los resultados de inhibicion

%) relativos a los hongos productores de dafios foliares (B. cinerea y A. alternata) y en la Figura 20
(%) gos p y y g
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aquellos que corresponden a hongos y oomicetos vasculares (F. oxysporum f.sp. melonis, P. capsici y

P. ultimum).
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Figura 19. Test de Minima Diferencia Significativa de Fisher (LSD) al 95% de confianza para los hongos

foliares Botrytis cinerea (A) y Alternaria alternata (B).

Globalmente, los extractos derivados del protocolo CEP-1 dieron lugar a los valores mas bajos de
inhibicion frente a los seis patdégenos ensayados (Figuras 19 y 20). Sélo en el caso de A. alternata los
resultados de inhibicidn provocados por los extractos CEP-3 fueron similares a los observados en CEP-
1 (Figura 19A). A la vista de los resultados observados en ambas figuras, salta a la vista que la respuesta
de los distintos hongos y oomicetos a la presencia de los extractos de compost es muy variable. El
indice de inhibicidn para el crecimiento de hongos foliares oscilé en un rango de 20-40% (Figura 19),
aproximadamente, mientras que en el caso de F. oxysporum f.sp. melonis el intervalo un poco mas
amplio, aunque se detectaron valores mas bajos (11-36%) (Figura 20A). Fueron mas notables, sin
embargo, los valores de inhibicion mostrados por parte de R. solani y P. capsici, ya que en algunos
casos se alcanzaron valores de inhibicidn superiores al 50% o 65%, respectivamente (Figuras 20B y C).
Las determinaciones realizadas en este trabajo tienen solo un caracter preliminar a la hora de explicar
de forma objetiva la respuesta de los patdgenos a la presencia de los extractos de compost ya que, la
capacidad antagonista de un extracto de compost puede ser de muy diverso origen e implicar la
presencia de grupos microbianos especificos, o la presencia de enzimas, antimicrobianos o

compuestos bioactivos como el acido salicilico o el cianuro de hidrégeno, entre otros (Wu y col., 2008).
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Fusarium oxysporum f.sp. melonis
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Figura 20. Test de Minima Diferencia Significativa de Fisher (LSD) al 95% de confianza para los hongos

vasculares Fusarium oxysporum (A), Rhizoctonia solani (B) y Phytophthora capsici (C).

El-Masry y col. (2002) pudieron confirmar que determinados extractos acuosos de compost eran
supresores de patdgenos transmitidos por el suelo y que esta supresion diferia segun el tipo de
extracto. En términos generales el efecto supresor podria deberse principalmente a la presencia de
hongos y bacterias autdctonas, tales como Trichoderma spp., Pseudomonas putida, Xanthomonas sp.
y Bacillus sp. (Mehta y col., 2014). Estos microorganismos antagonistas pueden actuar mediante
antibiosis (Jing y col. 2007) o mediante competencia nutricional y espacial (Bloemberg y Lugtenberg,
2001). Sin embargo, sélo algunas bacterias son capaces de producir estos metabolitos antifingicos, lo
que podria explicar la diferencia observada en los indices de Inhibicién generados tras la aplicacién de

los distintos extractos. Por otro lado, diversos estudios ponen de manifiesto, que la capacidad
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inhibitoria de los compost y sus extractos podria ademas estar asociada, con las caracteristicas
abidticas de los compost, en lo que respecta a contenido en moléculas humicas, fendlicas o
antifungicas termolabiles y de bajo peso molecular, asi como al pH, la relaciéon C/N y la madurez del
compost original. (Marambe y Ando, 1990; Bernal-Vicente y col., 2008; Koné y col., 2010; Mengesha y
col., 2017; Martinez-Gallardo y col., 2019; Pané y col., 2019).

Los resultados obtenidos permitieron evaluar globalmente la eficacia de los protocolos de extraccién
sobre los indices de inhibicidn. De este modo, se puede intuir una mayor efectividad de los extractos
obtenidos a partir de los protocolos CEP-2 y CEP-4, seguidos por CEP-3 y por ultimo, CEP-1. Sélo frente
a F. oxysporum f.sp. melonis los extractos CEP-3 resultaron ser mas antagonistas que el resto (Figura
20A), lo que pudo estar determinado por las caracteristicas especificas del extracto y por la
susceptibilidad de este hongo a la composicién del mismo.

No se obtuvieron resultados satisfactorios en lo que se refiere a la inhibicidn de P. ultimum por parte
de los extractos de compost, ni se observaron diferencias significativas entre extractos. Como ya se
indicado anteriormente, este hecho pone de manifiesto la baja susceptibilidad de este oomiceto al
efecto supresor de los extractos.

Por otro lado, la relacidn entre todas las variables estudiadas en este trabajo fue estudiada mediante
un analisis de correlacion de Pearson. En la Figura 21, el valor R oscila entre -1y +1, de manera que las
relaciones negativas entre los parametros se representan en azul oscuro, mientras que las relaciones
positivas se muestran en rojo. Las casillas marcadas con una X, muestran aquellas correlaciones entre
variables que no fueron significativas.

Correlaciones Pearson Producto-Momento
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Figura 21. Representacién del analisis de correlacién Pearson donde el valor de R oscila entre -1 (azul
oscuro) y +1 (rojo). FOM: Fusarium oxysporum f.sp. melonis; Pcap: Phytophthora capsici; Rs:
Rhizoctonia solani; Pu: Pythium ultimum; Alt: Alternaria alternata; Bc: Botrytis cinerea; CF: Compuestos

Fendlicos; CE: Conductividad Eléctrica; IG: indice de Germinacion.

A partir de los resultados derivados del andlisis de correlacion, destaca la relacidon negativa entre la
concentracidn de compuestos fendlicos (CF) y el grado de inhibicion frente a Alternaria alternata (Alt),

Pythium ultimum (Pu) y Rhizoctonia solani (Rs). Sin embargo, dicha variable afectd de forma contraria
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al crecimiento de P. capsici ya que, a mayor contenido en fendlicos, mayor susceptibilidad muestra

este oomiceto.

En cuanto al pardmetro conductividad eléctrica (CE) correlaciond positivamente con el grado de
inhibicion frente a los dos hongos foliares, Alternaria alternata (Alt) y Botrytis cinerea (Bc), mientras
gue el pH correlaciond negativamente con la inhibicién frente a ambos hongos, ademas, de con la

inhibicion frente a P. ultimum (Pu).

Se establecid, por otra parte, una estrecha relacién negativa entre el indice de Germinacién y la
inhibicion frente a FOM, lo cual podria estar relacionado con uno o0 mas componentes del extracto de
compost que provocan fitotoxicidad y ademas, ejercen un notable efecto de control sobre el
crecimiento de FOM. En términos practicos, esto podria ser un inconveniente, ya que dificilmente se

podran aplicar extractos efectivos frente a FOM, que resultan altamente tdxicos para la plantula.

Finalmente, segln revela el andlisis de correlacion mostrado en la Figura 21, la respuesta de los hongos
Rs, Bc, Alt y del oomiceto Pu frente a los extractos correlaciond positivamente, lo que puede ser de
enorme interés a la hora de disefar tratamientos comunes, de amplio espectro, a partir de extractos
de compost efectivos. Por el contrario, la respuesta de FOM y Pcap fue mas independiente del resto,
lo que da pie a pensar en tratamientos de control disefiados ad hoc para el control exclusivo de ambos

agentes patdgenos.

5. CONCLUSIONES

A continuacion, se describen las conclusiones mas relevantes derivadas del trabajo desarrollado:

i Los extractos acuosos derivados de compost elaborados a partir de restos agroalimentarios
muestran un importante potencial biopesticida frente a hongos y oomicetos fitopatdgenos
causantes de graves enfermedades en el entorno agricola Almeriense.

ii. La aplicaciéon de distintos protocolos de extraccidn, asi como la procedencia de las muestras,
repercuten de forma significativa en las caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas de los
extractos. Asi, cabe destacar que la aplicacidon de protocolos mas agresivos desde el punto de
vista térmico, deriva en la obtencion de extractos con una concentracién mayor de
compuestos fendlicos, lo que puede afectar directamente al caracter biopesticida de los
mismos.

iii. La susceptibilidad de los agentes fitopatdgenos es muy variable, asi como también el grado de
inhibicion provocado a partir de los extractos aplicados. En general, el hongo Botrytis cinerea
y el oomiceto Phytophthora capsici resultaron ser mas susceptibles que el resto, mientras que
ninguno de los extractos destacé por su eficacia frente a Pythium ultimum.

iv. Ala hora de aplicar un determinado extracto de compost con fines biopesticidas, hay que tener
en cuenta no sélo el espectro de actuacién antagonista que presenta, sino también su caracter

fitotdxico, ya que la aplicacién de protocolos de extraccion mas agresivos, podria derivar en el

41



incremento de compuestos téxicos que afectarian a la planta en estados tempranos de
desarrollo.
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