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Resumen

El propdsito de este trabajo fue estudiar el efecto biocida de tres subproductos agroindustria-
les, concretamente de la vinaza de remolacha, la vinaza de cafia de azucar y la vinaza de vino. Se
realizaron dos estudios, el primero se centré en estudiar in vitro la accion de los tres subproductos
agroindustriales analizando su comportamiento en diluciones a las dosis iniciales del 1%, 3% y
5% frente a seis hongos fitopatdgenos: Fusarium oxysporum f.sp. melonis raza 0 y 1, F. oxysporum
f.sp. radicis-cucumerinum, Sclerotinia sclerotiorum, Pythium aphanidermatum y Phytophthora para-
sitica. Posteriormente, se estudié la capacidad antagonista de las disoluciones ensayadas in vitro,
sobre suelos, estudiando la incidencia de los subproductos mencionados sobre las poblaciones
fusaricas presentes en dichos suelos.

Los resultados obtenidos para los ensayos realizados in vitro determinan que la vinaza de
vino es la que presenta una capacidad de supresion del crecimiento fungico del 100% a con-
centraciones no muy elevadas, entre el 5% y 7% para Fusarium oxysporum f.sp. melonis raza 0
y 1, S. sclerotiorum, P.aphanidermatum y P. parasitica y al 10-15% para Fusarium oxysporum f.sp.
radicis-cucumerinum. Por el contrario, la vinaza de cafia de azucar produce un incremento a al-
tas concentraciones y la vinaza de remolacha presenta efecto supresor del crecimiento fungico
aproximadamente del 100% sélo para algunos de los fitopatdgenos ensayados: S. sclerotiorum
(15%), P. aphanidermatum (7%), P. parasitica (15%) y Fusarium oxysporum f.sp. radicis-cucumeri-
num (15%).

En las muestras de suelo analizadas ninguno de los tres extractos de vinaza consigue disminuir
la microbiota fusdrica, produciendo un incremento en las tres muestras ensayadas, lo que podria
llevar implicito una mejora en la calidad de los suelos al producirse un posible incremento en la
microbiota bacteriana y fingica de los mismos.

Palabras claves: Subproductos agroindustriales, Fusarium, Sclerotinia, Phytophthora Pythium,
control bioldgico.

Summary
Vinasses and soil-borne fungi

The purpose of this research was to study the biocidal effect of three agroindustrial subpro-
ducts, concretely sugar beet, sugar cane and wine vinasse. Two tests were carried out. The first
centred on studying the action of the three agroindustrial subproducts in vitro. In dilutions at ini-
tial doses of 1%, 3% and 5%, their performance against six phytopathogenic fungi was analyzed:
Fusarium oxysporum f.sp. melonis race 0 and 1, F. oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum, Sclerotinia
sclerotiorum, Pythium aphanidermatum and Phytophthora parasitica. Next, the antagonistic capa-
city of the solutions assayed in vitro was tested in soil, studying the incidence of the subproducts
on the Fusarium populations in these soils.

Results from in vitro testing determined that wine vinasse is what shows a 100% capacity to
suppress fungal growth with concentrations that are not very high, between 5% and 7% for Fusa-
rium oxysporum f.sp.melonis race 0 and 1, S. sclerotiorum, P.aphanidermatum and P. parasitica and
10-15% for Fusarium oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum. On the other hand, sugar cane vinasse
produced an increase at high concentrations and sugar beet vinasse showed an approximate
100% suppressor effect on fungal growth for only some of the phytopathogens tested: S. scle-
rotiorum (15%), P. aphanidermatum (7%), P. parasitica (15%) and Fusarium oxysporum f.sp. radicis-
cucumerinum (15%).

In the soil samples analyzed none of the three vinasse extracts decreased fusaric microbiota,
producing an increase in the three samples tested. This would implicitly convey an improvement
in soil quality by producing a potential increase in bacterial and fungal microbiota.
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Therefore the continuity of this research is necessary, carrying out field experiments so poten-
tial lower concentrations can be determined that generate disease suppression in more complex

systems.

Keywords: Agroindustrial subproducts, Fusarium, Sclerotinia, Phytophthora Pythium, biological

control.
Introduccion

Uno de los mayores retos de los tltimos anos al que
se estan enfrentando los investigadores y técnicos en
agricultura intensiva es el de encontrar alternativas al
bromuro de metilo (BM) y en general a los pesticidas, por
sus efectos negativos para el ambiente y la salud de los
ciudadanos. Por otro lado el incremento en la produc-
cién de residuos de la sociedad actual es un hecho in-
eludible, asi las condiciones socioecondmicas actuales y
previsibles exigen una gestidn de los residuos bastante
diferente de la efectuada en las décadas pasadas siendo
las distintas alternativas para paliar los efectos de estos
residuos una preocupacion en los distintos niveles de
la poblacién ya que unicamente atribuyendo un valor a
estos residuos dejaran de serlo pudiendo pasar quizas
al concepto de recurso o subproducto.

Cabe destacar, por tanto, la necesidad e importancia
que presentan las investigaciones sobre el efecto bioci-
da de subproductos agroindustriales y ganaderos que
sirvan de base para el registro de biopesticidas, que se-
rian de gran utilidad, al tiempo que permitiria cumplir
con compromisos internacionales sobre el medio am-
biente y la salud como son el Protocolo de Montreal en
el caso del bromuro de metilo y el Convenio de Estocol-
mo sobre contaminantes orgdanicos persistentes.

Las investigaciones previas han puesto de manifiesto
la eficacia de la biofumigacion en el control de hongos
y nematodos patdégenos de plantas, comprobando que
los distintos subproductos empleados para este fin po-
seen una eficacia similar a la de los fumigantes conven-
cionales,incrementando las poblaciones de organismos
saprofagos y la biomasa de las plantas cultivadas sobre
los suelos biofumigados, si bien su eficacia depende
de la dosis y de los protocolos de aplicacion. Por estas
razones, seria necesaria la optimizacién de las técnicas
de aplicaciéon en campo de estos subproductos, para
utilizarlos como una alternativa en el control de paté-
genos de vegetales, asi como evaluar la medida en que
pueden actuar como mejoradores orgdnicos, al poten-
ciar las propiedades fisicas y quimicas de los suelos.Con
ello, se lograria incrementar la rentabilidad de los culti-
vos, evitando el impacto ambiental de los subproductos
agroindustriales y ganaderos cuando son gestionados
de modo inadecuado.

Asi, el desarrollo de procedimientos para el apro-
vechamiento y transformacién de los subproductos
agroindustriales pueden llegar a la implantacion de
practicas alternativas para la proteccion de cultivos, res-

petuosas con el medio ambiente, y compatibles con los
requerimientos de la agricultura ecoldgica.

En este trabajo se evalua el efecto biocida de tres
subproductos agroindustriales: vinaza de remolacha,
vinaza de cafa de azucar, y vinaza de vino; centrandose
en dos aspectos, por un lado se estudia in vitro la accion
de los tres subproductos agroindustriales analizando
su comportamiento en disoluciones, a las dosis iniciales
del 1%, 3% y 5% frente a seis hongos fitopatégenos: Fu-
sarium oxysporum f.sp. melonis raza 0, F. oxysporum f.sp.
melonis raza 1, F. oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum,
Sclerotinia sclerotiorum, pretendiendo establecer, en
funciéon de los resultados obtenidos, las dosis 6ptimas
para el control de dichos hongos. Asimismo, se estudié
la incidencia de los subproductos mencionados sobre
las poblaciones fuséricas de diferentes suelos.

Material y métodos

Evaluacién de la inhibicion del crecimiento fungi-
co por la accion de las vinazas

Para el crecimiento de las distintas especies fungicas,
los aislados fueron mantenidos en placas de Petri de 9
cm. de didmetro en medio PDA. El mantenimiento de
los distintos hongos se realiza con siembras semanales
para Phytophthora parasitica, Fusarium oxysporum f.sp.
melonis raza 0 (Fom), F. oxysporum f.sp. melonis raza 1
(Fom 1), F. oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum (FORC), y
cada cuatro dias aproximadamente para Pythium apha-
nidermatum y Sclerotinia sclerotiorum.

Las unidades de in6culo para los ensayos se obtuvie-
ron de las placas de mantenimiento,componiéndose de
discos de 5 mm de didmetro sacados, con ayuda de un
sacabocados, de la periferia de colonias de unos 6 cm
de didmetro, en crecimiento activo. Por tanto, el inéculo
estd compuesto basicamente de extremos miceliares en
crecimiento y no de conidias y otros tipos de propagu-
los latentes que requeririan un periodo de incubacién
antes de su germinacion.

Para evaluar el efecto supresor del crecimiento fungico
de las vinazas se realizaron ensayos in vitro con diluciones
de vinaza de remolacha, vinaza de cafa de azucar y vina-
za de vino al 1%, 3%, y 5% (y posteriormente al 7%, 10% y
15%) en PDA analizando su efecto sobre el crecimiento de
los hongos fitopatégenos: Pythium aphanidermatum, Fu-
sarium oxysporum f.sp. melonis, Fusarium oxysporum f.sp.
melonis raza 1, Fusarium oxysporum f.sp. radicis-cucume-
rinum, Sclerotinia sclerotiorum y Phytophthora parasitica.
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Los discos con los hongos se colocaron en el centro de
la placa de Petri.Las placas se incubaron en la estufa y en
oscuridad a 25-26°C durante una semana, con excepcion
de Pythium aphanidermatum y Sclerotinia sclerotiorum
que se incubd tres dias, Se realizaron cinco repeticiones y
los resultados se compararon con testigos sin aplicacién
de vinazas. El analisis del crecimiento se realizé6 mediante
la medicion del diametro de la cepa en el medio, para lo
cual se tomaron dos medidas (dos diametros perpendi-
culares), empleando finalmente como dato representati-
vo la media de ambos valores. Finalmente el analisis esta-
distico de los resultados obtenidos para evaluar el efecto
de la concentracion de los extractos sobre la eficacia de
la supresion fungica se realizé con el programa STATGRA-
PHICS 5.1 (S.G.S.,2001).

Estudio de la capacidad antagonista de las disolu-
ciones in vitro sobre suelos

Se estudio y cuantifico la microbiota fusarica de tres
muestras de suelo, procedentes de un cultivo de judia
con origen en Asturias, estudiando el efecto de la apli-
cacion de las vinazas (vinaza de remolacha, vinaza de
cafa de azucar y vinaza de vino al 1%, 3%, 5%, 7%, 10%
y 15%) sobre las poblaciones fuséricas presentes en di-
chas muestras; para ello se procedio al analisis de la mi-
crobiota fusdrica total antes y después de la aplicacién
del subproducto (Tello et al. 1991).

Este analisis se realizé por recuento en placa de las
unidades formadoras de colonias de Fusarium spp., ex-
presandose en UFC/g m.s. Se empled la técnica de la
dilucion del suelo directamente en placa (soil-plate),
descrita por Warcup (1950), que incorpora la tierra o sus-
trato, previamente triturado y pesado, directamente al
medio de cultivo en estado de fusién préximo a la tem-
peratura de solidificacion.El medio de cultivo empleado
para los andlisis fue el ideado por Komada (1975) modi-
ficado en la composicién de la solucidn de antibioticos,
segun Tello et al. (1991). Se selecciond este medio por
su elevada selectividad para las especies de Fusarium 'y
la relativa sencillez con que permite diferenciar algunas
de ellas (F. oxysporum (Schlecht) Snyd. y Hans., F. solani
(Mart.) (Appel y Wollenw.) Snyd. y. Hans., F.roseum (Link)
Snyd.y Hans.y F.moniliforme (Sheldon) Snyd.y Hans.) en
base a la pigmentacién, aspecto y velocidad de creci-
miento de sus colonias.

La metodologia de analisis se ajusta a la descrita por
Tello et al., (1991), basada en la elaborada por Rouxel &
Bouhot (1971). Las muestras de suelo se secaron a tem-
peratura ambiente para su estabilizacién, durante un
tiempo variable (entre 3y 7 dias) segun la humedad de
la muestra. Una vez secadas, se tomé una alicuota que
se molié en mortero de porcelana y se tamizd por una
luz de 200 um. Por cada muestra a analizar se prepara-
ron cuatro frascos de vidrio con 20 g de suelo, secado
a temperatura ambiente, con un tamano maximo de

particula de 200 um, en cada uno de ellos. Cada frasco
se tomd como una repeticion, y se pesd, con una pre-
cisiéon de 0,001 g, antes y después del analisis. De esta
forma se determiné por diferencia el peso de sustrato
analizado en cada repeticién. En cada placa de Petri (9
cm. de didametro) se afadieron, con una micro-espatula,
una pequena cantidad de suelo, que se homogeneiz6
con 10 ml de medio de cultivo Komada (temperatura de
40-42°C), Por cada frasco de vidrio o repeticion se pre-
pararon 4 placas, lo que suma un total de 16 de placas
de analisis. Las placas de Petri se incubaron a tempera-
tura ambiente durante un periodo de 5-10 dias. Para la
determinacién de la microbiota fusarica total, se realizé
un recuento después de los cuatro primeros dias, pun-
tedndolas por detras de la placa de Petri, tres o cuatro
dias mas tarde se realizé una ultima anotacion.

El procedimiento seqguido para el analisis de las mues-
tras tras la aplicacion del producto es el mismo que el
descrito anteriormente, la Unica diferencia radica en que
una vez preparadas las muestras se le afaden a cada una
de ellas 10 ml de las diluciones preparadas previamente
con agua esterilizada y vinaza a las concentraciones co-
rrespondientes.Tras dicha adicién las muestras de suelo
se dejaran secar a T2 ambiente el tiempo necesario, con-
tinuando posteriormente con los pasos descritos.Tras el
recuento y caracterizacién de las unidades formadoras
de colonias de Fusarium spp. (UFC/g m.s.) se establecio
un analisis comparativo de la microbiota fusarica total
antes y después de la aplicacion del subproducto (Tello
etal.1991).

El analisis estadistico de los resultados obtenidos para
evaluar el efecto de la concentraciéon de los extractos se
realiz6 con el programa STATGRAPHICS 5.1 (S.G.S.,2001).

Resultados

Evaluacion de la inhibicion del crecimiento fingi-
co por la accion de las vinazas

El ensayo realizado tenia por objetivo determinar
el efecto inhibidor in vitro sobre el desarrollo fungico,
de los vertidos de vinaza frente a los seis patogenos:
Pythium. aphanidermatum, Phytophthora parasitica, Fu-
sarium oxysporum f.sp. melonis (Fom), f.sp. melonis raza 1,
F. oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum y Sclerotinia scle-
rotiorum. Las dosis inicialmente empleadas fueron 1%,
3% y 5%, con la idea inicial de pasar a diluciones mas
bajas y establecer las dosis dptimas para el control de
hongos. Dado que una vez finalizado el ensayo con es-
tas dosis no se observaron diferencias significativas vi-
suales, se aumentaron las dosis al 7%, 10% y 15%.

La Figura 1, muestra el porcentaje de inhibicién de la vi-
naza de remolacha frente a los distintos hongos. Se puede
observar como la vinaza de remolacha, a concentraciones
mas o menos elevadas, consigue sélo para el caso de al-
gunos de los hongos, una inhibicién del 100%; en el caso
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Figura 2. Efecto de la vinaza de cafia de azucar sobre los distintos hongos fitopatégenos

de Pythium a partir del 7%y, para el caso de Phytophthora,
Sclerotinia'y FORC es necesario una concentracion del 15%,
no mostrando una inhibiciéon del 100% a ninguna de las
concentraciones ensayadas para Fomy Fom1.

A pesar de que la inhibicion maxima se produce a
elevadas concentraciones, a menores concentraciones
ya existen diferencias significativas con respecto al cre-
cimiento del testigo, al 3% para el caso de Pythium o
Phytophthora, al 7% para el caso de Sclerotinia e incluso
al 1% para el caso de FORC.

En la Figura 2, se muestra como la vinaza de cafia de
azucar, no consigue inhibir el desarrollo micelial total
para ninguno de los hongos fitopatégenos ensayados
llegando incluso a no presentar efecto alguno sobre el
crecimiento como es el caso de Pythium en el que para

todas las concentraciones ensayadas el crecimiento del
hongo fue maximo.

La vinaza de vino es sin lugar a dudas como puede
observarse en la Figura 3, la que mejores resultados ob-
tuvo en cuanto a inhibicién, consiguiendo alcanzar una
inhibiciéon aproximada del 100% para todos los hongos
ensayados. En el caso de Pythium y Phytophthora a partir
del 5% ya la inhibicién es del 100% siendo ésta la minima
concentracidn que presenta diferencias significativas con
respecto al testigo; para Sclerotinia y FORC las concentra-
ciones del 7% y 10% producen una inhibicién casi total,
siendo la concentracién del 15% la que consigue la inhi-
bicion total del crecimiento del hongo. Para Fomy Fom 1,
al 7% se obtienen los mejores resultados a concentracion
del 3% y diferencias significativas con respecto al control.
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Figura 3. Efecto de la vinaza de vino sobre los distintos hongos fitopatégenos

Tabla 1. Concentracién de vinaza que produce un 100% de inhibicién de crecimiento micelial in vitro.

Extracto de vinaza Extracto de vinaza Extracto de vinaza

de remolacha devino de cana de azucar
P.aphanidermatum 7% 5% -
P. parasitica 15% 5% -
S. sclerotiorum 15% 5% -
Fom - 7% -
Fom1 - 7% -
FORC 15% 10-15% -

La Tabla 1, expresa, a modo de resumen, las concen-
traciones de los diferentes extractos que producen una
supresion del crecimiento fungico aproximadamente
del 100% para los seis hongos ensayados y podemos
observar como la aplicacion de vinaza de cafia de azdcar
no consigue la maxima inhibicion del crecimiento fun-
gico para todos los hongos fitopatdgenos ensayados.

No existe bibliografia para comparar los resultados
obtenidos con otros autores, dado que en la literatura
los escasos articulos hacen referencia al uso de los ver-
tidos de vinazas como fertilizantes o mejoradores de las
propiedades fisico-quimicas del suelo entre otras.

En trabajos realizados por el equipo del Dr. Bello (Be-
llo 1997, Bello & Tello 1998), se ha estudiado la accién de
subproductos agroindustriales y ganaderos en la protec-
cion de cultivos, evaluando su eficacia en el control de
nematodos patégenos de plantas y comprobando que
tienen una eficacia similar a los nematicidas convencio-
nales en el control del nematodo formador de nédulos
(M. incognita), incrementando la poblacién de nemato-
dos saprofagos. Asi, para el caso de los extractos de vi-
naza basta una concentracién del 0,2% para conseguir la
supresion de M. incognita. También aplicaciones de vina-
zas al 2% tanto solas como combinadas con estiércol y

cubiertas con plastico resultan altamente eficaces en el
control de X. index. Una eficacia similar se observé en la
aplicacién de vinazas sin plastico mas materia organica,
no resultando eficaz después de cinco meses cuando se
emplean solas sin plastico, (Bello, com. personal).

Por otra parte, los resultados obtenidos en el caso
del extracto de vinaza de vino, parecen concordar con
resultados obtenidos por Didnez et al. (2007) en el caso
del compost de orujo de vid, donde detecta supresivi-
dad frente a nueve hongos fitopatogenos tras la utiliza-
cion del compost, en concreto en la evaluacion in vitro
de los tés aireados del compost se obtuvo una elevada
inhibicién del crecimiento micelial (siempre superior al
80% con todas las condiciones ensayadas) cuando se
emplearon los tés filtrados.

Evaluacién de la capacidad antagonista de las dis-
oluciones ensayadas in vitro sobre suelos

Una vez realizado el andlisis anterior, se procedié
a estudiar y cuantificar la microbiota fusérica de tres
muestras de suelo, suelos de pastizales transformados
en agricolas procedentes de Asturias y sin presencia de
patogénesis alguna.En dichos suelos, no se describieron
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enfermedades y tampoco existieron variaciones en sus
poblaciones antes y después de un proceso de bioso-
larizacién. Se estudié, in vitro, la capacidad antagonista
de las diluciones ensayadas anteriormente frente a las
poblaciones fusaricas de dichas muestras. Este analisis
se realizé por recuento en placa de las unidades forma-
doras de colonias de Fusarium spp., expresandose en
UFC/g m.s. (Figura 4) frente a la concentracion para un
nivel de confianza del 95%.

Como se puede observar, los tres extractos de vinaza
dan lugar a un incremento de la microbiota fusérica de
las muestras, produciendo un incremento maximo de
dos a seis veces mas en el caso de las muestras de suelo
n° 1y 2,y de hasta 15 veces mas en el caso de la muestra
n° 3. Los datos obtenidos son dificiles de contrastar con
otros autores debido a que los escasos articulos exis-
tentes en la literatura hacen referencia como ya se ha
mencionado anteriormente a la actividad de la vinaza
como fertilizante o mejorador de las propiedades fisico-
quimicas del suelo entre otras.

No obstante, Camargo (1960, en Garcia & Rojas 2006)
encontré que la poblacion de bacterias en un suelo in-
cubado con vinaza, crecié rapidamente de la primera a
la cuarta semana de incubacién aun con una dosis tan
baja como 150 m*ha™ de vinaza diluida (concentracién
de solidos de 10% p/p) existiendo un aumento pobla-
cional del 25,3% con respecto al suelo sin vinaza. Los
azucares rapidamente utilizables, como pentosas, son
facilmente descompuestos por los microorganismos del
suelo durante los procesos de descomposicién de ma-
teria orgdnica, al tiempo que la nitrificacion y desnitrifi-
cacion se ven alterados, situaciéon que se puede corregir
mediante la adiciéon de vinaza. Por ejemplo, la fijacién
de nitrégeno requiere tedricamente 1,7 g de carbono
por cada gramo de nitrégeno fijado, asi que si el suelo
tiene bajos contenidos de carbono, la adicién de vinaza
puede mejorar este proceso.O sea, que la vinaza se pue-
de utilizar como promotor de la actividad microbiana
en la descomposicién de residuos en campo. Adicional
a esto, varios investigadores le han atribuido a la mate-
ria organica parte de la responsabilidad por mejorar la
estructura fisica del suelo al aumentar la poblaciény la
actividad microbiana e incrementando la infiltracion
del agua, atribuyendo estos efectos a los productos y
secreciones de los microorganismos al descomponer la
materia orgdnica, los cuales son aptos para unir las par-
ticulas del suelo entre si (Garcia 2005).

Relacionar el hecho concreto de que la vinaza de
vino consiga una supresién del crecimiento fingico en
los ensayos realizados in vitro para Fusarium oxysporum
f.sp. melonis raza 0, Fusarium oxysporum f.sp. melonis
raza 1y Fusarium oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum y
como acabamos de ver aumente la microbiota fusérica
de las muestras de suelo es un hecho dificil de explicar
y contrastar debido a la escasa bibliografia. Ante este
hecho hay que destacar las diferencias existentes entre

un caso y otro, ya que las condiciones de cada ensayo
son diferentes, no siendo facil de correlacionar los re-
sultados de un andlisis in vitro con un analisis de suelo,
principalmente debido a que en el suelo existen una
gran diversidad de microorganismos cuyo desarrollo
puede verse favorecido o desfavorecido por la adicién
del extracto durante el periodo de incubacidn existente
estableciendo relaciones de antagonismo o simbiosis
entre ellos. Ademds cuando hablamos de Fom, Fom1
y FORC estamos hablando de hongos fitopatégenos y
en el andlisis de suelo Unicamente se analiza la micro-
biota fusarica en general sin llegar a nivel de especie,
existiendo la posibilidad de que el incremento de la mi-
crobiota fusarica inicial de las muestras de suelo se deba
a un incremento de especies de Fusarium sapréfagas y
no fitopatdgenas, por lo que seria adecuado contrastar
los resultados obtenidos mediante inoculaciones en
plantas observando si realmente los extractos de vinaza
generan un incremento de la patogénesis.
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