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Resumen

La supresion de enfermedades producidas por patégenos del suelo mediante compost en
los cultivos horticolas se ha atribuido muy especialmente a la actividad antagonista de los mi-
croorganismos. Una gran diversidad de agentes de control biolégico colonizan naturalmente el
compost. Esto es especialmente importante para el control de oomicetos patégenos del suelo.
El propésito de este trabajo fue determinar la capacidad supresora del compost de orujo de vid
frente a Fusarium oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum, Rhizoctonia solani, Pythium aphaniderma-
tum y Phytophthora nicotianae var. parasitica (P. parasitica). Previamente, se realizaron ensayos
de antagonismo in vitro con 432 microorganismos obtenidos del compost de orujo de vid. Siete
microorganismos fueron seleccionados para el enriquecimiento del compost para el bioensa-
yo Rhizoctonia solani en rabano, Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum en meldn, Phyto-
phthora parasitica en tomate y dos para Pythium aphanidermatum en pepino. Estos experimen-
tos indican que el compost de orujo de vid reduce la severidad de la enfermedad causado por
Pythium, pero no se produce supresién ni disminucién de la severidad de la enfermedad causada
por los hongos fitopatdégenos Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum f.sp. radicis-cucumerinumy
Phytophthora parasitica. El enriquecimiento del compost o vermiculita con los microorganismos
seleccionados no incrementa el efecto supresor.

Palabras clave: Compost de vid, Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum, Rhizoctonia sola-
ni, Pythium aphanidermatum y Phytophthora nicotianae var. parasitica, supresividad, control bio-
l6gico.

Summary
Suppression of soil-borne mycosis by grape marc compost in vegetable seedlings

Suppression of soil-borne diseases of horticultural crops by compost has been attributed to
the activities of antagonistic microorganisms. A great diversity of biological control agents natu-
rally colonize compost. This is especially true for biological control agents effective against the
soilborne Oomycete pathogens. The purpose of this research was to determine the suppressive
capacity of grape marc compost against Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum, Rhizoc-
tonia solani, Pythium aphanidermatum and Phytophthora parasitica. Previously, antagonist in vit-
ro assay were performed with 432 microbial morphologies isolated from grape marc compost.
Seven microorganisms were selected for further bioassay with radish-Rhizoctonia solani, melon-
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum, and tomato-Phytophthora parasitica and two mi-
croorganisms for cucumber-Pythium aphanidermatum. Those experiments indicate, that grape
marc compost reduce the severity of Pythium dumping-off on cucumber, but do not reduce the
severity of Phytophthora root rot on tomato, Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum on
melon and Rhizoctonia solani on radish. The enrichment of compost or vermiculite with the se-
lected microbes for compost do not improved the suppressive effects.

Keywords: Disease suppressivity, Biological control, Microbial antagonisms, grape marc compost,
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum, Rhizoctonia solani, Pythium aphanidermatum and
Phytophthora nicotianae var. parasitica,
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Introduccion

Los sustratos supresivos son aquellos, en los que a
pesar de la presencia de cultivos susceptibles y de con-
diciones favorables a la aparicién de la enfermedad, los
patégenos no son capaces de manifestarse, su presen-
cia no determina el desarrollo de la enfermedad, o ésta
comienza a manifestarse pero tiende después a desapa-
recer (Cook & Baker 1983), lo que implica que en estos
medios se entorpecen o impiden una o varias etapas de
la patogénesis o la instalacion del patégeno.

En Espana se ha generalizado el empleo de las turbas
como principal e incluso en ocasiones, el Unico elemen-
to empleado en las producciones viveristicas y semille-
risticas. La generalizacién de su uso como componente
de los sustratos para cultivo en contenedor, se justifica
por sus excelentes propiedades fisicas (Baker 1957, Ver-
donck et al. 1983, Puustjarvi 1994) y a la escasa actividad
biolégica que alberga (Baker 1957, Waksmam & Puvis
1932),lo que, en principio,“simplifica su manejo”

La reducida actividad biolégica de las turbas se debe
al elevado grado de estabilidad de éstas, especialmente
las turbas negras, constituidas por materiales organicos
mucho mas estabilizados que albergan menores pobla-
ciones microbianas y éstas sobreviven menos tiempo
(Boehm et al. 1993). Esta reducida capacidad de acogida
de poblaciones microbianas es responsable de que mu-
chas de las turbas sean conductivas de enfermedades.
Las turbas denominadas rubias estdn menos descom-
puestas, tienen un alto contenido en celulosa y bajo en
lignina (Puustjarvi & Robertson 1975), pueden sostener
cierta actividad microbiana y llegar a ser supresitas de
micosis como la caida de plantulas y pudricién de rai-
ces por Pythium (Boehm & Hoitink 1992). Estas turbas
una vez extraidas y expuestas a condiciones aerdbicas
y enmendadas para elevar su pH, son colonizadas por
microorganismos que pueden inducir microbiostasis,
sobresaliendo entre ellos: ciertas bacterias (Boehm et al.
1993), ciertos hongos (Wolffhechel 1988) o ciertas cepas
de Streptomyces, que actian también por antibiosis (Ta-
hvonen 1993). No obstante, la mayor parte de los estu-
dios que se han realizado sobre los sustratos que contie-
nen algun tipo de turba o mezcla de éstas como Unico
componente organico, éstos se muestran conductivos
a las enfermedades de origen edéfico, particularmente
si son previamente desinfectados con vapor de agua
(Hoitink & Fahy 1986), tratamiento generalmente ne-
cesario en sustratos en viveros y semilleros que vayan
a ser reutilizados para eliminar posibles fitopatégenos
(Kavanagh 1972).

En la busqueda que se ha realizado en el mundo de
nuevos sustratos, obtenidos mediante compostado de
restos organicos, se ha encontrado en no pocas ocasio-
nes con el descubrimiento de un nuevo valor anadido
respecto a las turbas. Este valor anadido consiste en la
capacidad de reducir o suprimir, la incidencia de de-
terminadas enfermedades en las plantas, cuando estos
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sustratos se emplean como medio de cultivo.Es eviden-
te como esta propiedad es de notable interés en los sis-
temas de produccién vegetal antes descritos, y consti-
tuye una interesante alternativa en el control de los fito-
patégenos del suelo, el empleo de sustratos a base de
compost de restos organicos, considerados supresivos
o resistentes (Hoitink 1980, Hoitink & Fahy 1986, Migheli
& Aloi 1992, Whipps 1992, Hoitink et al. 1993b, Campbell
1994, Fahy et al. 1995, Hoitink et al. 1996).

El control de los patégenos no constituye una tarea
nada sencilla, y esta tarea es aun mas dificil cuando
abordamos el control de los patégenos teluricos, espe-
cialmente en sistemas de produccién intensiva. Los sis-
temas de produccién de plantas y planteles horticolas,
ornamentales y forestales, son especialmente sensibles
por la actual dependencia que se tiene de un sustrato
conductivo para estas enfermedades, como es la turba.
Esta situacion se produce también en las explotaciones
comerciales que emplean la turba como sustrato base
para el establecimiento final de los cultivos, practica esta
cada vez mas en desuso, ya que se sustituye la turba por
otros sustratos como la perlita, la lana de roca (sustratos
inertes) o la fibra de coco (sustrato organico), algunos
de ellos en principio conductivos dada su estado de es-
terilidad inicial. En el caso de la lana de roca se ha des-
crito la supresividad frente a Pythium aphanidermatum,
cuando el sustrato es colonizado por distintos tipos de
microorganismos como Pseudomonas fluorescens, Strep-
tomyces griseoviridis o Trichoderma harzianum, entre
otros (Postma et al. 2000).

Las estrategias de control tradicionalmente recomen-
dadas en determinados cultivos, como la rotacion, son
de dificil aplicacién en estos sistemas de produccién.En
las fases de semillero o vivero no hay una recuperacion
del sustrato, ya que éste es generalmente consumido en
el propio ciclo de produccion. En la fase de estableci-
miento de cultivos horticolas y ornamentales es dificil
que sea la problematica fitopatoldgica la que dirija la
ordenacion de los cultivos. Gullino & Garibaldi (1990)
justifican esta dificultad en dos hechos, por un lado la
amplia polifagia de algunos patégenos como Rhizoc-
tonia solani, Verticillium dahliae y algunas especies de
Pythium y, por otro, la exigencia del mercado consumi-
dor, que no consiente el cambio de los cultivos hortico-
las y ornamentales sobre la base de una mera necesi-
dad fitosanitaria. A estas dos consideraciones podemos
anadir el elevado tiempo de supervivencia de determi-
nadas estructuras de resistencia que condiciona turnos
de rotacién muy amplios. Existen otros condicionantes
agrondémicos, como la calidad del agua de riego, la ade-
cuacion de la estructura de produccion, e incluso la pro-
pia capacitacion o especializacién del productor en uno
0 en un numero reducido de cultivos que dificultan la
realizacion de rotaciones de cultivo eficaces.

Una medida, en principio recomendable, es el uso de
variedades resistentes o en su defecto tolerantes, de he-
cho, existen para la mayoria de las plantas cultivadas va-
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Tabla 1.Ejemplos de supresividad frente a enfermedades por los compost

MATERIAL
COMPOSTADO

PATOGENO

REFERENCIA

Corteza de frondosas

Phytophthora cinnamomi

Hoitink et al. 1977
Sivasithamparam 1981
Spencer & Benson 1981, 1982
Blaker & MacDonald 1983
Hardy & Sivasithamparam 1991

Phytophthora citricola

Spencer & Benson 1981
Hardy & Sivasithamparam 1991

Phytophthora drechleri

Hardy & Sivasithamparam 1991

Phytophthora nicotianae var. nicotianae

Hardy & Sivasithamparam 1991

Pythium ultimum

Daft etal. 1979
Cheneta., 1987
Chen etal. 1988

Rhizoctonia solani

Daft et al. 1979

Stephens et al. 1981

Nelson & Hoitink 1982,1983
Kuter et al. 1983

Stephens & Stebbins 1985

Fusarium oxysporum

Chef etal 1983
Cebolla & Pera 1983
Trillas-Gay et al. 1986
Hoitink et al. 1991

Nematodos Malek & Gartner 1975
McSorley & Gallear 1995
Corteza de pino Phytophthora spp Sivasithamparam 1981
Spencer & Benson 1981, 1982
Pythium spp Gugino etal. 1973

Zhang et al. 1996

Fusarium oxysporum

Chefetal 1983
Couteadieur et al. 1987
Pera & Calvet 1989

Orujo de uva

Pythium aphanidermathum

Mandelbaum et al. 1988

Rhizoctonia solani

Gorodecki & Hadar 1990

Sclerotium rolfsii

Gorodecki & Hadar 1990
Hadar & Gorodecki 1991

Orujo de aceituna

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi

Pera & Calvet 1989

Lodos depuradora

Pythium spp.

Lumsden et al. 1983

Residuos sélidos
urbanos

Rhizoctonia spp.

Mathot 1987

Estiércol de ganado

Pythium aphanidermatum

Mandelbaum et al. 1988
Mandelbaum & Hadar 1990

Phytophthora nicotianae var. nicotianae

Szcaech etal. 1993

Rhizoctonia solani

Gorodecki & Hadar 1990

Sclerotium rolfsii

Gorodecki & Hadar 1990

Fusarium oxysporum

Garibaldi 1988
Szczech etal. 1993

Lodos industria
cervecera

Pythium graminicola

Craft & Nelson 1996

Residuos raiz regaliz

Pythium aphanidermatum

Hadar & Mandelbaum 1988
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riedades resistentes a algunos de los mas importantes
fitopatdgenos del suelo. Sin embargo, existen limitacio-
nes al uso de las mismas, puesto que es muy dificil de-
sarrollar cultivares resistentes frente a varios patégenos,
incluso con las actuales técnicas moleculares. Adem4s,
la rapida erosién de la resistencia por la aparicion de
nuevas razas, hace que se tenga que utilizar con cierta
prudencia los cultivares resistentes dentro del sistema
productivo (Rodriguez-Kabana 1997, Avilés 1998). A
esta situacién, hay que afiadir, al menos en los sistemas
intensivos de produccién de hortalizas, la rapidez con
que se incrementa el numero de problemas fitosanita-
ros en los cultivos. Este hecho dificulta notablemente
los programas de mejora vegetal para la obtencién de
variedades resistentes a estos nuevos patdgenosy a su
vez resistentes a los preexistentes.

La practica mas habitual para resolver los problemas
asociados a patdégenos de los suelos y sustratos, es la
desinfeccién del medio. La desinfeccién con fumigan-
tes quimicos y con vapor de agua es hoy la practica de
control mas difundida en la mayoria de los cultivos hor-
ticolas y ornamentales. Chellemi et al.(1994) consideran
que estas practicas, cuando son realizadas de forma
adecuada, son bastante eficaces, permitiendo la elimi-
nacion total o parcial de los patégenos del medio hasta
35 cm de profundidad. La “eficacia” indicada por estos
autores es claramente discutible si consideramos la du-
rabilidad del proceso; la realizacion de desinfecciones
de suelo ha conducido en muchas ocasiones a una di-
namica de reiteracion del proceso todas las campanas.
Ejemplos claros de esta dindmica los encontramos el las
aplicaciones anuales de Bromuro de metilo que se “rea-
lizaban” (aun estan permitidos algunos usos criticos) en
los cultivos de pimiento de Murcia y Alicante, en los de
tomate de Valencia, en los de fresa de Huelva o en los de
clavel de Cadiz y Sevilla. La desinfeccién del terreno o
del sustrato de cultivo crea un “vacio bioldgico” después
de la desaparicion casi total de la microflora presente,
que permite la rapida recolonizacién de los fitopatoge-
nos supervivientes o de otros introducidos accidental-
mente. La eliminacién del Bromuro de metilo ha dado
pie al desarrollo de otros sistemas mas racionales de
desinfeccién del suelo, como son la biofumigacién y la
biosolarizacion, sistemas en los que la materia organi-
ca recupera parte de su“valor perdido”en la agricultura
(Tello et al.2006).

La caracteristica que queremos destacar en el pre-
sente trabajo es la capacidad supresora que presentan
los sustratos a base de compost, frente a las principales
enfermedades fungicas de origen edafico (Hoitink 1980,
Hoitink & Fahy 1986, Hoitink et al. 1993a,b, Campbe-
[1 1994, Hoitink et al. 1996). Durante los ultimos treinta
anos se ha desarrollado un importante cuerpo de cono-
cimientos sobre el control biolégico y ambiental de las
enfermedades de origen telurico asociado con el em-
pleo de sustratos elaborados con compost. Este desa-
rrollo se inicié en la produccién de planta ornamental en
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maceta (Hoitink et al, 1975, Hoitink & Kuter 1985), pero
actualmente se estd extendiendo a todos los cultivos
en sustratos (Campbell 1994, Avilés 1998). La mayoria
de los compost poseen supresividad natural frente a las
podredumbres radicales producidas por Phytophthoray
Pythium, aproximadamente el 20% de los compost po-
seen supresividad natural frente a la caida de plantulas
producida por Rhizoctonia (Krause et al. 1997, Hoitink &
Boehm 1999),y menos del 10% de los compost inducen
resistencia sistémica en las plantas (Zhang et al. 1996,
1998, Hoitink & Boehm 1999). En la tabla 1, se recogen
algunos de los ejemplos de supresividad frente a enfer-
medades por los compost.

La supresividad en los compost al igual que sucede
en los suelos, puede estar ligada a distintos factores de
naturaleza fisica, quimica o bioldgica, factores que estan
entre si muy interrelacionados. Entre los factores fisicos
podemos destacar la granulometria; este factor esta a
su vez intimamente ligado a propiedades como la capa-
cidad de aireacién, de retencién de agua, la infiltracién,
el contenido de humedad y la densidad aparente. Entre
los factores quimicos podemos sefalar las relaciones
C/N y lignina/celulosa, la conductividad eléctrica, sali-
nidad, el pH y la presencia de ciertas sustancias téxicas
en la fase liquida que afectan a la incidencia de enfer-
medades producidas por fitopatégenos del suelo. Entre
los factores biolégicos encontramos diversos y variados
microorganismos, responsables del control biolégico
mediante uno o varios de los mecanismos que indica
Lockwood (1988), la competicidn, la antibiosis, el para-
sitismo/depredacion y la resistencia sistémica inducida.
Hoitink & Fahy (1986) consideran que la microbiota de
los compost es la principal responsable de la existencia
de fenomenos de supresividad a enfermedades en los
compost.

En el presente trabajo se evalla la supresividad na-
tural del compost de vid, asi como la supresividad del
mismo cuando éste se enriquece con microorgasnis-
mos de control biolégico asilados del mismo compost
y ensayados in vitro, empleando para ello los modelos:
Pyhtium aphanidermatum-pepino, Rhizoctonia solani-
rabano, Fusarium oxysporum f.sp. radicis —-cucumerinum-
meldn y Phytophthora parasitica-tomate. La eleccién de
estos patégenos estd motivada por su importancia en
los cultivos intensivos bajo invernadero espafioles y por
su ubicuidad.

Material y Métodos

Evaluacioén in vivo de la capacidad supresora del
compost de orujo de vid

El objetivo principal es estimar,en una primera aproxi-
macién, los posibles efectos supresivos del compost de
orujo de vid frente a un grupo de hongos fitopatdégenos
del suelo que producen enfermedades tanto en semi-
lleros como en cultivos bien establecidos, comparando
este efecto con otro sustrato (vermiculita) y conocer los



Supresividad del compost de orujo de vid frente a micosis edéficas de plantulas de hortalizas ___ 53

efectos de la desinfeccién previa del mismo sobre esa
posible supresividad (compost de orujo de vid tratado
térmicamente con calor seco a 60 °C durante 6 dias).

Durante estos ensayos se opt6 realizar la pregermi-
nacién de las semillas, aunque se prescindié de la inte-
raccion patégeno-huésped durante la germinacién de
la semilla, estado susceptible a la infeccién por ciertos
patégenos asociados a la muerte de semillas en pree-
mergencia (Jiménez-Diaz 1990). Esto nos permitié no
imputar al patégeno las posibles marras de nascencia
debidas a la posible fitotoxicidad del compost. Se pre-
germinaron las semillas correspondientes para cada en-
sayo en camara humeda a 25 °C y oscuridad, y se trans-
plantaron a macetas de 300 mL a razén de 6 semillas
por maceta en los distintos sustratos empleados (vermi-
culita, compost tratado térmicamente a 60 °C durante 6
dias y compost sin tratamiento). Se realizaron 5 repeti-
ciones con 6 plantulas cada una para cada fitopatégeno
y microorganismo antagonista utilizado.

Se inoculdé un matraz de 500 mL con 200 mL de me-
dio liquido PD (0,2% en glucosa) con una colonia de
cada uno de los distintos microorganismos antagonis-
tas seleccionados en un ensayo previo in vitro (datos
no publicados) y se incubaron a 25 °Cy 150 rpm en un
agitador orbital durante 36 h en el caso de bacterias y
actinomicetos o 96 h en el caso de cepas fungicas. El
volumen necesario de indculo se multiplicé en funcion
del nimero de macetas a enriquecer. A la semana del
transplante se regaron los sustratos con 100 mL de los
distintos inéculos antagonistas crecidos en medio PD
(0,2% en glucosa) a una diluciéon 107. Se inocula un ma-
traz de 500 mL con 200 mL de medio liquido PD (0,2%
en glucosa) con 4 discos de micelio de 5 mm de didme-
tro, de los distintos hongos fitopatdgenos ensayados y
se incubd a 25 °Cy 150 rpm en un agitador orbital du-
rante 96 h. El volumen necesario de in6culo se multipli-
c6 en funcion del nimero de macetas a enriquecer. La
inoculacion del fitopatdgeno se realizé en el estado de
apunte de primera hoja verdadera mediante el riego al
sustrato de una unidad de inéculo en cada maceta. La
unidad de inéculo consistié en 100 mL de una dilucién
1:10 del cultivo obtenido. Las unidades experimentales
mas complejas estaban compuestas por bandejas con
8 macetas cada una, distribuyéndose al azar los distin-
tos antagonistas ensayados: 7 (Burkholderia glumae,
Achromobacter xylosoxidans, Corynebacterium pseudo-
diphtheriticum, Corynebacterium jeikeium, Fusarium so-
lani, Aspergillus parasiticus y Aspergillus fischerianus en
el caso de los ensayos Rhizoctonia solani en rabano, Fu-
sarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum en melén, y
Phytophthora parasitica en tomate. En el caso Pythium
aphanidermatum en pepino, dado que sélamente se
evaluaron dos antagonistas (Aspergillus parasiticus [an-
tagonista n° 13] y Aeromonas hydrophila [70]), la unidad
experimental fue mas reducida. Las macetas se coloca-
ron en las bandejas sobre placas de Petri que evita la
posibilidad de contacto entre los lixiviados de macetas

vecinas.Las plantas se regaron con una frecuenciay mé-
dulo de riego adaptado al estado de desarrollo, hasta el
final del ensayo y fueron fertirrigadas en riegos alternos
con el fertilizante comercial complejo (Hakaphos verde
15.10.15 2 MgO Compo), aplicado a una concentracion
de 2 g/L.Laevaluacion de laincidencia de la enfermedad
se realizé a lo largo de 45-50 dias, realizando 4 lecturas
del ensayo. La severidad de los sintomas se clasificaron
en cuatro categorias: 1. Planta muerta; 2. Planta con da-
fios muy severos; 3. Manifestacién de sintomas mode-
rados y 4. Planta sana. Tras la eliminacién de todas las
plantas del ensayo, se realizé una segunda siembra so-
bre el mismo sustrato donde se realiz6 la primera siem-
bra, igualmente con semillas pregerminadas. A éstos no
se le realizé ninguna aplicacién mas, ni de antagonista
ni de fitopatdgeno. Se sigue el mismo procedimiento y
se afadié una categoria mas en el andlisis de severidad
de la enfermedad: 5, no emergencia de la plantula. Los
valores de severidad de la enfermedad de las distintas
plantas presentes en una misma maceta fueron trans-
formados en un indice de enfermedad. Finalmente, se
realizo el tratamiento estadistico con el programa STAT-
GRAPHICS 5.1 (SGS.2001).

Resultados

Evaluacioén in vivo de la capacidad supresora del
compost de orujo de vid

Para determinar la supresividad natural del compost
en los ensayos in vivo, se emplearon las especies vegeta-
les antes indicadas crecidas en distintos sustratos (com-
post sin tratar, compost tratado térmicamente durante
6 dias a 60 °C y vermiculita esterilizada en autoclave),
inoculados con los distintos patégenos.

La forma de realizar la inoculacién de los patégenos
en los distintos ensayos es un hecho de notable in-
fluencia en la valoracion de la supresividad natural del
compost. En la bibliografia no encontramos unos pro-
cedimientos definidos y aceptados por todos los auto-
res para la evaluacion de la supresividad natural de los
compost, existiendo notables diferencias tanto en la
forma de multiplicar los inéculos patégenos, como en
la forma y dosis de aplicacion de los mismos en estos
ensayos.Este hecho dificulta la comparacién de la valo-
racion de los compost obtenidas en distintos trabajos.
Asi, autores como Gorodecki & Hadar (1990) evaltan
la supresividad natural frente a Rhizoctonia solani del
compost de orujo de vid, empleando turba como sus-
trato testigo y utilizando dosis de inéculo que llegan a
producir una mortandad superior al 80% en los testi-
gos. Erhart et al. (1999) evaluan la supresividad frente
a Pythium ultimum, de 16 compost de residuos sélidos
organicos urbanos y de un compost de orujo de vid (en
proporcién 30:70 compost y sustrato turba con arena),
empleando también una mezcla 2:1 (v/v) turbay arena
como sustrato testigo y alcanzando un mortandad en
los testigos del 60%. Avilés (1998), cuando evalua la su-
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Figura 1.Indice medio de enfermedad obtenido de las tres lecturas realizadas en plantas de tomate inoculadas con Phytophthora
parasitica en los distintos sustratos. A. Primer ensayo, B. Resiembra primer ensayo, C. Segundo ensayo y D. Resiembra segundo en-

sayo.

presividad natural del compost de residuos industrial
del corcho frente a Pythium aphanidermatum y Rhizoc-
tonia solani obtiene un mortandad inferior al 20 % en
los testigos en turba. Por otra parte, Mandelbaum &
Hadar (1990) emplean para la multiplicacién del in6cu-
lo, turba inoculada con Pythium aphanidermatum, en
la que tras tres siembras sucesivas de pepino, alcanzan
un 90-100% de plantas enfermas. Esta turba se resus-
pende en 250 mL de agua y afadida la suspensién al
sustrato a ensayar a razén de 2000 UFC-L™". Theodore
& Toribio (1995) emplean para la multiplicaciéon de
Pythium aphanidermatum medio agarizado de harina
de avena.Tras 15 dias de crecimiento depositan en un
matraz en agitacién durante 2 horas el contenido de
una placa con 250 mL de agua; posteriormente, se filtra
y se ajusta la concentracién de oosporas, afiadiendo el
indculo a razén de 8000 oosporas-L™.

Dado que se pretendia evaluar la supresividad del

compost de orujo de vid, para poder recomendar su utili-
zacioén en los sistemas de produccién vegetal intensivos,
consideramos que el procedimiento de evaluacién debe
ser lo suficientemente severo, como para que, en caso de
obtener resultados favorables, éstos no puedan atribuirse
al empleo de dosis de indculos reducidas. Al emplear este
criterio se corre el riesgo de no permitir la expresién de
las distintas receptividades de los sustratos al aportar un
potencial de indculo tan elevado. Esta consideracién ya
fue enunciada por Avilés (1998) en los ensayos realizados
con las distintas formae speciales de Fusarium oxysporum
en distintos sustratos.La evolucion de la enfermedad du-
rante los distintos ensayos fue registrada en tres ocasio-
nes. Los resultados obtenidos, -transformados en indice
de enfermedad, de cada lectura realizada en cada ensayo,
con cada uno de los patosistemas-, fueron sometidos a
un andlisis de la varianza simple considerando los facto-
res sustrato y antagonista inoculado.

Tabla 2. Resumen de los valores de p obtenidos en los distintos analisis de la varianza de lo valores medios del indice de enferme-
dad causada por Phytophthora parasitica en los distintos sustratos.

VALOR p OBTENIDO EN EL ANALISIS DE LA VARIANZA CON LOS ENSAYOS

LECTURA 10 1° Resiembra
1 0,7346 0,0395
2 0,7661 0,0992
3 0,7060 0,4643

20 2° Resiembra
0,2353 0,0113
0,3226 0,0965
0,8730 0,1351
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Figura 2. [ndice medio de enfermedad obtenido de las tres lecturas realizadas en plantas de melén inoculadas con Fusarium oxys-
porum f.sp.radicis-cucumerinum en los distintos sustratos. Arriba a la izquierda el Ter ensayo y a la derecha la resiembra, y abajo el

2° ensayo con su resiembra a la derecha.

Los resultados obtenidos en los testigos inoculados
en los distintos ensayos en los cuatro modelos estudia-
dos, se muestran a continuacién en las siguientes figu-
ras y tablas.En las figuras 1, 2, 3,y 4, se puede apreciar el
indice medio de enfermedad junto con el error estan-
dar obtenido en las distintas lecturas realizadas en las
distintas repeticiones de cada ensayo. En las tablas 2, 3,
4,y 5, aparecen los valores criticos (valor -p) obtenidos
en los distintos analisis simples de la varianza realizados
considerando el factor sustrato, en las lecturas realiza-
das en las distintas repeticiones de cada ensayo, para un
nivel de significacion del 0,05.

El analisis de la varianza considerando el factor sus-
trato de los ensayos con Phytophthora parasitica (Tabla
2, Fig. 1), puso de manifiesto la ausencia de influencia
del factor sustrato en la expresién de la enfermedad, en
todos los ensayos realizados. Los resultados de la prue-
ba de rango multiple de Duncan para tres de los ensa-

yos realizados indican que no hubo diferencias minimas
significativas (LSD 95%) entre el valor medio de indice
de enfermedad obtenido en las inoculaciones en los
distintos sustratos. En la resiembra del segundo ensayo
hubo diferencias minimas significativas a favor del com-
post tratado térmicamente, respecto a la vermiculita. A
pesar de ésto, al finalizar el ensayo se obtuvo también
en el compost tratado térmicamente un indice medio
de enfermedad poco favorable (2,04). La supervivencia
media de plantas sanas al finalizar los distintos ensayos
en los testigos inoculados con Phytophthora parasitica
fue muy reducida en todos los sustratos. El valor mas
elevado alcanzado, rondé el 20% de las plantas en los
dos ensayos mediante resiembra en compost tratado
térmicamente. No se observaron diferencias minimas
significativas (LSD 95%) entre el valor medio de indice
de enfermedad obtenido en las plantas testigos inocu-
ladas con el patégeno y las inoculadas con los distintos

Tabla 3.Resumen de los valores de p obtenidos en los distintos andlisis de la varianza de lo valores medios del indice de enferme-
dad causada por Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum en los distintos sustratos.

VALOR p OBTENIDO EN EL ANALISIS DE LA VARIANZA CON LOS ENSAYOS

LECTURA 10 1° Resiembra
1 0,7020 0,8250
2 0,3196 0,8725
3 0,9611 0,8246

20 2° Resiembra
0,1229 0,5569
0,0001 0,0509
0,0306 0,3966
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Figura 3. Indice medio de enfermedad obtenido de las tres lecturas realizadas en plantas de rabano inoculadas con Rhizoctonia
solani en los distintos sustratos. A. Primer ensayo, B. Resiembra primer ensayo, C. Segundo ensayo y D. Resiembra segundo ensayo.

antagonistas mas patégeno (datos no mostrados), por lo
que se pone de manifiesto la ausencia de influencia del
factor antagonista inoculado al medio en la expresion
de la enfermedad. Los ensayos realizados con el modelo
Phytophthora parasitica-tomate, empleando el compost
de orujo de vid como sustrato indican la ausencia de su-
presividad natural en el mismo frente a este patégeno.
Aunque esta supresividad natural ha sido encontrada
en otros materiales compostados, como en compost de
corteza de frondosas (Hardy & Sivasithamparam 1991) y
de estiércol de ganado (Szczech et al. 1993).

El andlisis de la varianza considerando el factor sus-
trato de los ensayos con Fusarium oxysporum f. sp. radi-
cis-cucumerinum (Tabla 3, Fig. 2), puso de manifiesto la
ausencia de influencia del factor sustrato en la expre-
sion de la enfermedad, en tres de los cuatro ensayos rea-
lizados. Los resultados de la prueba de rango muiltiple
de Duncan para tres de los ensayos realizados indican

que no hubo diferencias minimas significativas (LSD
95%) entre el valor medio de indice de enfermedad ob-
tenido en las inoculaciones en los distintos sustratos.
Sélo en el segundo ensayo hubo diferencias minimas
significativas a favor de la vermiculita. A pesar de esto
al finalizar el ensayo se obtuvo también en vermiculita
un indice medio de enfermedad muy poco favorable
(1,34). La supervivencia media de plantas sanas al finali-
zar los distintos ensayos en los testigos inoculados con
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum fue muy
reducida en todos los sustratos, practicamente el 100%
de las plantas inoculadas murieron. El valor mas elevado
de supervivencia alcanzado (y el unico) fue del 8% en el
ensayo de resiembra 1° en vermiculita. Los resultados
obtenidos de los distintos analisis de la varianza consi-
derando los factores sustrato y antagonista muestran
de nuevo la total ausencia del factor antagonista inocu-
lado al medio (datos no mostrados).

Tabla 4.Resumen de los valores de p obtenidos en los distintos andlisis de la varianza de lo valores medios del indice de enferme-

dad causada por Rhizoctonia solani en los distintos sustratos.

VALOR p OBTENIDO EN EL ANALISIS DE LA VARIANZA CON LOS ENSAYOS

LECTURA 10 1° Resiembra
1 0,0001 0,0008
2 0,0024 0,2628

3 0,0122 -

20 2° Resiembra
0,0009 0,0046
0,0037 0,0278
0,0011 0,3877
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Figura 4. indice medio de enfermedad obtenido de las tres lecturas realizadas en plantas de pepino inoculadas con Pythium apha-
nidermatum en los distintos sustratos. A. Primer ensayo, B. Resiembra primer ensayo, C. Segundo ensayo y D. Resiembra segundo

ensayo.

Los ensayos realizados con el patosistema Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum-melén, emplean-
do el compost de orujo de vid como sustrato no ponen
de manifiesto la existencia de supresividad natural en
el mismo frente a este patdégeno. Aunque la supresivi-
dad natural frente a diferentes formas especializadas
de Fusarium oxysporum ha sido encontrada en compost
de corteza de frondosas (Chef et al. 1983, Cebolla & Pera
1983, Trillas-Gay et al, 1986, Hoitink et al. 1991), corteza
de pino (Chef et al, 1983, Couteaudieur et al. 1987, Pera
& Calvet 1989), orujo de aceituna (Pera & Calvet, 1989)
y estiércol de ganado (Garibaldi 1988, Szczech et al.
1993).

En el analisis de la varianza considerando el factor
sustrato para los ensayos con Rhizoctonia solani (Tabla
4,Fig.3),se observa la influencia del factor sustrato,en la
expresion de la enfermedad, en los ensayos inoculados
en estado de plantulas, pero no en las resiembras de es-

tos ensayos. No se detectaron diferencias minimas sig-
nificativas (LSD 95%), entre los valores medios del indice
de enfermedad, en los ensayos realizados mediante re-
siembra, aunque si se obtuvieron diferencias significati-
vas, entre el compost sin tratar y los otros dos sustratos,
en los dos ensayos realizados mediante inoculacién en
plantulas. No obstante, la incidencia de la enfermedad
al finalizar los ensayos fue muy elevada, alcanzandose
en el sustrato mas favorable (compost sin tratar) en los
ensayos inoculados en plantulas, unos indices finales
medios de enfermedad de 1,48 y 1,52. La superviven-
cia media de plantas sanas al finalizar los distintos en-
sayos en los testigos inoculados con Rhizoctonia solani
fue muy reducida en todos los sustratos. La mayoria de
las plantas inoculadas murieron; el valor mas elevado de
supervivencia alcanzado fue del 4% en el ensayo de 1°y
2° en compost sin tratar y 1° en vermiculita. Igualmente,
los resultados obtenidos de los distintos analisis de la va-

Tabla 5.Resumen de los valores de p obtenidos en los distintos andlisis de la varianza de lo valores medios del indice de enferme-

dad causada por P.aphanidermatum en los distintos sustratos.

VALOR p OBTENIDO EN EL ANALISIS DE LA VARIANZA CON LOS ENSAYOS

LECTURA 10 1° Resiembra
1 0,0000 0,0157
2 0,0000 0,0046
3 0,0000 0,0009

20 2° Resiembra
0,0088 0,0067
0,0163 0,0072
0,0030 0,0015
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rianza considerando los factores sustrato y antagonista
inoculado puso de manifiesto la ausencia de influencia
del factor antagonista y sustrato empleado en la expre-
sion de la enfermedad (datos no mostrados).Los ensayos
realizados con el patosistema Rhizoctonia solani-rabano,
empleando el compost de orujo de vid como sustrato,
no ponen de manifiesto la existencia de supresividad
natural en el mismo frente a la caida de plantulas causa-
da por este patégeno. Aunque esta supresividad natural
ha sido encontrada en compost de corteza de frondosas
(Daft et al. 1979, Stephens et al. 1981, Nelson & Hoitink
1982,1983, Kuter et al. 1983, Stephens & Stebbins 1985),
de residuos solidos urbanos (Mathot 1987), de estiércol
de ganado (Gorodecki & Hadar 1990) y compost de oru-
jo de vid (Gorodecki & Hadar 1990). En este ultimo tra-
bajo evaltan la supresividad del compost de orujo de
vid utilizando también el modelo Rhizoctonia solani-ra-
bano, obteniendo una supervivencia superior al 90% en
este sustrato y tan sélo un 20% en los testigos en turba.
Gorodecki & Hadar (1990) realizan la multiplicacion del
inéculo en dos medios distintos, uno el medio CPS de
Ko & Hora (1971) (mezcla de suelo y patatas troceadas)
y otro en medio YEB (caldo de extracto de levadura). El
procedimiento de inoculacion lo realizan con una dosis
maxima de indculo de 155 propagulos:L' de sustrato y
otro ensayo afadiendo el cultivo en YEB a razén de 20
g-L " de sustrato.En los ensayos que hemos realizado en
este trabajo se ha inoculado mediante riego al sustrato
con una dosis de indculo posiblemente (dada la impre-
cision en este aspecto del trabajo publicado por estos
autores) superior, afladiendo 10 mL-:maceta del in6culo,
crecido en PD modificado durante 96 horas, siendo el
volumen de sustrato en cada maceta de 275 mL. Esta
puede ser una posible justificacién del diferente com-
portamiento del compost de orujo de vid frente a Rhi-
zoctonia solani, hallada entre nuestro compost y el de
estos autores. Otra posible justificacion la podemos en-
contrar en la variabilidad en la supresion de Rhizoctonia
solani, que puede existir entre distintos compost de un
mismo material.

Los ensayos realizados con el patégeno Pythium
aphanidermatum, han sido los que han dado unos re-
sultados mas satisfactorios. El andlisis de la varianza del
indice de enfermedad considerando el factor sustrato
de estos ensayos (Tabla 5, Fig. 4), puso de manifiesto la
influencia del factor sustrato en la expresion de la enfer-
medad, en todos los ensayos y lecturas realizados.

Los resultados de la prueba de rango multiple de
Duncan, indican que hubo diferencias minimas signifi-
cativas (LSD 95%) entre el valor medio de indice de en-
fermedad obtenido en las inoculaciones en los distintos
sustratos. En todos los ensayos y lecturas hubo diferen-
cias significativas, entre los resultados en compost sin
tratary vermiculita.En 3 de los ensayos hubo diferencias
significativas entre el compost tratado térmicamente y
la vermiculita. Los indices medios de enfermedad de la
ultima lectura en el compost sin tratar fueron 2,84, 3,70,
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3,34y 2,50. La supervivencia media de plantas sanas al
finalizar los distintos ensayos en los testigos inoculados
con Pythium aphanidermatum fue significativamente
distinta en los distintos sustratos, siendo los valores me-
dios de los cuatro ensayos del 11%,44% y 65% respecti-
vamente para los sustratos vermiculita,compost tratado
térmicamente y compost sin tratar.

Asimismo, el anadlisis de la varianza considerando
los factores sustrato y antagonista de los ensayos con
P. aphanidermatum (Fig. 5), puso de manifiesto la in-
fluencia del factor antagonista inoculado, en concreto
la adicién del antagonista Aeromonas hydrophila [70],
en la expresién final de la enfermedad en los ensayos
realizados mediante inoculacién en estado de plantu-
la, pero no asi en los de resiembra. En la inoculacién en
estado de plantula, empleando vermiculita como sus-
trato se obtuvo una menor expresion de la enfermedad
(LSD 95%) cuando el sustrato era enriquecido con A.
hydrophila, pero no ocurrié en la resiembra. Cuando se
empled el compost tratado térmicamente, no se detec-
taron diferencias minimas significativas entre sustrato
enriquecido y sin enriquecer, en los ensayos realizados
en resiembra pero si en los ensayos realizado mediante
inoculacién en estado de plantula, obteniéndose una
menor incidencia de la enfermedad respecto al testigo
sin enriquecer.

Estudios realizados en suelos y sustratos composta-
dos supresivos a enfermedades producidas por espe-
cies del género Pythium, han puesto de manifiesto la
importancia que la comunidad microbiana, presente
en ellos, tiene tanto sobre el patdgeno, como sobre
el desarrollo de la enfermedad. El efecto supresivo se
produce mas por la accién conjunta de la comunidad
microbiana, que por la accién individual de un micro-
organismo concreto; asi microorganismos antagonis-
tas asilados de un suelo supresivo (Lumsden 1987) o
de una mezcla de sustratos supresivos (Boehm & Hoi-
tink, 1992), no inducen el mismo grado de supresivi-
dad del sustrato de partida, cuando son inoculados a
un sustrato conductivo (McKellar & Nelson 2003). Los
resultados obtenidos en nuestras inoculaciones sobre
el sustrato conductivo vermiculita, corroboran las afir-
maciones de estos autores. Aunque la adiciéon de Aero-
monas hydrophila, se traduce en una menor expresion
de la enfermedad en los ensayos inoculados en plan-
ta, ésta no es comparable con la que se detecta en el
compost de orujo de vid sin tratar térmicamente. Por
lo que podemos suponer al igual que hace Lumsden
(1987) que el efecto supresivo se produce mas por la
accion conjunta de la comunidad microbiana, y no por
la accién individual de un microorganismo. Por tanto,
y como conclusién, los ensayos realizados con el mo-
delo Pythium aphanidermatum-pepino, empleando
el compost de orujo de vid como sustrato, ponen de
manifiesto la existencia de supresividad natural en el
mismo frente a este patégeno.

La supresividad natural del compost de orujo de
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Figura 5. Indice medio de enfermedad obtenido tras analisis multifactorial (factores: sustrato y antagonistas) de las tres lecturas
realizadas en plantas de pepino inoculadas con Pythium aphanidermatum en los distintos sustratos enriquecidos con los distintos
antagonistas. Arriba el 1er ensayo y su resiembra, y abajo el 2° ensayo con su resiembra.

vid frente Pythium aphanidermatum fue ya descrita en
trabajos realizados en Israel (Mandelbaum et al. 1988).
En estos trabajos, la supresividad desaparece cuando
el sustrato es esterilizado en autoclave, y es recupera-
da cuando se mezcla el compost esterilizado con un
compost no esterilizado. Este es el procedimiento que
habitualmente se emplea para confirmar la naturale-
za biolégica de los fenémenos de supresividad de los
suelos o sustratos. Cuando someten el compost a un li-
gero tratamiento térmico (55 °C durante 2 horas), la su-
presividad se ve ligeramente mejorada (Mandelbaum
et al., 1988). En nuestro ensayo el tratamiento térmico
realizado ha sido sustancialmente diferente (60 °C du-
rante 6 dias), y a pesar de lo prologando del mismo, la
supervivencia en el compost tratado térmicamente ha
sido 4 veces superior a la obtenida en los testigos en
vermiculita, aunque menor que en el compost sin tra-
tamiento (11,44 y 65% para los sustratos vermiculita,
compost tratado térmicamente y compost sin tratar,
respectivamente). Erhart et al. (1999) consideran con-

ductivo a la mezcla compost de orujo de vid en pro-
porcién 30:70 compost:turba con arena, en los ensayos
realizados frente a Pythium ultimum. La supervivencia
media en las plantas inoculadas en la mezcla con com-
post de orujo de vid fue del 28%, mientras que la del
sustrato testigo (mezcla 2:1 (v/v) turba y arena) fue del
40%. En la valoraciéon de estos resultados hay que con-
siderar que obtienen una supervivencia relativamente
baja, 78% en los testigos desarrollados en compost de
orujo de vid, sin inocular el patégeno.

Los resultados de los ensayos in vivo con los distin-
tos sustratos muestran como tan sé6lo con el patégeno
Pythium aphanidermatum, se observa reduccion im-
portante de la manifestacién de la enfermedad de las
plantas crecidas en el compost de orujo de vid, siendo
esta reduccion mayor, en el compost no tratado térmi-
camente que en el sometido a 6 dias de tratamiento en
estufa a 60°C.Este hecho indica que la componente bio-
l6gica del compost de orujo de vid juega un papel im-
portante, aunque no sea el Unico factor a considerar, en
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la manifestacién de la supresividad natural de la caida
de pléntulas originada por Pythium aphanidermatum.

Los resultados obtenidos con los otros tres patdge-
nos estudiados, ponen de manifiesto la ausencia de su-
presividad natural frente a ellos del compost, al menos
en las condiciones ensayadas. Consideramos que la me-
todologia que se ha seguido para realizar las inoculacio-
nes, ha tenido una gran importancia en los resultados
finales del ensayo, especialmente, debido a la naturaleza
de los patégenos ensayados, con importantes capacida-
des parasitarias sobre estructuras fundamentales de las
plantas como el sistema radicular, el cuello o el tallo.Uno
de los objetivos que planteamos en la metodologia de
trabajo, fue realizar una inoculacion, lo suficientemen-
te severa, como para lograr una mortandad de plantas
importante en los testigos en vermiculita, aspecto an-
teriormente discutido en este mismo apartado.No obs-
tante tras la realizacién de los ensayos debemos realizar
ciertas puntualizaciones: el procedimiento de inocula-
cion seguido ha sido demasiado severo fundamental-
mente por el método de adicién del inéculo al medio.La
inoculacion de los patdgenos se realizé mediante riego
directo a las macetas, en las cuales ya se estaban desa-
rrollando las plantas, lo que da lugar a que se produzca
un contacto directo entre las plantas y los patégenos,
que evidentemente favorece el desarrollo de la enfer-
medad. Los ensayos mediante resiembra, que en cierto
modo pretendian mitigar el factor de la falta de tiempo
para que se produzca la interaccion entre el patégeno y
el sustrato, han podido verse influenciado por multiples
factores, como la posible multiplicacién del inéculo del
patdégeno sobre el material vegetal, la existencia de res-
tos vegetales y exudados radiculares, etc. Posiblemente
los resultados obtenidos habrian podido ser diferentes,
introduciendo ciertas modificaciones en el procedi-
miento del ensayo, posiblemente la inoculacién previa
y con cierta anticipacion del patdgeno sobre el sustrato,
y como sucede en la producciéon comercial horticola el
transplante de las plantulas ya desarrolladas a los con-
tenedores. Sin embargo, la casuistica estudiada puede
tener una relacion directa con la producciéon de plantu-
las horticolas en semilleros comerciales, donde algunos
patégenos como Pythium o Phytophthora estan presen-
tes en el agua de riego (de Cara et al.2004).
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