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ABSTRACT

Municipal Sewage Sludge Compost (MSSC) is used as an alternate growing media
for peat. Howeverthe use of MSCC can be affected by the pre sense of
pathogenic microorganisms. Concerns about the effects of pathogens motivates
additional study of MSSC. The principal objective was to characterize fungi and
detect coliform bacteria such as E. coli and Salmonella spp. in the MSSC and
peat. The fungi identified in the MSSC were from the following genera: Aspergillus,
Conidiobolus, Curvularia, Mucor, Penicillium, Rhizopus, Scopulariopsis and
Trichoderma. Aspergillus fumigatus was identified in the peat. This species has
been reported to be a human pathogen. For the detection of coliforms the methods
used were: membrane filtration and Colilert test. The total coliforms were detected
in all treatments of MSSC, meanwhile in the peat were not detected. Salmonella
spp. was not detected in either substrate. The coliforms identified in the MSSC
were Actinobacillus pleuropneumoniae, Aeromonas encheleia, Escherichia
fergusonii, Pasteurella bettyae, Pantoea stewartii ss stewartii, Rahnella aquatilis
and Vibrio tubiashii. All of these have been reported as opportunistic pathogens.
Lettuce plants were grown in both substrates and coliforms were detected in plant
tissue. Enterobacter sakazakii was detected in lettuce grown in MSSC, Pantoea
dispersa in lettuce grown in peat, and Pantoea dispersa and Pseudomonas
mendocina in a mix of MSSC and peat. The presence of these coliform bacteria in
the substratum represents a risk to the health of human, who handle this growing
media. Furthermore, the capacity of transport of the coliforms into the plant tissue
indicates that growing media is one of restricted use. Based on results of this
research, | cannot recommend the use of MSSC for food crops.



RESUMEN

El Biosdlido Municipal Compostado (BMC) es utilizado como medio de cultivo
alterno a la turba. Sin embargo, su uso puede verse afectado por la presencia de
microorganismos patogenos. Por tal razén, nos motivo realizar estudios
adicionales al BMC. EIl objetivo principal fue caracterizar hongos y detectar la
presencia de bacterias coliformes, E. coli y Salmonella spp. en el BMC y la turba.
Los hongos identificados en el BMC pertenecen a los géneros Aspergillus,
Conidiobolus, Curvularia, Mucor, Penicillium, Rhizopus, Scopulariopsis vy
Trichoderma. Se identificO a Aspergillus fumigatus en muestras de turba. Esta
especie se ha reportado como patdégeno humano. Para la deteccion de coliformes
se utilizo el método de filtracién por membrana y la prueba Colilert. Los coliformes,
fueron detectados en todos los tratamientos de BMC mientras que en la turba no
fueron detectados. Salmonella spp. no fue detectada en ninguno de los sustratos.
Las bacterias identificadas en los tratamientos de BMC fueron, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Aeromonas encheleia, Escherichia fergusonii, Pasteurella
bettyae, Pantoea stewartii ss stewartii, Rahnella aquatilis y Vibrio tubiashii, todas
han sido reportadas como patdgenos oportunistas. Plantas de lechuga fueron
crecidas en estos sustratos detectandose la presencia de coliformes en el interior
del tejido de la planta. Enterobacter sakazakii fue detectada en las lechugas
crecidas en BMC. Se detecté Pantoea dispersa en lechugas crecidas en la turba y
Pantoea dispersa y Pseudomonas mendocina en las crecidas en mezcla de BMC
y turba. La presencia de estas bacterias coliformes en el sustrato es un riesgo a la
salud de quienes manejan este medio de cultivo. El BMC debe ser un sustrato de
uso restringuido debido a la capacidad de transporte y colonizacion de los
coliformes en los tejidos de las planta. Basados en los resultados de esta
investigacion no recomiendo el uso del BMC para el cultivo de productos

alimenticios.
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1. INTRODUCCION

El biosélido municipal compostado (BMC) experimentalmente ha demostrado ser
un medio de cultivo alterno en la produccion de plantas ornamentales (Vazquez,
2004 y Cardona, 2008) y como enmienda en los suelos agricolas (Erich et al.,
2002). Investigaciones previas realizadas en la Universidad de Puerto Rico en
Mayaguez han reportado que el BMC posee alta capacidad de proveer nutrientes
(Vazquez, 2004) que mejoran la estructura del suelo, siendo una alternativa en la
bioremediacion (EPA, 1998). Este substrato, posee una gran diversidad de

microorganismos antagonistas efectivos en el control de patégenos (EPA, 1998).

El BMC ha sido adoptado por algunos productores de plantas ornamentales en
Puerto Rico, reduciendo asi el uso de la turba y los costos de produccion
(Alvarado, 2006). Aun asi, existe cierto escepticismo en algunas personas para
utilizar este medio como sustrato en plantas ornamentales o enmienda al suelo por
entender que puede ser nocivo a la salud (EPA, 1999). Es por lo antes expuesto,

gue esta investigacion propone estudiar la composicion microbiana del BMC.
OBJETIVOS

1. Identificar los géneros y especies de hongos fitopatdgenos vy
antagonistas presentes en el BMC.

2. Determinar la presencia o ausencia de bacterias (coliformes) en el BMC
gue puedan ser nocivos a los seres humanos.

3. Evaluar el uso del BMC como substrato alterno a la turba en plantas

ornamentales y cultivos horticolas.



1.1 REVISION DE LITERATURA
1.1.1 Medios de Cultivo
1.1.1.1 Biosolido Municipal Compostado

El biosélido municipal compostado (BMC) es el producto del proceso de reciclaje
que ocurre a través de la compostacion de los desechos organicos y sélidos en
aguas sanitarias (EPA, 1999). Los desechos organicos en las aguas residuales, no
compostados representan un problema dificil de disposicidbn ya que son un
contaminante ambiental. Comunmente la forma de disponer de estos desechos es
depositandolos en los mares o vertederos (Yanco, 1988). EI compostaje de los
biosélidos se realiza con fines agricolas para ser utilizado como enmienda en los
suelos por su alta capacidad de proveer nutrientes (EPA, 1999). El proceso para
obtener el BMC se inicia con tratamientos a las aguas sanitarias, separando los
sélidos del liquido, éstos son mezclados con madera de paletas industriales y
residuos de material vegetal para formar asi el sustrato. La madera y el material
vegetal en esta mezcla aumentan la porosidad y afiaden otras fuentes de carbono
para el desarrollo de los microorganismos responsables de la compostacion (EPA,
2007).

De acuerdo con la Regulacién 503 (40 CFR-503) (EPA, 2007) la cual rige los
procesos de compostacién de biosdlidos, las condiciones dptimas incluyen el paso
de la composta por cuatro fases. La primera fase es mesofilica, esta ocurre en los
primeros dos a tres dias de la formacion de la pila. Durante esta fase las
temperaturas se encuentran alrededor de 30° a 40° C. La segunda fase es
termofilica, comienza a los cinco dias de la formacion de la pila y puede durar
meses de acuerdo a las condiciones de compostacion. Es durante esta fase que
se alcanzan las temperaturas de hasta 55" a 60~ C. La regulacion exige que las
temperaturas permanezcan entre 45° y 55 © C durante 21 dias para la destruccién
de los microorganismos patogenos (EPA, 2007). Al terminar esta fase se inicia la
curacion en la que se mantienen temperaturas de 40 °C las cuales son adecuadas

para la recolonizacién de microorganismos mesofilicos. Finalmente el sustrato



alcanza la etapa de maduracion, cuando este se encuentra almacenado en las

plantas de composta (Taiwo y Oso, 2004).

El proceso de compostacion de los biosolidos comienza produciendo pilas
aerostéticas que tardan alrededor de tres a cuatro semanas en descomponerse.
Luego de completada la etapa de compostaje se inicia la curacién y maduracion
del sustrato. De acuerdo con la Regulacion 503 (EPA, 2007) las pilas aerostaticas
son pilas que se suplementan con oxigeno a través de unos sistemas de
ventiladores que se ubican bajo la pila. Las pilas son mezcladas frecuentemente
para permitir la entrada de oxigeno, humedad y asegurar que la temperatura sea
homogénea en todo el sustrato, manteniendo la temperatura de compostacion
entre 55a 60 ° C. A estas temperaturas se destruyen microorganismos patégenos
(EPA, 1998).

La planta de composta que suple el BMC a ser evaluado sigue la reglamentacion
503. De acuerdo a esta regulacion los biosolidos compostados se clasifican segun
el contenido bacterias coliformes. EI BMC puede ser clasificado en Clase A y
Clase B. Se utiliza como unidad de medida o NMP (numero mas probable) por
gramo de solidos. Esta unidad indica el numero de coliformes fecales. Para la
clase A, el indice debe ser valores menores de 1000 MPN mientras que para la
clase B la densidad debe ser menor de 2000 MPN.

En busca de reducir los costos de produccion y proveer un medio de cultivo a las
plantas ornamentales que no afecte el ambiente, surge el uso de la composta de
biosolidos municipales. La disponibilidad y precio del BMC representan una
alternativa favorable para los productores de plantas ornamentales reduciendo los
costos de produccion (Alvarado, 2006). Ha sido demostrado experimentalmente,
que el uso BMC en la produccién de plantas produce excelentes resultados en
cuanto calidad de la planta y supresion de patdgenos en el medio de cultivo
(Cardona, 2008). Estas caracteristicas representan una ventaja reduciendo el uso

de fertilizantes inorganicos y quimicos para el control de fitopatdogenos y plagas



(EPA, 1998). Las propiedades fisicas y quimicas del BMC son superiores a las de
otros sustratos alternos probados anteriormente en la produccion de ornamentales
(Vazquez, 2004).

Ingelmo et al., (1998) reporta que en Espafia ya se ha reducido en un 50 porciento
del uso de la turba utilizando compostas de diferentes tipos incluyendo las de
biosdlidos. En Puerto Rico, muchos productores de ornamentales estan utilizando
proporciones del BMC en las mezclas para medios de cultivo reduciendo el uso de
la turba y los costos de produccion (Alvarado, 2004). El BMC tiene un costo en la
planta de composta de 12 ddlares la yarda cubica (0.91metro cubico) mientras la
turba, el sustrato cominmente usado en las mezclas comerciales tiene un precio
de venta al por mayor de 17 ddlares, 3.8 pies cubico (.076 metros cubico). El uso
del BMC como medio de cultivo puede estar afectado por el escepticismo en
algunas personas por entender que puede ser nocivo a la salud debido a su

fuente de origen y el contenido microbioldgico (EPA, 1999).

1.1.1.2. Turba

La turba es un recurso costoso, no renovable facilmente y no reusable. Existe
preocupacion por este recurso debido a la destruccién que ocurre a gran escala en
el momento de extraer el musgo de su habitaculo natural (Anderson, 1993). La
turba es extraida de los suelos con unas aspiradoras cuando la condiciones
ambientales de sequia y cantidad de sol son adecuadas para su secado (The
Canadian Sphagnum Peat Moss Association, 2012). El proceso de secado
continda en plantas de procesamiento, donde la turba se almacena en pilas para
luego ser empacada. Durante este tiempo en que la turba estd expuesta al
ambiente existe el riesgo de contaminacidon con hongos y bacterias patdgenas
(Cormier et al., 1998).

Estudios por Meriaux et al., (2006) reportan la presencia de altas concentraciones
de esporas de hongos y bacterias en el ambiente de las plantas de procesamiento
de la turba, representando un problema de contaminacion y calidad del sustrato.

En la turba madura se han identificado hongos termotolerantes como Aspergillus



fumigatus. Esta especie tiene la capacidad de sobrevivir a temperaturas de
alrededor de 45 a 55° C (Airaksinen et al.,, 2005). En estudios de la flora
microbiana natural del musgo Sphagnum, el cual es la fuente de origen de la
turba, se han encontrado las bacterias patégenas tales como Staphylococcus,
Hafnia, Yersinia y Pantoea (Tyler y Triplett, 2008). Este hallazgo representa la
posibilidad de la presencia de alguna de estas bacterias patégenas a humanos en

el sustrato comercial de la turba por estar asociadas al musgo.

1.1.2 Microorganismos presentes en el BMC

Los procesos de compostacion y purificacion del BMC son realizados por la accion
de grupos de microorganismos como son las bacterias y hongos (Taiwo y Oso,
2004). Las poblaciones de estos microorganismos varian segun las etapas de
compostacion en las que fluctian las temperaturas (EPA, 1998). Los hongos y las
bacterias mesofilicas abundan en el periodo inicial de la composta y los
actinomicetos se mantienen en la fase termofilica (EPA, 1998). Los
microorganismos mesofilicos colonizan nuevamente la composta durante la fase

de curacion (Taiwo y Oso, 2004).
1.1.2.1 Hongos

Las poblaciones de hongos en sustratos organicos, como las compostas incluyen
una gran diversidad de especies (Swer et al., 2011). Se han identificado alrededor
de 122 especies de hongos de los géneros: Penicillium, Aspergillus, Acremonium,
Fusarium, Mortierella, Mucor, Paecilomyces, Talaromyces, Trichoderma
Verticillium, Scopulariopsis y Alternaria (Taiwo y Oso, 2004 y Bonito et al., 2010).
Se ha estimado que de 1.5 millones de especies de hongos que se encuentran
presentes en el suelo, so6lo se han identificado un 5 a 10 porciento (Hawksworth,
2001). La caracterizacion de hongos en el proceso de compostacion de bidsolidos
no han sido descritas claramente en relacion a la biodiversidad presente (Bonito et
al., 2010). La diversidad de hongos existentes en los sustratos permiten
comprender la complejidad de roles que desempefian estos microorganismos en

los ecosistemas agricolas (Swer et al., 2011).



Los hongos fitopatdgenos como Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani han
sido reportados en las compostas (EPA, 1998). Estos requieren temperaturas
entre 55 a 60°C por 21 dias para ser erradicados del sustrato. La mayoria de
hongos fitopatdgenos se encuentran bajo este rango de temperaturas siendo
eliminados en la fase termofilica de la composta. Sin embargo, algunos de ellos
recolonizan en la fase de maduracién cuando el sustrato es almacenado
(Ryckeboer et al., 2002). Aspergillus fumigatus, patdogeno a los humanos, ha sido
encontrado en el BMC lo que implica un mayor riesgo a la salud. Este ha sido
reportado en el BMC durante las diferentes fases de compostacién, sin embargo,
en la fase de maduracion el hongo no representa peligro ya que la cantidad de

propagulos es minima (Millner et al., 1977).

1.1.2.2 Bacterias

La diversidad bacteriana de la composta es muy variada de acuerdo a sus
caracteristicas patogénicas 0 antagonistas, siendo en su mayoria bacterias
comunes pobladoras del suelo. La flora bacteriana del BMC esta influenciada por
las variaciones en temperatura del proceso de compostaje (Ryckeboer et al.,
2002). Taiwo y Oso, (2004) reportaron la presencia de bacterias de los géneros
Bacillus, Pseudomonas y coliformes como Streptococcus, Proteus y Serratia

durante el periodo de curacion, bajo temperaturas mesofilicas.
1.1.2.2.1. Coliformes

Las bacterias coliformes corresponden a la flora normal del suelo, vegetacion y
agua (EPA, 2002). Estas pertenecen al grupo de las Enterobacterias las cuales
tienen la capacidad de colonizar el interior de las plantas y desarrollarse como
patdgenos oportunistas. El grupo posee resistencia a antibioticos y sobreviven por
largo tiempo en el suelo (Tyler y Triplett, 2008). Los géneros bacterianos:
Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Citrobacter y Proteus son los mas

comunes encontrados en el interior de las plantas (Tyler y Triplett, 2008).



Las bacterias clasificadas como coliformes fecales corresponden a un subgrupo
dentro de los coliformes siendo estas nocivas a la salud (EPA, 2002). Estas se
encuentran en sistemas digestivos y excrementos humanos y de animales.
Escherichia coli es uno de los coliformes fecales mas comunes que se encuentra
presente en el sistema digestivo de humanos y animales. La mayoria de las
especies de E. coli no son peligrosas, excepto la de E. coli 0157:H7 ya que puede
causar fiebre, vomitos, diarea entre otras complicaciones. La presencia del grupo
de los coliformes fecales en un sustrato es indicador de contaminacion fecal y
representa riesgo a la salud (Yanco, 1998 y EPA, 2002). De igual modo,
Salmonella spp. representa una preocupacion ya que es una bacteria patogénica y
comun en biosdlidos (Hussong et al, 1985). Salmonella spp. es erradicada a partir
del dia 25 en el que la composta se ha mantenido a temperaturas de 55 a 60°C
(Hassen et al., 2001). La recolonizacién de Salmonella spp. en el sustrato es
posible durante la fase en la que ocurre la disminucion de temperatura ya que la
cantidad de bacterias aumenta gradualmente en el ambiente (Hussong et al.,
1985).

E. coli y Salmonella spp. han sido reportadas en suelos que han recibido
enmiendas de BMC asi como en los cultivos crecidos en estos suelos (Tyler y
Triplett, 2008). Estudios del transporte de bacterias coliformes a través de las
diferentes capas del suelo después de la aplicacion de composta indican que
pueden encontrarse a profundidades de 0.9 hasta 456 m segun el tipo de suelo
(Gagliardi y Karns, 2000). También, existe una microflora bacteriana antagonista
en la composta que incluye a Pseudomonas flourescens y P. putida que inhiben
gue Salmonella y E. coli recolonicen la composta y sean detectadas en los cultivos
(Tyler y Triplett, 2008).



1.1.3 ACCION MICROBIANA EN EL BMC
1.1.3.1 Microorganismos Antagonistas

Los microorganismos antagonistas comunmente son aislados de sustratos
organicos en descomposicion como lo son las compostas (Swer et al., 2011). La
capacidad antagonista de un microorganismo es la accion de éste para suprimir a
un patégeno de modo que éste no afecte ni cause dafio (Hoitink et al., 1996). Los
mecanismos de supresion envueltos en el control de patégenos son la
competencia, antibiosis, hiperparasitismo y la induccion de resistencia sistémica
(EPA, 1998). Un microorganismo antagonista promueve el crecimiento las plantas
mejorando el rendimiento de estas (Khan et al., 2008). Los hongos antagonistas
actlan como agentes bioldgicos reduciendo el uso de fungicidas sintéticos. Esto
implica una reduccion en costos de produccion agricola asi como también en el

impacto ambiental de esos quimicos (Hoitink et al., 1996 y EPA, 1998).

El BMC es considerado uno de los sustratos organicos con mayor namero de
microorganismos con caracter supresivo (EPA, 1998). Algunos de los antagonistas
encontrados en la composta son los hongos Trichoderma spp. Penicillium spp. y
Aspergillus spp. y las bacterias Bacillus spp. y Pseudomonas spp. Estos
microorganismos son efectivos en el control de hongos fitopatdogenos del suelo
como Fusarium oxysporum y Rhizoctonia spp. (EPA, 1998). Estudios realizados
por Tyler y Triplett, (2008) con las bacterias Pseudomonas putida y P. fluorescens,
demuestran su utilizacioén en biocontrol por su capacidad de suprimir la accién de

muchos de los microorganismos patégenos.

El efecto como biocontrolador de los microorganismos antagonistas en el BMC
puede variar de acuerdo a los cambios en las condiciones ambientales, el periodo
de compostacién adecuado y la capacidad de activacion de los antagonistas
presentes (Hoitink et al., 1996). Se ha comprobado que de acuerdo al lote de
composta, la accién de los mecanismos de supresion de los microorganismos en

las compostas varia (EPA, 1998). Los efectos de supresion de microorganismos



patogenos de la composta son mayor efecto que en la turba por poseer una mayor

diversidad de microorganismos de caracter antagonico (EPA, 1998).
1.1.3.2 Efectos de Solubilizacién de los Microrganismos en el BMC

La accion microbiana de hongos y bacterias en el BMC incluye la produccion de
acidos organicos e inorganicos, como parte de su metabolismo. Estos compuestos
contribuyen a la solubilizacion de minerales y nutrimentos en los suelos (Sayer et
al., 1995). El mecanismo de solubilizacion de estos compuestos causa un efecto
en la disminucion de pH (Whitelaw, 2000). Esto causa que la quelacién de los
cationes de calcio, hierro o aluminio a los que estan unidos los nutrimentos como
el fosforo se transformen a formas solubles en agua (Sayer et al., 1995). De
acuerdo con Whitelaw, (2000), los microorganismos encontrados en el BMC,
tienen la capacidad de modificar la composicion mineral de los suelos en los que
son inoculados como enmiendas. En suelos donde los nutrimentos como el fosforo
no estan disponibles a las plantas se ha observado un efecto de liberacién de
nutrimentos luego de la inoculacion con microorganismos solubilizadores
(Whitelaw, 2000) o luego aplicaciones de BMC (Erich et al., 2002).

Hongos con propiedades solubilizadoras encontrados en el BMC pertenecen a los
géneros Aspergillus, Penicillium y Trichoderma (Valenzuela et al., 2002). Estos
hongos reducen el periodo de compostacion acelerando el proceso mediante la
solubilizacion y mejorando la calidad del sustrato (Gaur et al., 1982).
Investigaciones han reportado un efecto mayor de solubilizacion por A. niger y
Penicillium sp. (Gaur et al., 1982). Las bacterias: Pseudomonas putida biotype A,
Pseudomonas fluorescens, Bacillus mycoides y Bacillus thuringiensis poseen
caracteristicas de solubilizacion (Khan et al., 2009). Estas en su mecanismo de
solubilizacion generan fosfatasa, una enzima que hidroliza los enlaces organicos
fosfatados liberando aniones fosfato. Otro mecanismo de solubilizacion es la

produccion de acidos organicos como el acido glucénico (Whitelaw, 2000).

El efecto de solubilizacion en los suelos que ofrecen los microorganismos

presentes en el BMC representa una alternativa para reducir el uso de fertilizantes



inorganicos (Khan et al., 2009). El uso intensivo de fertilizantes inorganicos
contribuye a la contaminacion de los suelos reduciendo la microflora beneficiosa y
la diversidad de especies (Swer et al., 2011). En cambio las compostas tienen una
liberacién lenta de nutrientes aumentado la probabilidad de que éstos sean
absorbidos por los cultivos, en vez de perderse fuera de los campos agricolas

hacia las fuentes cercanas de agua subterranea o superficie (Erich et al., 2005).
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2.1 RESUMEN

El biosélido municipal compostado (BMC) contiene una diversidad de
microorganismos entre los que se incluyen hongos, bacterias y actinomicetos.
Entre estos grupos se destacan los hongos, por presentar caracteristicas como la
supresion de microorganismos patdgenos Yy la solubilizacion de nutrimentos. Estas
caracteristicas favorecen el uso del BMC como medio alterno a la turba y
enmienda a los suelos agricolas. Sin embargo, el uso del BMC puede ser
censurado por contener microorganismos patégenos a los humanos y a las
plantas. Es por esta razén, el objetivo de este trabajo fue la identificacion y
caracterizacion de los hongos presentes en el BMC. El BMC se obtuvo de la
Planta de Composta de la Autoridad de Acueductos y Alcantarillados de
Mayagiez. Las muestras analizadas se obtuvieron de pilas aerostaticas
diferentes. Los tratamientos utilizados fueron: BMC del 18-11-2009 (T1), BMC del
4-12-2009 (T2), BMC del 29-10-2010 (T3), BMC del 22-10-2010 (T4) y control,
Turba 100% (T5), los mismos fueron replicados tres veces. Se realizaron
diluciones seriadas desde 10" a 10 a partir de 10 g de cada tratamiento. Las
diluciones se transfirieron a medio de agar OHIO y se incubaron a 28"y 45 C. En
todos los tratamientos de BMC y turba se observé crecimiento a 28°Cy a 45° C
solo en T5 Control. Se seleccionaron tres colonias de hongos al azar por plato
Petri, las cuales se crecieron en medio de agar de papa y dextrosa acidulado para
su identificacion por género. Se identificaron 21 especies de hongos presentes en
el BMC y la turba. Los géneros identificados se incluyen: Aspergillus sp.,
Conidiobolus sp., Curvularia sp., Mucor sp., Penicilium sp. Rhizopus sp.,

Trichoderma sp., y Scopulariopsis sp. Los hongos identificados en el BMC son
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clasificados como saprofitos y antagonistas. Se identificé a Aspergillus fumigatus

en muestras de turba. Esta especie se ha reportado como patdgeno humano.

2.2 INTRODUCCION

El biosolido municipal compostado (BMC) es el resultado final del proceso de
reciclaje de los desechos organicos y solidos en aguas sanitarias. EI compostaje
del biésolido se realiza con el propésito de ser utilizado como enmienda en los
suelos agricolas, por su alta capacidad de proveer nutrientes, mejorar la estructura
del suelo y para la bioremediacion (EPA, 1998). El BMC también ha sido estudiado
para ser usado como un sustrato alterno a la turba, siendo un componente en las
mezclas de medios de cultivo (Cardona, 2008). Su uso ya ha sido adoptado por
algunos productores de plantas ornamentales en Puerto Rico reduciendo asi el
uso de la turba y los costos de produccion (Alvarado, 2006). Existe cierto
escepticismo en algunas personas para utilizar este medio como sustrato en
plantas ornamentales o enmienda al suelo (EPA, 1999). Muchos productores
piensan que puede ser nocivo a la salud. Por lo antes expuesto, existe la
necesidad de investigar e identificar la posible presencia de hongos nocivos tanto

para plantas como para humanos.

El proceso de compostaje del BMC es aerdbico por medio de pila aéreo-estatica
combinando fases mesofilicas y termofilicas. Durante el proceso de
descomposicion y purificacion actian de varios grupos de microorganismos como
las bacterias, actinomicetos y hongos (Taiwo y Oso, 2004). La diversidad en las
poblaciones de microorganismos varia segun los cambios en las temperatura
(EPA, 1998). Los hongos mesofilicos abundan en el periodo inicial, en cambio los
actinomicetos se mantienen en la fase termofilica en la que se alcanzan
temperaturas de hasta 65° C. Es bajo estas condiciones que microorganismos
patdbgenos son eliminados (EPA, 1998). Los microorganismos mesofilicos
colonizan nuevamente la composta al disminuir la temperatura en la fase conocida
como curacion. Las investigaciones realizadas para determinar la diversidad de

microorganismos han identificado hongos mesofilicos como Aspergillus, Fusarium,
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Penicillium, Cladosporium, Cephalosporium, Mycotypha, Scopulariopsis,
Aureobasidium, Alternaria alternata y Epicoccum durante la fase inicial.
Aureobasidium, Alternaria alternata y Epicoccum no sobreviven la fase termofilica
ni recolonizan en la fase de curacién (Taiwo y Oso, 2004). De acuerdo a Bonito et
al., (2010), las caracterizaciones de hongos durante el proceso de compostacion

de biésolidos no han sido claras en cuanto a la diversidad presente.

Las compostas que no han completado por el periodo necesario alguna de las
fases de curacion estan en riesgo de contener microorganismos patdégenos
(Guzméan y Campos, 2001). La Agencia de Proteccién Ambiental (EPA) regula el
control de patdgenos en los biosolidos compostados mediante pruebas requeridas
para autorizar su uso. Estas pruebas son especificas para coliformes fecales y no
evallan otros microorganismos como hongos o bacterias patdgenas a las plantas
y al humano (Guzman y Campos, 2001). Por lo que es necesario un monitoreo en
la sucesién microbiana para determinar el manejo efectivo y asegurar la calidad
del producto (Ryckeboe et al., 2003). La diversidad de microorganismos en la
composta incluye microorganismos con caracter supresivo. Su utilizacion como
biocontrol esta sujeta a los cambios en condiciones ambientales y en el periodo de
compostaje adecuado (EPA, 1998). Por tal razdn, los mecanismos de supresion

varian con el lote de composta.

Los microorganismos encontrados en el BMC, principalmente los hongos, tienen la
capacidad de modificar la composicion mineral de los suelos en los que son
inoculados como enmiendas (Whitelaw, 2000). Esto es debido a su accion
solubilizadora que ocurre con la liberacion de &cidos organicos producidos por los
microorganismos como parte de su metabolismo (Sayer et al., 1995). Las
aplicaciones continuas de BMC en suelos en los que los nutrimentos tales como el
fésforo no estan disponibles, provoca la liberacion de los mismos siendo estos
disponibles a la plantas (Whitelaw, 2000). Los hongos con propiedades
solubilizadoras encontrados en el BMC comunmente pertenecen a los géneros

Aspergillus, Penicillium y Trichoderma (Valenzuela et al., 2002).
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2.3 MATERIALES Y METODOS
2.3.1 Caracterizacién de hongos en el BMC y la turba

El biosoélido municipal compostado se obtuvo de la planta de composta de la
Autoridad de Acueductos y Alcantarilados de Mayagiez, Puerto Rico. Las
compostas varian segun el lote de producciéon al cual pertenecen y en su
composicién. Estas compostas cumplen con el periodo de compostacion requerido
por la EPA para autorizar su uso. Se caracterizaron hongos en cinco tratamientos
de compostas y turba comercial. Las compostas varian de acuerdo al tiempo de
compostacion que posee su respectiva pila aerostatica (las fechas indican el
tiempo en el que cada pila completd el proceso de compostaje). Los tratamientos
evaluados fueron los siguientes; T1 (BMC- 18 de noviembre de 2009), T2 (BMC- 4
de diciembre de 2009) de los que se tomaron muestras el 19 de febrero de 2010,
los tratamientos T3 (BMC- 29 de octubre 2010) y T4 (BMC- 22 de octubre de
2010) fueron obtenidos de la planta de composta el 11 de febrero de 2011. El
tratamiento control, T5 contenia 100% de turba comercial, (Pro-Moss TBK®) que
fue obtenida de un paquete sellado. Se tomaron 10 gramos de cada tratamiento y
se afadieron 90 ml de agua destilada estéril. La solucion fue agitada por 15
minutos en un agitador mecénico. A partir de esta solucion se realizaron
diluciones en serie de 10" a 10* de las que se extrajo 100 pl que fueron
transferidos a placas Petri que contenian medio de cultivo OHIO (Dhingra y
Sinclair, 1995) (Apéndice 2.7). La dilucidon se esparcié sobre el medio de cultivo
en la placa Petri con un dispensador estéril sobre un plato giratorio. Se inocularon
6 placas Petri por dilucién (Taiwo y Oso, 2004). Se incubaron en posicién
invertidas 3 placas en cada una de las temperaturas de 28’ y 45 C, estas
temperaturas se utilizan para el estudio de hongos mesofilicos y termofilicos,
respectivamente. Las muestras incubadas fueron observadas diariamente por 5 a
7 dias. Se tomaron tres colonias al azar (Millner et al, 1977) que fueron
transferidas a placas Petri con agar de papa y dextrosa (PDA o Potato Dextrose
Agar, BD DIFCO ™) acidificado con 1ml de &cido lactico al 25% por cada 500 ml.
Se prepararon laminillas a partir de cultivos puros para identificar mediante un
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microscopio las estructuras reproductivas de los hongos utilizando claves
taxonomicas. La clave utilizada para la identificacion por género fue Illustrated
genera of imperfect fungi, (Barnett y Hunter, 1998). Se siguieron las
especificaciones y recomendaciones indicadas en las claves taxondmicas para la
identificacion de especies de hongos (Apendice 2.7). Las claves para los géneros
de Aspergillus y Penicillium requieren el crecimiento de las colonias en los medios
de cultivo CYA (Czapek Yeast Agar), CYA 20S (Czapek Yeast Agar+ 20 g
Sacarosa) MEA (Malt Extract Agar) y GN25 (Nitrato de Glicerol 25%) (Apendice
2.7). Se utiliz6 la carta de colores de Munsell (2000) para las caracteristicas de
color. Las medidas de los caracteres microscopicos fueron tomadas con un
microscopio (Olimpus BH-2) con camara spot (insaid) equipado para la técnica de

Nomarsky, utilizado el programa SPOT Advanced.

2.4 RESULTADOS Y DISCUSION
2.4.1 Caracterizacion de hongos en el BMC y la turba
2.4.1.1 Crecimiento de hongos en agar OHIO

Se observd crecimiento de hongos en todos los tratamientos conteniendo
composta crecidos en medio agar OHIO a 28°C. A 45 ° C solamente se obtuvo
crecimiento de bacterias en el BMC. Esto demuestra que los hongos termofilicos
fueron eliminados del BMC durante el proceso de compostacion a 45°C. La
ausencia de hongos puede ser causada por crecimiento de bacterias termofilicas
como lo es Bacillus spp. Este género fue identificado en el BMC en estudios
previos realizados en Puerto Rico (Cardona, 2004). También, han sido reportadas
por Taiwo y Oso, (2004) en un sustrato de composta similar al BMC. Estas
bacterias poseen la capacidad de suprimir otros microorganismos como
Aspergillus fumigatus (Agarry et al, 2005). Hongos tales como A. fumigatus y
Paecilomyces varioti son termotolerantes y patégenos a humanos, estos fueron
encontrados en el tratamiento T5 (100% Turba). En este tratamiento no se

observo la presencia de bacterias a temperatura de 45 ° C.
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En los tratamientos T1 y T2 se observé mayor diversidad de colonias de hongos
crecidas en medio OHIO al comparar con los tratamientos T3y T4 (Tabla 2.1). El
andlisis de varianza mostré diferencia significativa en tratamiento T2 al compararlo
con los demas tratamientos en todas las diluciones. Los tratamientos (T3 y T4)
corresponden a lotes de composta obtenidos, en 2011, un afio més tarde de los
primeros dos tratamientos (T1 y T2), estos contaban con méas dias de
almacenamiento en la planta de composta. Al momento de obtener las muestras
los tratamientos T1 y T2 habian sido almacenados por 94 y 78 dias,
respectivamente después de terminada su fase de compostacion. Los tratamientos
T3 y T4 habian sido almacenados por 106 y 113 dias, respectivamente, al
momento de obtener las muestras. En estos Ultimos dos tratamientos se
observaron muy pocos colonias de hongos diferentes por plato Petri. Las colonias
mas abundantes y con mayor numero de aislados eran de color blanco y
apariencia aterciopeladas (Tabla 2.1 y Fig. 2.10). Estas colonias fueron

identificadas como Penicillium citreonigrum o similares a esta especie (Pitt, 1985).

Tabla 2.1 Colonias de hongos en medio OHIO después de
7 dias de incubacion a 28°y 45° C
_ 1 Diluciones
Tratamientos
107 107 107 10*

T1BMC 93B 58A 21A 15A
T2 BMC (TMC)C 146B 62B 34B
T3 BMC 105B 35A 21A 3A
T4 BMC 78AB 28A 5A 4A
T5 Turba 15A 6A 5A 3A
T5 Turba?® 42 12 6 1

Tratamientos T1 (18 de noviembre de 2009), T2 (4 de diciembre de 2009) T3 (BMC- 29 de octubre 2010), T4 (22 de
octubre de 2010) y T5 contenia 100% de turba comercial, (Pro-Moss TBK®)

?Incubados a 45° C

TMC (too many to count)

Los valores de la cantidad de colonias en cada tratamiento son un promedio de 3 placas Petri por tratamiento.

A y B indican las diferencias significativas entre los tratamientos con un (p<=0.05). Las letras iguales indican que no hay

diferencias.
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En el tratamiento T3 fue identificado el género Scopulariopsis el cual es un
poblador secundario de los sustratos ya que utiliza formas complejas de nitrégeno
como fuente de alimento (Raper y Thom, 1968). Este habita la composta luego
que poblaciones de Penicillium spp. han disminuido, completando el proceso de
descomposicion. Esto confirma el resultado encontrado en esta investigacion
sobre la ausencia de otros géneros de hongos en los tratamientos T3 y T4 al
comparalos con los tratamientos T1 y T2 donde se encontré mayor diversidad de
especies. Las compostas de los tratamientos T3 y T4 son sustratos con mayor
tiempo de almacenamiento por lo que la diversidad de hongos ha disminuido. La
diversidad de hongos en la composta es afectada por la disponibilidad de
nutrientes en el sustrato, cada grupo de microorganismos en la composta utiliza
los residuos orgénicos del grupo colonizador anterior completando la degradacion
del material compostado e influyendo en la diversidad de poblaciones segun la

fase de compostacion (Taiwo y Oso, 2004).

La disminucién en la poblacién y diversidad de hongos durante el proceso de
maduracion de la composta puede ser provocada por factores ambientales como
los cambios en temperatura, pH, humedad, y aereacion los cuales ocurren en la
pila luego de finalizado su proceso de compostacion. El contenido de cada lote de
composta varia de acuerdo a los aditivos que son afiadidos a la mezcla de los
lodos. Estos aditivos suelen ser triturados de las maderas de paletas industriales
y material vegetal. La diversidad de microorganimos presentes en la composta
puede ser afectada por el estado de descomposicion y el tipo de material de los
aditivos utilizados (Taiwo y Oso, 2004). Por tales razones, la flora microbiana de
cada lote de composta varia en la diversidad de especies como en los
mecanismos de supresion de antagonistas contra microorganismos fitopatégenos
(EPA, 1998).

Los resultados obtenidos en esta investigacion en cuanto a la microflora de

hongos, confirman que el tiempo en que la composta ha terminado su fase de

20



curacion es el momento Optimo para ser utilizada. En la fase de curacion es
donde se encuentra la mayor diversidad de hongos mesofilicos (Ryckeboer et al.,
2003). En compostas en las que su fase de curacion ha terminado iniciandose la
maduracion del sustrato, probablemente ocurra una reduccibn de hongos
beneficiosos con capacidad antagonista y estan en riesgo de contaminarse con
patdgenos ambientales durante su almacenamiento. La presencia de
Scopulariopsis en la composta, T3 confirma la presencia de hongos que podrian
ser patégenos al recolonizar la composta del BMC en el periodo de maduracién y

almacenamiento.

2.4.2 Hongos encontrados en el BMC

Los hongos encontrados en los tratamientos de BMC coinciden con los descritos
en los estudios previos como mesofilicos (Taiwo y Oso, 2004). Estos poseen
caracteristicas de hongos saprofitos, antagonistas (Bonito et al., 2010) y
solubilizadores (Whitelaw, 2000). En los tratamientos con composta, se
identificaron hongos Aspergillus, Conidiobolus, Curvularia, Mucor, Penicillium,
Rhizopus y Scopulariopsis, datos similares a lo reportado por Taiwo y Oso,
(2004).

2.4.2.1 Cigomicetos en el BMC

Los aislados correspondientes a la division de los cigomicetos fueron mas
abundantes en los tratamientos T1 y T2, encontrandose en las diluciones mas
concentradas de 10" y 102 En estudios previos se han identificado Mucor y
Rhizopus en compostas lo que coincide con lo encontrado en este estudio
(Ryckeboer et al.,, 2003 y Taiwo y Oso, 2004). Sin embargo, el género
Conidiobolus identificado en esta investigacion no habia sido reportado en
compostas analizadas en estudios previos. Conidiobolus heterosporus habita
comunmente el suelo y en desperdicios organicos en descomposicion en regiones
tropicales (Nelson et al., 1998). Este ha sido reportado como flora microbiana del
sistema digestivo de anfibios y reptiles (Nelson et al., 1998). Algunas especies de

este género son patébgenas a humanos y animales causando alergias

21



subcutaneas, no asi la encontrada en este estudio (Kimura et al., 2010). Los
cigomicetos identificados en esta investigacion son hongos comunes del suelo y
presentes en materia organica en descomposicién, no han sido reportados como

patdégenos a las plantas ni a humanos.

2.4.2.2 Penicillium en el BMC

En todos los tratamientos con BMC se identificé el género Penicillium y la especie
de Penicillium citreonigrum. Tambien se identificaron especies como similares a
Penicillium citreonigrum en caracteres morfolégicos. Esta especie es uno de los
hongos con mayor numero de aislados en el BMC, aunque no fue posible la
identificacion de algunas de las colonias, clasificandolas como especies similares
a otras. Esta condicién es debida a la mutacién ocasionada por las variaciones de
temperatura, humedad que sufren estos microorganismos al ser crecidos en
medios de cultivo como en su ambiente natural bajo las condiciones de
compostacion. Los cambios mas notables son en el color textura de la colonia asi
como en el radio de crecimiento (Raper y Thom, 1968). Estos hongos no
identificados podrian ser especies nuevas no descritas. Las especies encontradas
fueron clasificadas como similares a Penicillium citreonigrum y P. citrinum con
variaciones de color en la colonia y en el desarrollo de estas de acuerdo a las
diferentes temperaturas en que fueron crecidas. Penicillium citrinum es descrita
Como una especie con una gran variedad de tonalidades, cambios en textura y
modos de esporulacion (Raper y Thom, 1968) Penicillium citrinum es un promotor
de crecimiento de plantas que coloniza rapidamente las raices con un patrén
similar al de las micorrizas (Khan et al., 2008). Otras especies de Penicillium
identificadas fueron P. citreonigrum y P. implicatum . Estos poseen propiedades
antifungicas contra hongos patégenos como Pythium vexans (Yamaji et al. 2005)
y Rhizoctonia solani (Nicoletti et al., 2004) por la produccion de micotoxinas como
el citrin, frequentin y palitatin. Las micotoxinas producidas por estos hongos son
acidos compuestos con propiedades antifUngicas que mantienen a los patégenos

bajo los niveles de competencia inhibiendo su desarrollo (Yamaiji et al., 2005).
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2.4.2.3 Aspergillus en el BMC

Las especies de Aspergillus identificadas en las compostas de los tratamientos T1
y T2 fueron: A. caespitosus, A. candidus y A. flavus. Aspergillus caespitosus tiene
potencial como hongo antagonista por la produccion de metabolitos secundarios
con propiedades antiparasiticas y antimicrobiales (Guimaraes et al., 2006). Este
hongo podria ser un excelente solubilizador del fosforo en el suelo por la
produccion de enzimas hidroliticas. Aspergillus candidus es antagonista de
Phytophthora cinnamomi, oomiceto fitopatégeno del aguacate y estudios previos
han demostrado sus efectos positivos en mejorar el estado de los sistemas
radicales (Duvenhage, 1999). Esta especie posee capacidad supresiva contra
Fusarium solani en combinacién con la presencia de otros hongos como
Aspergillus niger y Penicillium citrinum (Ainbikapathy et. al., 2002). Aspergillus
flavus ha sido descrito como un promotor de crecimiento y con caracteristicas
antagonistas contra Macrophomina phaseolina, un patégeno de la raiz de las
leguminosas (Muhammad et al.,, 2010 y Ullah et al., 2011). Aspergillus flavus es
antagonista de Rhizoctonia solani (Naim y El-Esawy, 1965). El mecanismo de
accion contra este patdégeno es creando adhesion a las hifas de R. solani por lo
que retrasa el crecimiento del micelio, indicando parasitismo contra el patégeno
(Ulacio et al., 2002).

La diversidad de microorganismos de caracter antagonista encontrados en el BMC
es un factor favorable para su uso como medio de cultivo y como enmienda a
suelos agricolas. Su uso como medio alterno a la turba comercial presenta una
alternativa contra microorganismos fitopatégenos importantes de los cultivos
horticolas como lo son Rhizoctonia solani y Pythium vexans. Estos son patdgenos
comunes que atacan plantas tanto en tiestos como en condiciones de campo. Se
ha confirmado la capacidad de supresién del BMC sobre microorganismos
patdgenos como superior al compararla con la que pueda proveer la turba (EPA,
1998).
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2.4.2.4 Hongos patogenos del BMC

Los géneros de Scopulariopsis y Curvularia encontrados en los tratamientos de
composta T3 y T2 representan ser patogénicos. Las especies de Scopulariopsis
spp. han sido reportadas en pacientes inmunocomprometidos causando
enfermedades respiratorias y de la piel (Raper y Thom, 1968). La presencia de
este hongo en el BMC esta asociada al periodo de almacenamiento en el que el
sustrato se encuentra expuesto a las condiciones ambientales. El género de
Curvularia ha sido reportado como fitopatogeno de gramineas en particular la
especie de C. lunata en los cultivos de arroz (Basha y Ulaganathan, 2002). La
presencia de este hongo en el BMC puede ser explicada por el material vegetal y
residuos de poda que se afladen a la composta. El efecto de patogenicidad de
Curvularia es suprimido por la presencia de Bacillus en el BMC. Bacillus sp. es un
agente controlador de Curvularia spp. por la produccion proteinas que provocan

lisis en micelio del hongo (Basha y Ulaganathan, 2002).

2.4.3 Hongos encontrados en la turba

En la turba (Pro-Moss TBK®) se identificaron varios géneros de hongos comunes
de suelo y en sustratos en almacenamiento. Los géneros de hongos identificados
fueron: Aspergillus, Paecilomyces, Scopulariopsis y Trichoderma. Este hallazgo
coincide con los encontrados luego de analizar la microflora de la turba en
distintas etapas de maduracion (Airaksinen et al., 2005). Los estudios reportaron
que segun la madurez de la turba las poblaciones de estos microorganismos
aumentan. Se ha reportado la presencia de Aspergillus fumigatus y Trichoderma
spp. en turba con mas tiempo de maduracion, mientras que Penicillium spp.

aparece asociado a la turba joven (Airasksinen et al., 2005).

En esta investigacion las colonias de Paecilomyces spp. crecieron a temperaturas
de 45° C, mientras que se observé crecimiento de Aspergillus spp. tanto en 28" C
como en 45 °C. El proceso de calentar la turba, favorece el crecimiento de hongos

termofilicos como Aspergillus fumigatus y Paecilomyces spp. (Airaksinen et al.,
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2005). Aspergillus fumigatus y Paecilomyces variotii toleran temperaturas sobre
los 55° (Millner et al., 1977 y Raper y Thom, 1968). La presencia de estos hongos
termotolerantes puede ser causada por el proceso de secado que recibe la turba
el cual no alcanza las temperaturas de esterilizacién o pasteurizaciébn necesarios
para eliminar estos patdgenos o bien por los microrganismos que se encuentran
presentes en el ambiente de las plantas de procesamiento (Meriaux et al., 2006).
Estudios previos han reportado la presencia de A. fumigatus en tiestos
conteniendo medios de cultivo comerciales a base de turba y en plantas crecidas

en condiciones de invernadero (Millner et al., 1977).

Un gran numero de hongos termofilicos representan especies que pueden ser
nocivas al ser humano y a los animales (Millner et al., 1977). Aspergillus fumigatus
ha sido reportado como patdgenico y nocivo al humano especialmente en
pacientes inmunocomprometidos (Millner et al., 1997). Este es comunmente
aislado de aspergilomas causando enfermedades respiratorias. También se
caracteriza por produccién de micotoxinas en granos almacenados (Klich, 2002).
Otro hongo reportado con caracteristicas similares al A. fumigatus es
Paecilomyces variotii, este es causante micosis en el sistema respiratorio
(Houbraken et al., 2010). También, ha sido identificado como causante de alergias
cutdneas (Raper y Thom, 1968). En aspectos agricolas se describe como
promotor de crecimiento del sistema radical en plantas como las leguminosas y

antagonista de M. phaseolina (Muhammad et al., 2010).

En el tratamiento con turba el hongo con el mayor niumero de aislados fue
Trichoderma spp. seguido por Aspergillus fumigatus, encontrandose ambos en
todas las diluciones. Trichoderma es conocido como antagonista y promotor de
crecimiento en plantas. En este estudio se identifico la especie de T. harzianum.
Este hongo actia como hiperparasito y por la produccibn de metabolitos
antifngicos y enzimas hidroliticas contra los patégenos del suelo, Phytophthora,

Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y Fusarium (Ezziyyani et al., 2004)
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Se identificaron dos aislados de Scopulariosis spp. en el tratamiento T5,
presentando coloracién y apariencia distinta en la colonia (Raper y Thom, 1968,
Fig. 2. 20.1). Este hallazgo compara con lo encontrado en el T3, donde fue
identificado el género Scopulariosis spp, confirmando asi la relacion entre la
presencia de ciertos hongos con el tiempo de maduracion del sustrato vy

almacenaje.

2.4.4 Caracterizacion de Especies

En los tratamientos de BMC (T1 al T4) y turba (T5) analizados en este estudio se

caracterizaron un total de 21 especies de los géneros identificados (Tabla 2.2).
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Tabla. 2.2 Cantidad de colonias de hongos identificados en los tratamientos

de Biosélido Municipal Compostado (BMC) y turba

Especies de hongos T1 T2 T3 T4 T5 T5?
A. caespitosus 7 8 - - - -
A. candidus 3 - - - - -
A. flavus 1 - - - - -

A. fumigatus - - - - 4 16
Aspergillus spp. M - 2 - - - -
Conidiobolus heterospus 2 - - - - -
Curvularia lunata - 1 - - - -
Mucor mucedo - 1 2 - - -
Paecilomyces varioti } - - - - 12
Penicillium citreonigrum ) 6 23 36 - -
Penicillium citrinum - - 1 - - -
Penicillium implicatum - 3 - - - -
Penicillium spp. A ; 2 - - - -
Penicillium spp. F 8 8 - - - -
Pennicillium spp. G 2 1 - - - -
Penicillium spp. H 2 1 - - - -
Penicillium spp. N 2 1 - - - -
Penicillium spp. O - - 1 - - -
Rhizopus spp. 3 - - - - -
Scopulariopsis - - 1 - 2 -
Trichoderma harzianum - - - - 22 -

YTratamientos T1, T2, T3, y T4 (BMC) T5 100% turba

2Crecidos a 45 C
-= 0 colonias
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2.4.5 Caracterizacion de hongos del BMC y la turba

Aspergillus caespitosus Raper and Thom

Subgenus Nidulantes Section Versicolores

En CYA 25 las colonias fueron de color verde con el borde blanco, de forma
ondulada irregular. El diametro de la colonia es de 10- 15 mm (Fig 2.1 A) El
reverso es color crema a amarrillo palido con el centro verde oliva oscuro. En CYA
37 las colonias fueron verdes oliva en el centro, con bordes color blanco en forma
de anillo. Presentan pliegues poco definidos. El diametro fue de 5-8 mm (Fig 2.1
B) El reverso es marrén oscuro. En MEA el color de las colonias fue blanco hacia
los bordes y el centro con verde y tonalidades de anaranjado alrededor (Fig. 2.1 C)
El didmetro de la colonia es mayor que en los otros medios con unos 12 mm. El

reverso es crema a amarillo palido con el centro verde oliva oscuro.

Conidioforo piriforme a espatulado, biseriado. Los fialidos son de 6 a 9 ym, las
conidias globosas de 3.5 a 4.5 ym color marrén a d&mbar algunas incoloras (Fig
2.1.1 Ay B) (Klich, 2002).
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Figura. 2.1 Aspergillus caespitosus
A. Colonias en CYA 25 B. Colonias en
CYA 37 C.Colonias en MEA

29



Figura. 2.1.2. Aspergillus caespitosus
A. Conidioforo. B. Conidias C.Pie basal,
40 Xx.
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A. candidus Link

Subgénero Circumdati Seccion: Candidi

En CYA 25 las colonias eran color blanco con centro amarillo donde se observo
esporulacion color amarilla. El reverso era amarillo con el borde mas claro y
diametro de 17.5 mm (Fig. 2.2 Ay B). En CYA 37 las colonias eran de color blanco
con pliegues, el reverso amarillo palido y con un diametro de 16 mm. En CYA 20S
las colonias eran color blanco con apariencia algodonosa, el reverso amarillo oliva
(2.5Y) y diametro de 25 mm. En MEA las colonias de color blanco presentaban
elevacion y eran filamentosas, un diametro de 10 mm y reverso marron amarillo
claro (Fig. 2.2 Cy D).

Conidioforo biseriado con vesicula globosa de 110 um y conidias lisas y suaves de
2-3 um (Fig. 2.2 E y F) (Klich, 2002).
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en MEA. D. Reverso. E y F. Conidiéforo biseriado, 40x

Figura. 2.2 Aspergillus candidus A Colonias en CYA 25. D. Reverso. C. Colonias
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A. flavus Link

Subgénero Circumdati Seccion Flavi

En CYA 25 las colonias presentaron un diametro de 51 mm y de color amarillo
palido con esporas verdes, de apariencia arrugada y filamentosa. El reverso era
amarillo palido (light yellow brown 2.5Y) (Fig. 2.3 Ay B). En CYA 37 las colonias
presentaron didmetro de 65 mm, color verde con centro amarillo y el borde blanco.
La apariencia era arrugada y se observaron esclerocios color marron (Fig. 2.3. E)
El reverso era amarillo palido. En CYA 20S la colonia presenté un didmetro de 68
mm, color amarillo palido de apariencia arrugada y esporulacion verde con reverso
amarillo (Fig. 2.3 F). En MEA las colonias eran color oliva con el centro mas claro,
el reverso color oliva pélido, eran planas y con un didmetro de 52 mm (Fig. 2.3 Cy
D).

Conidioforo biseriado de unos 445 uym de largo con vesiculas globosas o
piriformes y conidias pequefias del-2 ym y color verde amarillo (Fig. 2.3.1) (Klich,
2002).
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Figura.2.3 Aspeerusﬂavu A. Colonias en CYA 25. B. Reverso . C. Colonias en MEA. D.
Reverso. E. Colonias en CYA 37. F Colonias en CYA 20S.
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Figura.2.3.1 Ay C Conidiéforo de Aspergillus flavus en 40x
D. Conidiéforo y pie basal en 10X. B. Pie basal.
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Aspergillus fumigatus Fresen

Subgenus: Fumigati Section: Fumigati

En CYA 25 las colonias se observan color verde oliva con un centro definido color
blanco y bordes difusos verde palido. La apariencia es polvorienta con un
crecimiento liso. El diametro de la colonia fue de 52 a 60 mm. El reverso fue de
color oliva oscura con centro amarillo palido. (Fig. 2.4 A). En CYA 37 las colonias
son similares a CYA 25 con una tonalidad de verde entre gris y marron, tienen un
mayor crecimiento de 60 a 70 mm. En MEA el didmetro de la colonia es de 55 a
60 mm la coloracion de la colonia es similar a CYA 25, en cambio el reverso se

observa amatrillo.

El conidi6foro es largo de unos 206 um, uniserado con vesicula globosa a
piriforme de 15 a 30 um. Las conidias en CYA 25 son de color greyish a incoloras
algunas con tonalidades turquesa, de pared lisa de unos 2 a 3 uym de diametro
(Fig. 2.4 C).

La especie es considerada patégeno a los humanos y animales. Produce las
micotoxinas gliotoxin, verrucologen y fumitremorgin Ay B (Klich, 2002)
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Figura. 2.4 Aspergillus fumigatus A. Crecimiento en CYA 25, B. Reverso
CYA 25. C. Conididforo en 40 x.
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Aspergillus spp. M

Subgénero Circumdanti Seccién Cremei

En CYA 25 la colonia era color marrén rojizo con tonalidad gris (reddish gray,
7.5R), los bordes crema y el reverso amarillo palido. Presentaron diametro de 20
mm, esporulacién oscura y elevacion al centro (Fig. 2.5 Ay B). En CYA 37 las
colonias tuvieron poco crecimiento, con un didmetro de 5 mm, eran de color
blanco y apariencia arrugada y el reverso amarillo palido. En CYA 20S las colonias
eran blancas con elevacion en el centro, el reverso color amarillo y diametro 22
mm (Fig. 2.5 E y F). En MEA las colonias eran color blanco casi transparentes de
apariencia porosa y planas con el reverso amarillo palido y un diametro de 11 mm
(Fig. 2.5 CyD).

Conidioforo biseriado, largo de 300 ym con vesicula globosa y conidias lisas y
suaves de 3- 5 ym (Fig. 2.5 Ay B).

Similar a A. cremeus (Kwon-Chung and Fennell), fase sexual Chaetosartorya

cremea (Kwon-Chung and Fennell). Tambien similar a A. candidus (Klich, 2002).
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Figura 2.5 Aspergillus spp. A. Colonias en CYA 25 B. Reverso C. Colonias en
MEA D. Reverso E. Colonias en CYA 20S F. Reverso
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Figura 2.5.1 Ay B. Conididforo biseriado de Aspergillus spp., 40xy
10x
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Conidiobolus heterosporus

Cigomiceto cuya colonia es de 3 cm en medio PDA, de color amarillo pélido de
textura cerosa y apariencia cerebriforme (Fig 2.6 A) el reverso de color crema
palido. Conidias globosas incoloras. Esporangiolos secundarios o replicativos que

salen de esporangi6los primarios (Fig. 2.6 B) (O’'Donnell, 1979).



Figura. 2.6 A. Colonia de Conidiobolus
heterosporus en PDA. B Esporangiolos
secundarios C. Esporangiolos primario,
60 x.
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Curvularia lunata (Wakker) Boedijn

Las colonias desarrollan un crecimiento denso de color marrén con tonalidades de
gris a negro y apariencia de finos pelos (Fig 2.7 A). En ocasiones se observa un
margen blanco alrededor de la colonia. EIl reverso es color marrén oscuro. El

diametro de la colonia puede alcanzar hasta unos 50 mm.

Los conidioforos surgen solitarios 0 en grupos, son de estructura geniculada
septados y lisos de alrededor de 200 ym. Las conidias son rigidas o curvas de
forma fusiforme a elipsoidal de 23 a 26 um x 9-15 ym de didmetro, con 3 a 4
tabiques; la pendultima célula es asimétrica curvada y mas oscura que las otras
(Fig 2.7 B y C) (Sivanesan, 1987).Curvularia lunata (Wakker) Boedijn es patdgena
de la mayoria de las gramineas en el tropico (Basha y Ulaganathan, 2002). La
especie Curvularia lunata var. aeria (Bat., J.A. Lima y C.T. Vasconc.) M.B. Ellis
ha sido reportada en Puerto Rico (Cantrell et al., 2006).

Similar a C. affinis se distinguen en que C. affinis que posee 4 a 5 tabiques en la
conidia. C. affinis Boedijn ha sido reportado como patdégeno de los cultivos Oryza

sativa y Zea como de algunas dicotiledoneas (Basha y Ulaganathan, 2002).
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' Figura 2.7 Curvularia affinis
A. Colonia en PDA By C. Esporas, 40x
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Mucor mucedo
Mucor (Micheli, 1729 Fries, Syst. Mycol 3: 317. 1832 non (Lichens)

Cigomiceto cuyo crecimiento de la colonia en medio PDA es abundante en unos 3
dias, de color marrén olivo y apariencia filamentosa (Fig. 2.8 C). Esporangios

globosos, esporangiéforos simples y ramificados, homotélico (Fig. 2.8 A).

Similar a la especie M. hiemalis Wehmer



Figura 2. 8 A. Colonia de Mucor mucedo en
PDA By C. Esporangios, 60x
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Paecilomyces varioti Bainier

En CYA 25 las colonias presentaron color amarillo a crema de apariencia
filamentosa, ramificada, sin elevacion, en el punto de inoculacion hay elevacion al
centro. El diametro de las colonias fue de 12- 15 mm. El reverso, color amarillo
palido mostrando ramificacion en los bordes. En CYA 37 el color de las colonias
fue igual a CYA 25, tornandose mas densa, con apariencia algodonosa al centro.
El diametro fue de 26-28 mm (Fig 2.9 Ay B). El reverso, color amarrillo palido, casi

blanco con el punto de inoculacion marrén. En CYA 5 no hay crecimiento.

Conidioforos mediano y densos de unos 73 um. Posee fialidos de 7 a 8 uym de
largo. Las conidias de pared lisa y forma eliptica o fusiriforme son de color
amarillo a ambar en ocasiones hialinas de unos 2 a 3 um de diametro (Fig 2.9)
(Raper y Thom, 1968).
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Conidioforo, 40x

48



P. citreonigrum Dierchx

Subgénero Aspergilloides Dierchx.

En CYA 25 las colonias fueron de unos 18 mm de didmetro color crema y reverso
amarillo con elevacion en el centro y pliegues (Fig. 2.10 Ay B). En CYA 37 las
colonias presentaron un didmetro de 15.5 mm y color crema con puntos color
marrdon en el centro, presentan exudado incoloro y borde difuso. El reverso fue
amarillo pélido (2.5Y) con bordes oliva marron (2.5Y) (Fig. 2.10 E y F). En MEA las
colonias mostraron un crecimiento menor, de unos 10 mm, color crema con
reverso marrén (brownish yellow, 10YR) y centro amarillo, el borde se observa
polvoriento y difuso (Fig. 2.10 C y D). En G25N el didmetro de las colonias fue de
15 mm, color blanco con pliegues suaves y reversos amarillo palido (Fig. 2.10 Ay
B).

Conidi6foro pequefio de unos 15 ym, monoverticilado no vesiculado. Los son
fidlidos separados de 8 um y conidias lisas de 2.5 a 4 ym en arreglo de cadena
(Fig. 2.10 C y D) (Pitt, 1985).
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Figura. 2.10 Penicillium citreonigrum A. Colonias en CYA 25. B. Reverso . C.. Colonias en MEA.
D. Reverso en MEA. E. Colonias en CYA 37.F. Reverso.
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Figura. 2.10.1 Penicillium citreonigrum A. Colonias en G25N. B. Reverso en G25N. Cy D.
Conidiéforo monoverticilado de Peniciffium, 40x.
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Penicillium citrinum Thom

Subgenus Furcatum

En CYA 25 las colonias presentaron color verde, con bordes blancos y reverso
verde oliva palido. EIl diametro fue de unos 28 a 30 mm (Fig. 2.11 A). En CYA 5
las colonias eran color verde palido con unos 9 mm de didmetro. En CYA 37 no
ocurrié crecimiento. En MEA las colonias presentaron color crema verdoso a
amarillo, con los bordes del mismo color en tono mas claro, el centro verde oliva a
marron, con exudado incoloro brillante. El reverso amarillo intenso. El diametro fue
de 33 mm (Fig. 2.11 B). La especie muestra gran variaciéon en color segun el
aislado (Pitt, 1985).

Conidioforo largo de unos 106 pm, biverticilado no veciculado. Los fidlidos se
encuentran agrupados son de un largo de 6 micrometros. Las conidias son
esféricas y lisas, color verde a @&mbar de 2 a 4 ym que surgen en cadenas
definidas una por metula (Fig. 2.11 C y D) (Pitt,1985).
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Figura. 2.11 Penicillium citrinun A. Colonias en CYA 25. B. Colonias en
MEA. Cy D. Conidioforo, 40x.
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P. implicatum Biourge

Subgénero Aspergilloides Dierchx

En CYA 25 las colonias fueron de 27 mm de diametro, color crema amarillo palido
(5Y pale yellow) pliegues y exudado incoloro y apariencia velutinosa. El reverso,
amarillo (Fig. 2.12. Ay B). En CYA 37 presentaron un menor didmetro de unos 13
mm, el color de la colonia es anaranjado en el centro y verde con tonalidad de gris
(gray light greenish gray) bordes plegados y exudado y reverso amarillo (2.5Y)
(Fig. 2.12 E y F). En MEA las colonias fueron verdes con el borde blanco y
pliegues, de un diametro de 21. 5 mm y reverso amarillo a marrén con los bordes
verdes (Fig. 2.12 C y D). En G25N las colonias fueron similares a CYA 25, sin
exudado, diametro de 20.5 mm y reverso amarillo presentando en el borde un tono
mas claro (FIG. 2.12 Ay B).

El conidiéforo es onoverticilado, ramificado y vesiculada. Posee conidiéforo
mediano de 72 ym. Fiadlidos agrupados de 4-5 uym conectados a una vesicula.
Conidias de 2-3 umy pared lisa (Fig. 2.12.1 C y D) (Pitt,1985).
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Fiigura. 2.12 Penicillium implicatum A. Colonias en CYA 25. B. Reverso . C. Colonias en
MEA. D. Reverso. en MEA. E. Colonias en CYA 37. H. Reverso.
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Figura. 2. 1.2.1 Penicillium implicatum A. Colonias en G25N. B. Reverso en G25N. Cy D.
Conidiéforo vesiculado y ramificado de P. implicatum, 40x.
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Penicillium spp. A

Subgénero Aspergilloides Dierchx.

En CYA 25 las colonias presentaron un didmetro de 33 mm de color anaranjado y
borde verde palido. Las colonias son de apariencia velutinosa, similar a una
textura aterciopelada, con pliegues bien definidos y gotas grandes de exudado
anaranjado. El reverso fue amarillo con el borde claro (Fig. 2.13 Ay B). En CYA 37
las colonias mostraron color verde intenso y amarillo con un didmetro de 28 mm y
mayor cantidad de pliegues que en medio CYA 25 (Fig. 2.13 E 'y F). En MEA las
colonias son verdes con un borde fino color blanco el reverso es amarillo palido,
planas con un diametro de 22 mm (Fig. 2.13 E y F). En G25N las colonias
obtuvieron un didmetro de 27 mm y color blanco (10YR) con un borde fino
alrededor del centro color verde. Se observan pliegues que le dan una apariencia

arrugada. El reverso fue amarrillo intenso como fluorescente (Fig. 2.13 Ay B).

Conidioforo monoverticilado ramificado y no vesiculado de 110 pm con
ramificaciones que se extienden de 6.5 a 8.5 ym de las que salen unos filiados
aglomerados de 5 a 7 um. Las conidias son lisas y tienen un didametro de 1.5 a 3
pum (Fig. 2.13 C y D). Similar a P. citreonigrum Dierchx. Se diferencia en que
produce colonias verdes en CYA 25 y se desarrolla bien en CYA 37. Los

conidiéforos son ramificados (Pitt,1985).
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Figura 2.13 Penicillium spp. A. Colonias en CYA 25 B. Reverso C. Colonias en MEA D. Reverso
en MEA E. Colonias en CYA 37 F. Reverso
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Figura2.13.1 A. Colonias en G25N B. Reverso en G25N Cy D. Conididforo ramificado
de Penicillium spp., 40x
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Penicillium spp. F

Subgénero Aspergilloides Dierchx.

El crecimiento en CYA 25 fue de alrededor de 17 mm de didmetro. Las colonias
presentaron color blanco formando pliegues y reverso color marron (yellow
darkwish brown) con los bordes de un tono mas claro. No produjo exudado ni
esporulaciéon (Fig. 2.14 Ay B). Crecié en CYA 37 produciendo colonias de 22 mm
de diametro color blanco con pliegues y liberando exudado al medio. En el reverso
se observo un color amarillo marrén (yellowish brown, 10YR) (Fig. 2.14 Ey F). En
MEA las colonias presentan un crecimiento menor, de unos 12 cm y color amarillo
palido con reverso marrén (brownwish yellow, 10YR) (Fig. 2.10 Cy D). En G25N
se observaron colonias pequefias de 11 mm color blanco con borde difuso y

reverso amarillo palido.

El conidiéforo es monoverticilado no vesiculado de unos 12 um, fialidos
separados de 5 a 7 ym y conidias lisas de 1.5 a 2 ym en arreglo de cadena (Fig.
2.14 Ay B). Se diferencia de P. citreonigrum Dierchx, en que tiene colonias de
menor tamafo en CYA 25y crece en CYA 37 unos 22 mm. Los colores de las
colonias concuerdan con los descritos para P. citreonigrum Dierchx en los
diferentes medios (Fig. 2.10. Ay B) (Pitt, 1985).
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Figura 2. 14 Penicillium spp. (F) A. Colonias en CYA 25 B. Reverso C. Colonias en MEA D.
Reversoen MEA E. Colonias en CYA 37 F. Reverso
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Figura 2.14.1 Ay B. Conidiéforo monoverticilado de Penicillium spp. (F), 40x.
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Penicillium spp. G

Subgénero Aspergilloides Dierchx.

En CYA 25 las colonias fueron de color blanco y reverso marrén (10YR) con borde
crema, presentaron didmetro de 16 mm, ondulacion y pliegues suaves (Fig. 2. 15
Ay B). En CYA 37 las colonias eran blancas con pliegues, el reverso marron
palido, con los bordes crema y diametro de 21 mm. En MEA las colonias crecieron
unos 15 mm, de color amarillo y reverso marron amarillo (brownish yellow) y
produjeron exudado que cambio el color del medio a marrén (Fig. 2.15. By C). En
G25N las colonias tenian un diametro de 16 mm, eran de color blanco y reverso

amarillo sin elevacion.

Conidioforo pequeiio de 11.2 pm, monoverticilado no vehiculadalidéis

agrupados de un largo de 5 micrometros. Conidias de 1-2 ym (Fig. 2.15 E vy F).

Similar a P. citreonigrum Dierchx. Se diferencia en que tiene colonias de menor
tamafio en CYA 25 y crecié en CYA 37 unos 21 mm. Los colores de las colonias
concuerdan con los descritos para P. citreonigrum Dierchx en los diferentes
medios (Pitt, 1985).
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Figura 2.15 Penicillium spp (G) A. Colonias en CYA 25 B. Reverso C.
Colonias en MEA D. Reverso en MEA E y F. Conidioforo monoverticilado, 40x
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Penicillium spp. H
Subgénero Aspergilloides Dierchx.

En CYA 25 como en CYA 37 las colonias presentaron color blanco con reverso
amarillo palido. En CYA 37 formo pliegues y presentdé un diametro de 19 mm
mientras que en CYA 25 el diametro fue de 13 mm (Fig. 2.16 A). En MEA las
colonias con un diametro de 15 mm, eran color amarillo palido con borde blanco y
presentaron exudado, el reverso era amarillo palido con el centro marron (Fig. 2.
16 C y D). En G25N la colonia con un diametro de 19 mm era de color blanco y

reverso amarillo palido con el borde mas claro.

Conidioforo pequefio de 12 um , monoverticilado no vehiculado. Fialidos

aglomerados de un largo de 3.5 a 5 um y conidias lisas de 1-2 ym (Fig.2.16 Ey F).

Similar a P. citreonigrum Dierchx. Se diferencia en que presento colonias de
menor tamafio en CYA 25y crecidé en CYA 37 unos 19 mm. Los colores de las
colonias concuerdan con los descritos para P. citreonigrum Dierchx en los
diferentes medios (Pitt,1985).



Colonias en MEA D. Reverso Ey F. Conidiéforo monoverticilado de
Penicillium spp., 40x
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Penicillium spp. N

Subgénero Aspergilloides Dierchx.

En CYA 25 el crecimiento promedio fue 13 mm de didmetro, las colonias eran de
color blanco y reverso amarillo claro, presentando un punto oscuro en el centro de
la colonia (Fig. 2.17 Ay C). En CYA 37 las colonias presentaron el mayor tamafio,
unos 19 mm y también eran de color blanco con pliegues y el reverso amarillo mas
intenso. En MEA las colonias presentaron un diametro de 14 mm, de color amarillo
y centro blanco, el reverso era amarillo (Fig. 2.17 C y D). En G25N las colonias
fueron de menor tamafio alcanzando unos 12 mm, de color blanco y borde difuso,

con apariencia filamentosa.

Conidioforo monoverticilado no vesiculado, pequefio de 10.6 um. Fialidos
agrupados de un largo de 5.5 a 6.5 micrometros con conidias lisas de 2 a 3 um
(Fig. 2.17 Cy D).

Similar a P. citreonigrum Dierchx. Se diferencia en que produjo colonias de mayor
tamafio en CYA 25y MEA, crecio en CYA 37 unos 19 mm. Los colores de las
colonias concuerdan con los descritos para P. citreonigrum Dierchx en los
diferentes medios (Pitt, 1985).



Figura 2.17 Penicillium spp. (N) A. Colonias en CYA 25 B. Reverso C. Colonias en
MEA D. Reverso E. Colonias en CYA 37 F. Reverso
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Figura2.17.1 A. Colonias en G25N B. Reverso Cy D. Coni
Penicillium spp. (N), 40x

A / R/

dioforo monoverticilado de
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Penicillium spp. O

Subgenus Furcatum

En CYA 25 se observaron colonias color verde y centro blanco con elevacién. La
apariencia es polvorienta con bordes definidos (Fig. 2.18 A). El reverso de color
crema palido. El diametro fue de 30 mm. En CYA 5 las colonias presentaron color
blanco con el centro verde de un diametro de 5mm. En MEA las colonias fueron
color crema a verde oliva con secciones de un tono marron (Fig. 2.18 B). El
reverso color crema palido. Presenta pliegues y elevacion al centro, tienen un

didmetro de 35 a 38 mm.

Conidioforo biverticilado, mediano no veciculado de unos 89 um. Los fialidos se
encuentran agrupados son de un largo de 6 a 7 micrometros. Las metulas son
uniformes de forma espatulada. Las conidias son lisas se observan alineadas en
columnas, son de color amarillas a ambar en su mayoria incoloras de 3 a 5 ym
(Fig. 2.18 C y D) (Pitt, 1985).

Similar a P. citrinum varia en caracteristicas de color de la colonia.
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Figura 2.18 Penicillium spp. (O) A. Colonias en CYA 25 B. Colonias en MEA
Cy D. Conidiéforo, 40x
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Rhizopus spp.

Cigomiceto cuyo crecimiento de la colonia en medio PDA fue abundante en unos 3
dias, es de color blanco y apariencia filamentosa (Fig. 2.19). Esporangios
globosos y esporangiosporas, columelas vacias. Esporangioforos extensos y muy
ramificados. Los rizoides se encuentran localizados bajo el esporangiéforo (Fig.
2.19) (O’Donnell, 1979).



Figura. 2. 19 A. Colonia de Rhizopus en PDA.
B. Rizoides y Esporangio de Rhizopus, 60x.
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Scopulariopsis spp. Bainier

Las colonias tienen un crecimiento abundante de apariencia polvorienta
funiculosa, semejante a algodén en una semana tienen un diametro de unos 50
mm. Las colonias presentaron color marron a amarillo, semejante arena (Fig. 2.20
A). En ocasiones se presentan anillos marrones con tonos de crema claros a
blanco sobre la colonia. El reverso es color marrdn claro con tonalidad anaranjada,

hacia el centro més oscuro de marrén a gris.

Conidioforo corto y ramificado de 10 a 30 ym, con un arreglo verticilado de filiados
ramificados. Las conidias simples o ramificadas en cadenas son rugosas o lisas en
forma de pera con un diametro de 6 a 7 um en color marrbn a ambar, con

superficie rugosa y base plana (Fig. 2.20 By C).

La especie encontrada en el T3- BMC fue identificada como Scopulariopsis
brevicaulis (Sacc.) Bainier (Fig. 2.20 A).

De acuerdo con Cuenca et al, (2006) el hongo es considerado como patégeno
humano causante de hipersensibilidad, neumonias y dermatitis. Los reportes
contagio han sido en pacientes inmunocomprometidos por lo que no se clasifica
como un patoégeno potencial. La especie produce compuestos toxicos como el gas
de arsina que es el resultado de la descomposicion de arsénico. Estas reacciones
ocurren comun mente en el suelo como en otros sustratos que el hongo coloniza
(Raper y Thom, 1968).
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Fig 2.20 Scopulan'oss spp.
A. Colonia en PDA By C. Conidias y
ramificaciones
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Figura 2.20.1 Colonias del género Scopularopsis encontradas en el T5 A.y C.
Scopulariopsis spp. B.Conidias D. Conididforo de Scopulariopsis spp.
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Trichoderma harzianum Rifai

Las colonias fueron de color verde y apariencia polvorienta fucifirorme (Fig 2.31
A). Al inicio el desarrollo de la colonia presenta una coloracion blancuzca hacia
verde gris, semejante a mojado, con poco desarrollo del micelio. Luego la colonia
desarrolla un color verde intenso y mayor densidad al centro, finalizando en el

color verde con blancuzco. La colonia se desarrollo abundante en unos 3 a 4 dias.

Conidioforos compactos de unos 16 a 18 um. Las conidias son globosas de entre
3 a4 um, desarrolladlas en fialidos que se producen en direccion opuesta a cada
uno (Fig 2.21 By C) (Rifai,1969).
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Figura. 2.21 Trichoderma harzianum A. Coloniaen PDABy D
Conidioforos. C.y E. Conidioforo y fialidosporas, 40 x.
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2.5 CONCLUSIONES

La mayoria de los hongos encontrados en el BMC no representan ser nocivos a
los humanos. Los hongos identificados poseen caracteristicas de antagonismo y
como promotores de crecimiento o solubilizadores. Estos corresponden a la flora
normal de hongos mesofilicos que colonizan la composta en el periodo de
curacion (Taiwo y Oso 2004). De acuerdo a los resultados obtenidos en esta
investigacion, concluimos que el BMC es un medio de cultivo viable y seguro para
las plantas y los humanos que estén en contacto con el mismo, esto en relacién al
contenido microbioldgico de hongos. Este puede ser utilizado como un sustrato en
la produccion de plantas ornamentales y ser un medio alterno a la turba. Sin
embargo, se recomienda el uso de proteccion de las vias respiratorias
especialmente personas que sufren de alergias o con sistemas inmunolégicos
comprometidos y que estén en contacto con este sustrato. Los hongos, por su
mecanismo de produccién de esporas contaminan el aire y pueden poner en
riesgo la salud. Los hongos fitopatégenos encontrados en el BMC son suprimidos
por microorganismos antagonistas presentes en el mismo. De acuerdo con los
resultados de esta investigacion, el uso del BMC en la produccion de plantas
ornamentales y cultivos no representa un riesgo de pérdidas econémicas durante

la produccién de plantas.

En esta investigacion ademas, se realizé la caracterizacion microbiana de la turba
estudiandose asi su composicion. La turba como medio de cultivo, ha sido la mas
usada en las ultimas décadas por los productores de ornamentales a nivel
mundial. Los hongos identificados en la turba son encontrados cominmente en el
suelo y en materia organica en estado maduro o durante el almacenamiento. La
presencia de estos hongos puede estar asociada al tiempo en que la turba esta
expuesta al medio ambiente antes de ser empacada y mercadeada. Este es un
medio que es empacado en algunas ocasiones al inicio del proceso de
compostacion (Airasksinen et al, 2005). Algunos de los hongos encontrados en la

turba son termofilicos, potencialmente patogénicos a los humanos, representando
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peligro a la salud. La presencia de estos hongos en este sustrato, no habia sido
reportada previamente. De este modo se confirma el contenido microbiolégico de
hongos en la turba y al compararlo con el del BMC resultan ambos sustratos con
presencia de hongos con especies que pueden resultar patogénicas al ser
humano. Por esta razon, se recomienda tomar precauciones al momento de
utilizar ambos sustratos. Luego de evaluar el contenido microbiano de hongos de
estos dos sustratos, es imperativo que se lleven a cabo estudios adicionales con
estos sustratos organicos y con diversas marcas registradas utilizadas en la

produccion de cultivos.
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2.7 APENDICE
2.7. 1 Claves Taxonomicas

e A laboratory guide to common Penicillium species (Pitt,1985)

¢ A Manual of the Penicillia (Raper y Thom, 1968).

e A revision of the genus Trichoderma (Rifai,1969)

e Graminicolus species of Bipolaris, Curvularia, Drechslera, Exserohilum and
their teleomorphs (Sivanesan, 1987)

¢ Identification of common Aspergillus species (Klich, 2002)

e Zygomycetes in culture (O’'Donnell, 1979)

2.7.2 Recetas para la preparacién de medios de cultivo

2.7.2.1 OHIO

Para 1 L del medio; 20 gramos de agar, 5 g de glucosa, 2g de extracto de
levadura, 1 g de MgSO4-7 H,0O, 1 g de NaNOg, 1 g de KH,POy, 1 g de Oxygall, 1 g
propionato de sodio 0.5 g de cloramfenicol y 0.5 g de sulfato de estreptomicina
(diluidos en 1 ml de alcohol etilico al 90%) para diluir los antibiéticos.

2.7.2.2 CYA
Preparado con 1 g de K;HPO,4, 10 ml de Czapek, 5 g de levadura, 30g de
sacarosa,15 g de agar y 1L de H,O

2.7.2.3 CYA 20S
Preparado con 1 g de K;HPO,, 10 ml de Czapek, 5 g de levadura, 200g de
sacarosa, 15 gde agary 1 L de H,O

2.7.2.4 G25N
Preparado con 0.75 g de K;HPO4, 7.5 ml de Czapek, 3.7 g de Extracto de
levadura, 169.5 ml de glicerol, 12 g de agar y 750 ml de H,O

2.7.2.5 MEA
Preparado con 20 g de extracto de malta, 1g de peptona, 20 g de glucosa, 20
gramos de agary 1 L de H,O.
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3. DETERMINAR LA PRESENCIA O AUSENCIA DE Escherichia coli,
COLIFORMES Y Salmonella spp. EN EL BIOSOLIDO MUNICIPAL
COMPOSTADO Y LA TURBA

Grisselle E. Pérez Sanchez !, Myrna Alameda Lozada ? Maria Del Carmen Libran
Salas? y Lydia Rivera Vargas®

! Estudiante Graduada y ? Catedraticas Departamento de Cultivos y Ciencias
Agroambientales, Universidad de Puerto Rico, Recinto Universitario de Mayagiiez

3.1 RESUMEN

Las bacterias entéricas representan una gran parte de la microflora nativa del
Biosolido Municipal Compostado (BMC). Entre este grupo se encuentran bacterias
patogenas de humanos como Escherichia coli y Salmonella spp. La Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) rige los procesos de compostacion de biosdlidos bajo
la regulacion 40 CFR-503. La regulacion exige un numero limitado de E. coli,
Salmonella y coliformes totales para clasificar el BMC y autorizar su uso. Bajo esta
regulacion no es necesario identificar los coliformes totales presentes en el
sustrato por lo que fue el objetivo de este estudio. Se determind la presencia o
ausencia de E. coli y Salmonella spp. en cuatro tratamientos; tres muestras de
composta (TC1, TC2, y TC3) y una de turba utilizada como el tratamiento control
(TC). Para la deteccién de coliformes se utilizé el método de filtracion por
membrana y la prueba Colilert® (IDEXX Laboratories, Maine). Los coliformes
totales fueron detectados en todos los tratamientos de BMC utilizando ambas
pruebas. En la turba no se detectaron coliformes en ninguna de las pruebas
realizadas. E. coli fue detectada en los tratamientos TC1 y TC3. Salmonella spp.
no fue detectada en ninguno de los tratamientos evaluados. Los coliformes totales
identificados en los tratamientos de BMC fueron: Actinobacillus pleuropneumoniae,
Aeromonas encheleia, Escherichia fergusonii, Pasteurella bettyae, Pantoea
stewartii ss stewartii, Rahnella aquatilis y Vibrio tubiashii todas han sido reportadas
como patdgenos oportunistas. La presencia de estas bacterias en el sustrato

podria poner en riesgo la salud de quienes manejan este medio de cultivo.
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3.2 INTRODUCCION

El Biosélido Municipal Compostado (BMC) por su fuente de origen posee una
gran diversidad de bacterias entéricas (Tyler y Triplett, 2008). El grupo de las
Enterobacterias, en las que se incluyen los patbgenos humanos de Salmonella y
Escherichia coli tienen la capacidad de sobrevivir por largo tiempo en el suelo y
colonizar el interior de las plantas. Estas bacterias patégenas han desarrollado
resistencia a antibidticos y son capaces de transmitirla a bacterias comunes del
suelo modificando la microbiologia de los suelos (Edrington et al., 2009). De
acuerdo con Guzman y Campos, (2001), los sustratos en los que no se ha
completado el proceso de compostacion por el periodo necesario estan en riesgo

de contener microorganismos patdgenos como bacterias de tipo coliformes.

La Agencia de Proteccién Ambiental (EPA) regula el control de patdégenos en los
biosélidos compostados mediante pruebas requeridas para autorizar y clasificar su
uso en la agricultura. De acuerdo a la regulacion 40 CFR-503 (EPA, 2007), la cual
rige los procesos de compostacion de biosdlidos, éstos se clasifican segun el
contenido de patdgenos entre estos bacterias coliformes. Estas pruebas
determinan la densidad de coliformes fecales y son utilizadas como indicador
potencial de la presencia de bacterias patégenas (EPA, 1992; Guzméan y Campos,
2001). De acuerdo con Yanco, (1988) la presencia de coliformes en el sustrato es
un indicador de contaminacion con Salmonella spp. Las muestras que contengan
menos de 1,000 coliformes fecales por gramo de peso seco de composta indica
que los microorganismos patdgenos han sido eliminados (EPA, 1998). E. coli
representa menos de un 1% de la poblacién de coliformes fecales (Yanco, 1988)
por lo que la mayoria de los coliformes totales no se han identificado. Las
bacterias que se clasifican como coliformes totales se contabilizan bajo un grupo
sin conocer su género y especie. Por esta razon, el objetivo de este estudio fue la
deteccion de E. coli y Salmonella spp. y la identificacion de coliformes totales. De
este modo es posible obtener una identificacion de las poblaciones de
microorganismos potencialmente patogénicos que se encuentran bajo la

clasificaciéon de coliformes totales.
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De acuerdo con Hassen et al., (2001) durante la fase termofilica de la composta
las poblaciones de las bacterias, E. coli y Streptococcus disminuyen de 2x10’ a
3.1x10° y 10" a 1.5x10° células/peso seco, respectivamente; mientras que las
bacterias mesofilicas no coliformes se reducen de 5.8x10° a 1.8x10" células/g
inicialmente. Las bacterias del género Staphylococcus son dominantes durante la
fase mesofilica en el inicio de la compostacion, luego las bacterias Gram positivas
como Bacillus spp. colonizan la composta durante la fase termofilica
predominando el ciclo completo de compostacion. Las bacterias patdégenas
oportunistas, Gram negativas como Pseudomonas (28%), Serratia (20%),
Klebsiella (11%) y Enterobacter (5%) aparecen en la fase de curacién y
maduracion representando un serio problema de sanidad y calidad de la composta
(Hassen et al., 2001 y Boulter et al., 2002). La disminucién en la temperatura
durante la fase de curacién de la composta permite que estas bacterias colonicen
la composta nuevamente. Estas bacterias permanecen en el ambiente, en equipos
de manejo, y desarrollan estructuras de supervivencia siendo presentestes en los
nuevos lotes (Hussong et al., 1985). La incidencia de bacterias patdgenas en la
turba también ha sido reportada por Meriaux et al., (2006) ya que esta se
encuentra expuesta al ambiente en las plantas de procesamiento bajo condiciones

favorables para la colonizacion de microorganismos patégenos.

Las investigaciones previas han sugerido la necesidad de un monitoreo de la
sucesion microbiana para determinar el manejo efectivo y asegurar la calidad de la
composta (Ryckeboer et al., 2003). Teniendo en cuenta estos aspectos, los
andlisis microbioldgicos constituyen un elemento importante para determinar la
calidad sanitaria del BMC. En estudios previos realizados, en Puerto Rico dénde
se evalu6 el BMC obtenido de la Planta de Procesamiento Caribbean Composting
de Arecibo, P.R. y muestras de la Planta de Composta de la Autoridad de
Acueductos y Alcantarillados de Mayaguez, P.R., reportaron la ausencia de
Salmonella spp., aunque mostraron la presencia de coliformes fecales (Pike,
2009).
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3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Determinacién de la presencia o ausencia de E. coli y coliformes totales

El BMC estudiado fue obtenido de la Planta de Procesamiento de Composta de
Mayaguez, de la Autoridad de Acueductos y Alcantarillados (AAA). Se analizaron
las muestras de acuerdo al “Standard Methods for Examination of Water and
Wastewater” (American Public Health Association, 1992). Se siguieron las
recomendaciones de control de calidad descritas en el “Manual for the Certification
of Laboratories Analyzing Drinking Water: Criteria and Procedures, Quality
Assurance (EPA, 1992). Se realizaron pruebas de filtracion por membrana
descritas en el Método 1604 (EPA, 2002) para andlisis de muestras de BMC y
turba, tratamiento control (TC). Los pardmetros de comparacion fueron la
presencia o ausencia de coliformes (C) en los tratamientos. Se evaluaron tres
muestras de composta (BMC 100%) que fueron los tratamientos (TC1, TC2, y
TC3) los cuales provinieron de una misma pila aerostatica que cumplia con los
periodos requeridos de compostaje. La pila mencionada anteriormente habia
completado el periodo de curacion el 3 de noviembre de 2011. Al momento de ser
colectada la muestra el 12 de marzo de 2012 la pila contaba con 129 dias de
maduracién en almacenamiento en la planta de composta. Para la evaluacion de
las muestras se suspendieron 10 g de composta en 90 ml de agua estéril, que
fueron agitados mecanicamente (“shaker”) por 15 minutos. Se realizaron cuatro
diluciones a partir de la primera extrayendo 10 ml de la suspension y
transfiriéndolos a 90 ml agua. Se utilizaron la tercera y cuarta dilucion. Los filtros
de membrana (milipore) de 47mm y con poro de 45 pm se colocaron en un
embudo de filtracion conectado a una bomba de vacio manual. Se filtraron 100 ml
de cada dilucion. Los filtros de membrana se humedecieron con 30 ml de agua
estéril antes de proceder a filtrar. El filtro de membrana se retiré del embudo
utilizando pinzas estériles y se colocé en un plato Petri con agar Ml (BD, BBL ™)
(EPA, 2002). Cada tratamiento fue replicado tres veces, e incubados a 35 “C en

una incubadora (Science Teaching Incubator) por 24 horas. Se confirma la
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presencia y el crecimiento de bacterias al observarse bajo luz ultravioleta (365nm)
coloracién azul o fluorescencia en las colonias. EI método utilizado tiene una

capacidad de deteccidn de una célula de E. coli o coliforme por 100 ml.

3.3.2 Deteccion de bacterias con el método Colilert®-18 (Quantitray-2000)

El método de deteccion Colilert®-18 (Quantitray-2000) (IDEXX Laboratories,
Maine) fue utilizado para confirmar la presencia o ausencia de E. coli y coliformes
totales de los tratamientos analizados previamente por la prueba de filtracion por
membrana descritos en el Método 1604 (EPA, 2002). Se utilizaron las diluciones
102y 107 (10:100 ml de agua) de cada uno de los tratamientos. Se siguieron las
indicaciones de la prueba para la preparacion de la muestra incubacion y lectura
de la misma. Los resultados positivos de la prueba deben mostrar una coloracién
amarilla para la presencia de coliformes totales mientras que para E. coli la
coloracién es fluorescente bajo luz ultravioleta (365nm). La prueba de Colilert®
puede detectar bacterias a una concentracién de 1ufc/100 ml hasta 2,419 ufc/ 100

mil.

3.3.3 Deteccion de la presencia de coliformes totales

Se realizaron diluciones seriadas desde 10! a 10" ® a partir de 10g de cada
tratamiento (TC1, TC2, TC3 y TC) que fueron inoculados en el medio de cultivo
Bacto® Endo Agar. Estos fueron incubados a 35° C por 24 horas. Este método de
deteccion fue utilizado para confirmar la presencia de coliformes totales en los
tratamientos antes mencionados. De estos se contabilizé el numero de UFC/100
ml de cada placa y se tomaron tres colonias al azar que presentaron coloracién
roja, caracteristica de la fermentacion de lactosa. Las colonias fueron transferidas
a Trypticase Soy Agar (TSA). Se utilizd la Tincion Gram para confirmar las

bacterias como Gram negativas y la pureza de las colonias.

90



3.3.3.1 Identificacién de las bacterias mediante el método BIOLOGe.

Para la identificacion por género y especie se utilizaron las pruebas de
identificacion, BIOLOGe (Boulter et al., 2002). EI método BIOLOGe MicroLog 3-
Microstation System (V.4.2) de Biolog, Inc. (Hayward, CA.) para la identificacion de
bacterias, estad basado en la oxidacion de 95 fuentes de carbono y la reduccién del
indicador violeta de tetrazolio. La oxidacion positiva de la fuente de carbono es
observada por un cambio en color, el cual es determinado en un intervalo de
onda, midiendo la densidad O6ptica con un espectrofotometro. Este sistema
compara con su base de datos el patron de la oxidacion de las fuentes de carbono

de las bacterias a identificarse.

Las bacterias Gram negativas entéricas se crecieron en el medio BUGM™ (Biolog
Universal Growth Medium) durante 24 horas a 35° C. La suspension bacteriana se
prepard en tubos con fluido de inoculacion (GN/GP Inoculating Fluid) (BIOLOGe)
suplementado con tres gotas de trioglicolato de sodio (BIOLOGe), utilizando un
espectrofotometro (Spectronic-21 Milton Roy Company, USA) a 590nm hasta
lograr una tramitancia de 61 % +/-2. Las suspensiones bacterianas se inocularon
(150 pl) en las fosas de las microplacas GN2 BIOLOGe. Las microplacas fueron
incubadas a 35° C por 24 horas y la lectura de estas fue utilizando el lector
Microloge (Micro Station System 4.2) alas 4 a 6 horas y a las 18 a 24 horas.

3.3.4 Determinacion de la presencia o ausencia de Salmonella spp.

De cada uno de los tratamientos antes mencionados (TC1, TC2, TC3y TC) se
tomaron muestras de 25 g para la preparacion de una suspension de 100 ml.
Estas se colocaron en un agitador mecénico por 15 minutos. Las suspensiones
fueron inoculadas en caldo nutritvo 3M™ TECRA™ UNIQUE. Se siguieron las
indicaciones y periodos de incubacién recomendados por el fabricante de la
prueba 3M™ TECRA™ UNIQUE. La prueba es utilizada para la deteccién de
Salmonella spp. Un cultivo puro de Salmonella spp. se utiliz6 como tratamiento

control para confirmar los resultados. Se evaluaron los 4 tratamientos antes
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mencionados con tres repeticiones tres veces (dos de ellos fueron incubados a 42°
C y uno a 36° C) ya que la prueba recomienda la incubacion bajo ambas
temperaturas. Se utilizé una espatula provista en los materiales de la prueba, que
contiene un reactivo indicador para determinar la presencia o ausencia de la
bacteria. La espatula fue introducida en forma secuencial en la bandeja con las
muestras. Esta espéatula posee 4 secciones, la seccion nimero 1 es el control
positivo, seccién numero 2 control negativo, la seccibn namero 3 y 4 presencia o
ausencia de la bacteria. La prueba positiva debié observarse con un cambio a
color rosado en la seccion 4, mientras la ausencia del patégeno debia permanecer

incolora.

3. 4 RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1 Determinacion de la presencia o ausencia de E. coli y coliformes totales

La presencia o ausencia de E. coli y coliformes totales fue confirmada con el
método de filtracion por membranas recomendado por la Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA, 2002) realizado a los tratamientos de BMC y turba. Los
resultados de los analisis con el método de filtracibn por membranas confirmaron
la presencia de E. coli y coliformes totales, sin embrago no se pudo cuantificar el
total de colonias existentes. El crecimiento de las colonias en las placas fue de
forma aglomerada con difusion hacia los bordes de la membrana afectando la
cuantificacion y enumeracion (Fig.3.1). Este crecimiento puede ser causado por la
turbidez de la muestra, siendo necesarias mas diluciones. El crecimiento en masa
y amorfo observado en las colonias estudiadas coincide con el resultado descrito
en el Método 1604 (EPA, 2002) TC" EC* (TNTC), TC (total coliforms), EC (E. coli),
TNTC (too numerous to count or confluent). Este resultado se reporta para todos
los tratamientos analizados de BMC vy turba, lo que indica que la densidad de
crecimiento en el filtro fue muy numeroso para ser contado o confluyente. El
término confluyente es utilizado en la interpretacion de resultados de esta prueba
al referirse a colonias de E. coli y coliformes totales que bajo luz ambiente no

muestran la coloracion que representa su identificacion y bajo luz ultravioleta
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ambos presentan fluorescencia (EPA, 2002). De igual modo pueden presentarse
colonias que carezcan de la fluorescencia aun siendo coliformes, esto debido al
metabolismo de las enzimas indicadoras en el medio de cultivo como MUGal y el
IBDG para la deteccion de coliformes totales y E. coli respectivamente (EPA,
2002).

En el tratamiento TC (100% turba) se observaron colonias definidas de coloracion
azul a blanco y azul verdosas indicativas de la presencia de coliformes totales y £.
coli. Ademas, se observan colonias verdes y verde amarillo las cuales no son
consideras coliformes bajo el Método 1604. Las colonias de E. coli bajo luz
ambiente debian mostrar coloracion azul y bajo luz ultravioleta ser fluorescentes
con coloracion azul verdosa, en cambio las colonias de coliformes totales debian
presentar una fluorescencia de azul a blanca bajo luz ultravioleta. La presencia de
colonias fluorescentes color verde, no azul representa otras especies no
coliformes. El método 1604 describe como un factor poco comin que puede
ocurrir el desarrollo de colonias menores de 0.5 mm de color azul con
fluorescencia, estas no son consideradas E. coli. Las colonias de E. coli tienen un
mayor tamafio de 1 a 3 mm de diametro, si estas colonias pequefias se

desarrollan en el medio la muestra no es considerada como E. coli (EPA, 2002).
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Figura 3.1 Crecimiento en agar MI. Las colonias con
fluorescencia bajo luz ultravioleta representan
coliformes totales en el método 1604. A. TC1 (103)
B.TC1(10-%) C.TC2 (103) D. TC2 (10-4) E. TC3 (103)
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Figura 3.2 Crecimiento en agar MI.
A.TC (10®) B. TC (10°%)
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3.4.2 Deteccion de bacterias con el método Colilert®-18 (Quantitray-2000)

Los resultados obtenidos en el método de filtracion por membranas fueron
confirmados utilizando la prueba Colilert® demostrando la presencia de coliformes
totales en todas las muestras de BMC (Tabla 3.1). La presencia de £. coli en esta
prueba fue positiva para los tratamientos de BMC (TC1 y TC3) (Fig. 3.4). Se
observo coloracion azul y verdosa en las fosas positivas a la presencia de £. coli.
En el TC el resultado fue negativo para la presencia de coliformes totales 'y £. coli
contenido el NMP/100 ml menor de 1 (Fig. 3.3y 3.4).

Los diversos resultados de los tratamientos analizados en el Método 1604 vy la
prueba Colilert® sobre la presencia de £. coli en el TC2 y el TC pueden ser
explicados debido al desarrollo de las colonias pequefias con caracteristicas de
fluorescencia que no son E£. coliy se desarrollaron en el medio de cultivo MI (EPA,
2002).
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Tabla 3.1 NUmero mas probable de coliformes totales en Biosdélido Municipal
Compostado (BMC) y turba

NMP NMP
Tratamientos! de de
Coliformes E. coli
TC 1 202.8 4
TC 13 15.6 3
TC 22 358.6 <2
TC 23 <3 <3
TC 3? 922.2 254.8
TC 3° 129.6 21.9
TC? <2 <2
TC?® <3 <3

Tratamientos BMC (TC 1, TC 2y TC 3) 100% turba (TC)

*Dilucion 107
*Dilucion 107



Figura 3.3 Resultados para la presencia de coliformes totales
utilizando el método Colilert. Las fosas con color amarillo son positivas
para la presencia de coliformes totales en los tratamientos de BMC.
Las fosas incoloras en el tratamiento control son negativas .
A.TC1,B.TC2,C. TC3y D. TC.
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Figura 3. 4 Resultados para la presencia de E. colfi utilizando el metodo
Colilert. Las fosas fluorescentes son positivas para la presencia de E.
coli. A.TC1,B. TC2,C. TC3 y D. TC.
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3.4.3 Deteccion de la presencia de coliformes totales

El crecimiento de coliformes fue confirmado con el desarrollo de colonias color rojo
y rosado en los tratamientos de BMC; TC 1, TC 2, y TC 3. En el tratamiento TC
(turba 100%) no se observo crecimiento de bacterias coliformes ni E. coli
coincidiendo el resultado al obtenido con la prueba Colilert®. De este modo es
posible confirmar que las colonias fluorescentes que crecieron en las placas de Mi

no son E. coli.

La presencia de bacterias entéricas en el sustrato de BMC ha sido confirmada
mediante las pruebas realizadas al sustrato coincidiendo con lo reportado en
estudios previos (Tyler y Triplett, 2008). Las bacterias aisladas en este estudio
fueron Gram negativas indicando su relacién con las Enterobacterias las cuales
resultan Gram negativas por el método de Tincion Gram (Boulter et al., 2002).
Estas bacterias se clasifican como coliformes totales y son indicadoras de
contaminacion de acuerdo a la regulacion 40 CFR- 503 (EPA, 2007) la cual rige
los procesos de compostacion de los biosolidos. De acuerdo con esta regulacion
el BMC analizado en esta investigacion resulto ser clasificado como clase A por su
contenido de coliformes totales en las muestras. En la regulacion 40 CFR-503, el
BMC clase A contiene con una cantidad de menos de 1,000 coliformes totales por
gramo. Estudios sobre las poblaciones de bacterias coliformes en sustrato similar
al BMC utilizando las pruebas BIOLOG® detectaron bacterias coliformes de los
géneros: Klebsiella, Enterobacter, Serratia y Pseudomonas en una gran diversidad

de especies (Boulter et al., 2002).

3.4.3.1 Identificacién de coliformes totales mediante pruebas BIOLOG®

La identificacion de coliformes totales en el BMC fue realizada utilizando las
pruebas de identificacion BIOLOG®. Se identificaron en el tratamientos de BMC
las bacterias, Actinobacillus pleuropneumoniae, Aeromonas encheleia, Escherichia
fergusonii, Pasteurella bettyae, Rahnella aquatilis en el TC1. En el TC2 Pantoea

stewartii subsp. stewartii y en el TC3 Vibrio tubiashii y R. aquatilis.
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Actinobacillus pleuropneumoniae es una bacteria patdogena encontrada en el
tracto respiratorio de cerdos provocando la enfermedad conocida como
pleuropneumonia (Flores-Tena et al, 2007). Aeromonas encheleia es responsable
de causar gastroenteritis y puede ser adquirida normalmente de ambientes
domeésticos (Demarta et al, 2000). Escherichia fergusonii causa infecciones
intestinales y posee genes de patogenicidad similares a los de E. coli (Wragg et
al.,, 2009). Pantoea stewartii subsp. stewartii es la causante de la marchitez
bacteriana del maiz (Roper, 2011). Pasteurella bettyae, es comun provocando
infecciones genitourinarias y ha sido reportada también en casos de
pleuroneumonia en humanos (Moritz et al., 1996). La especie de Rahnella
aquatilis es aislada en muestras de agua y es parte de la flora microbiana
intestinal humana (Fajardo y Bueno, 2000). Esta puede desarrollarse como
patégeno oportunista, presentandose generalmente en pacientes
inmunocomprometidos (Fajardo y Bueno, 2000). Vibrio tubiashii es patdgena de
moluscos y ha sido encontrada en aguas del Pacifico en Norte América siendo la

causante de importantes vibriosis (Elston et al., 2008).

Las bacterias coliformes pobladoras de sustratos como las compostas de
biosdlidos poseen mecanismos de resistencia a antibiéticos superiores lo que las
convierte en patdogenos nocivos (Davin et al, 1997). Muchas de estas bacterias
encontradas en el BMC han sido expuestas a antibiéticos y poseen la capacidad
de transmitir los genes de resistencia a bacterias comunes del suelo (Edrington et
al., 2009). Uno de los mecanismos de resistencia es la hiperproduccion de una
cefalosporinasa codificada por el gen AmpC (Sanders, 1987). El otro es la
resistencia a antibiéticos a-lactamicos por la produccion de a-lactamasas de
espectro extendido (BLEE). Estas enzimas inicialmente se identificaron en
Klebsiella spp. y en E. coli y estan codificadas por plasmidos (Livermore, 1987).
Las bacterias consideradas patdégenos oportunistas se conjugan con patdégenos
como E. coli. aumentando su patogenicidad y resistencia (Livermore, 1987).

Estudios por Cheng et al., (2008) confirman la diversidad bacteriana del BMC

101



identificando una gran cantidad de bacterias como clones no cultivables por lo que

es posible gue bacterias presentes en el sustrato no sean identificadas.

3.4.4 Deteccion de la presencia o ausencia de Salmonella spp.

En ninguno de los tratamientos analizados fue detectada la presencia de
Salmonella spp., los tratamientos mostraron ausencia de Salmonella al ser
comparadas con el control positivo que provee la prueba. De acuerdo al protocolo
3M™ TECRA™ Salmonella (2002) la prueba fue corrida exitosamente ya que el
control positivo o indicador presentd una coloracién rosada en la seccion numero 1
de la espatula. La seccion numero 4 de la espatula permanecio incolora resultando
negativa para la presencia de Salmonella spp. La prueba TECRA Salmonella
puede detectar de 1 a 5 células bacterianas en el medio de cultivo. De acuerdo
con la regulacién (40 CFR-503) (EPA, 2007) la densidad para la bacteria
Salmonella en el BMC debe ser menor de tres NMP (niumero mas probable) por 4

gramos de sélido.

Estudios previos realizados por Hussong et al., (1985) demuestran que la bacteria
Salmonella spp. requiere condiciones especificas de temperatura, disponibilidad
de nutrientes, humedad y pH en el sustrato para su recolonizacién luego de la
compostacion del sustrato. Compostas con valores de pH menores de 5.0
previenen el desarrollo de Salmonella spp. (Hussong et al., 1985). Estudios
previos realizados en Puerto Rico por Vazquez, (2004) demostraron que el BMC
posee valores de pH mayores de 6.0. La recolonizacién de la bacteria en el
sustrato puede ser también afectada por la presencia de microorganismos
antagonistas. Salmonella spp. no ha sido detectada en muestras de BMC que
contengan altos niveles de coliformes (Hussong et al., 1985). De acuerdo a los
resultados obtenidos en esta investigacion en las pruebas para la deteccion de
coliformes las muestras de BMC analizadas poseen niveles altos de coliformes de
hasta 922.2 NMP/100 ml. La competencia que ocurre en el sustrato debido a la
accion microbiana previene el desarrollo de Salmonella (1,000:1) (Hussong et al.,
1985). Las bacterias coliformes comumes de los biosélidos como E. coli,
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Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis, Bacteroides ovatus vy
Fusobacterium variurn tienen efecto antagonista sobre Salmonella typhimurium
(Ushljlma y Seto, 1991).



3.5 CONCLUSIONES

El uso del BMC como medio alterno a la turba puede verse afectado por la
presencia de E.coli y coliformes totales. Estos microorganismos patégenos
representan un riesgo enmascarado a quienes manejan el sustrato. Por esta
razon se recomienda la proteccién personal y un manejo adecuado durante la
preparacion de las mezclas utilizando este sustrato, al momento de la siembra y
siempre que se vaya a utilizar el mismo. La proteccién personal debe consistir en
el uso de guantes, mascarilla y gafas de seguridad, esta recomendacion es a tenor

con los hallazgos de la composicion microbiana de este sustrato estudiado.

Los coliformes totales en el BMC son considerados patdégenos oportunistas aun
asi deben ser considerados de alto riesgo. Estas bacterias pueden provocar
graves complicaciones ya que generalmente presentan resistencia a antibiéticos y
suelen ser dificiles de detectar por el desconocimiento acerca de su
patogenicidad. El uso de sustratos con altas poblaciones de microorganimos debe
ser mas estudiado y su uso debe ser restringido de acuerdo al tipo de cultivo. En
estos casos deberian ser obligatorios realizar analisis microbianos como la
deteccidn e identificacion de coliformes totales ya que cada lote de composta varia
en el contenido microbiano. Es necesario que se establezcan medidas serias en la
consideracion y autorizacion de uso del sustrato a productores agricolas. Las
agencias pertinentes deben tomar accion en la regulacion del uso del sustrato
siendo concientes del contenido microbiolégico. Se recomienda no utilizar el BMC
como medio de cultivo en la produccion de cultivos alimenticios en particular
cultivos que se consuman frescos. La ausencia de Salmonella spp. es un factor
positivo a favor del BMC. Sin embargo, se recomienda realizar estudios similares
de deteccion de Salmonella utilizando otros métodos. De este modo seria posible

reconfirmar la ausencia total de Salmonella en el BMC.
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4. DETECCION DE COLIFORMES EN PLANTAS DE LECHUGA (Lactuca
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4.1 RESUMEN

El Biosdlido Municipal Compostado (BMC) es utilizado como enmienda en los
suelos agricolas y como medio de cultivo alterno a la turba, proveyendo
excelentes resultados en los cultivos. Sin embargo, su uso agricola puede verse
afectado por la presencia de microorganismos patégenos a humanos. Entre estos
bacterias entéricas, como Escherichia coli y Salmonella spp., que poseen la
capacidad de transportarse a través del interior de la planta y estar presentes en
el tejido de cultivos comestibles como la lechuga (Lactuca sativa). Por tal razén,
surge la necesidad de realizar esta investigacion cuyo objetivo fue determinar la
presencia o ausencia de bacterias coliformes, E. coli y Salmonella spp. en los
tejidos de lechuga. Se analizaron tres tratamientos en los que se creci6 lechuga en
BMC 100%, turba 100% Yy una mezcla de BMC y turba 25:75%. Los métodos
utilizados en este estudio fueron filtracion por membrana, la prueba Colilert® y
TECRA Salmonella. Los resultados para estas pruebas confirmaron la presencia
de coliformes en el tejido de la lechuga para todos los tratamientos estudiados. Sin
embargo en este estudio no fue detectada la presencia de E. coli ni Salmonella
spp. en la lechuga. En el tratamiento de la mezcla BMC y turba se cuantifico el
mayor niumero de coliformes. Utilizando las pruebas BIOLOG® se identificaron las
bacterias coliformes; Enterobacter sakazakii en las lechugas crecidas en BMC,
Pantoea dispersa en las crecidas en la turba y P. dispersa y Pseudomonas

mendocina en la mezcla de BMC y turba.
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4.2 INTRODUCCION

El Biosdlido Municipal Compostado es utilizado como enmienda en los suelos
agricolas, por su alta capacidad de proveer nutrientes, mejorar la estructura del
suelo y para la bioremediacion (EPA, 1998). El| BMC también es usado como un
medio de cultivo alterno a la turba en cultivos ornamentales (Cardona, 2008). Sin
embargo existe escepticismo para la utilizacion como sustrato en los cultivos
horticolas por la posibilidad de contener bacterias coliformes (Yanco, 1988).
Estudios realizados por Tyler y Triplett, (2008) demuestran que las bacterias
entéricas de tipo coliformes como Escherichia coli y Salmonella spp. son comunes
colonizando el interior de las plantas. Estas bacterias patégenas a humanos estan
asociadas a plantas como parte de su microflora nativa, ejemplo de esto ocurre en
el musgo del género Sphagnum en el cual se han identificado las bacterias
Staphylococcus, Hafnia, Yersinia y Pantoea (Tyler y Triplett, 2008). Este musgo es
el componente principal de la turba comercial utilizada como medio de cultivo en

plantas ornamentales y semilleros de cultivos horticolas.

En los ultimos afios se ha observado la incidencia de bacterias patdgenas
contaminando vegetales como espinaca, tomate, alfalfa y lechuga entre otros
causando epidemias y serios riesgos a la salud humana (Barak y Liang, 2008). De
acuerdo con Tyler y Triplett, (2008) las bacterias patdgenas mas comunes en la
contaminacion de vegetales son E. coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae y Listeria monocytogenes. La bacteria Salmonella spp. también es
responsable de contaminaciéon siendo un indicador de la presencia de patégenos
humanos en los cultivos (Hussong et al., 1985). La aplicacion de compostas a los
suelos aumenta la densidad de poblaciones de coliformes fecales y Salmonella
como la presencia de estos en los cultivos (Hussong et al., 1985). Por ejemplo, se
ha encontrado que E. coli 0157:H7 y Salmonella enterica serovar typhimurium
pueden sobrevivir unos 154 a 196 dias y 203 a 231 dias en el suelo
respectivamente (Tyler y Triplett, 2008). Estudios en suelos enmendados con
compostas también confirman la presencia de especies del género Enterobacter
(Edrington et al., 2009).
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Gagliardi y Karns, (2000) estudiaron el transporte de bacterias coliformes a traves
de las diferentes capas del suelo después de la aplicacion del composta
encontrdndose a profundidades de 0.9 hasta 456 m de acuerdo el tipo de suelo.
Estudios previos por Franz et al., (2007) en los que se cuantificé la capacidad de
colonizacion de E. coli 0157:H7 y Salmonella enterica en lechuga reportaron la
presencia de éstas en el tejido de la planta en densidades de 3.95 log ufc/g y 2.57
log ufc/g, respectivamente. Se ha probado que Samonella spp. es capaz de
colonizar alfalfa durante las primeras 24 horas de germinacion siendo persistente
durante todo el ciclo de la planta (Howard y Hutchenson, 2003). La rapida
capacidad de colonizacion de Salmonella spp. en los tejidos de los cultivos
demuestra el riesgo de contaminacion y peligro a la salud humana. Johannessen
et al., (2005) reportaron que E. coli 0157:H7 no pudo ser detectada en suelos ni
en los tejidos internos y externos de la lechuga, debido a la presencia de
Pseudomonas flourescens en el suelo. Pseudomonas flourescens antagoniza E.
coli 0157:H7 inhibiendo su desarrollo en el suelo y la colonizacion de los cultivos

(Johannessen et al., 2005).

La presencia de microorganismos patdogenos a humanos que pueden ser
encontrados en las diferentes capas del suelo y en las plantas, representan un
peligro inminente a la salud de quienes los ingieren como alimento o del personal
que trabaja con el sustrato. Por tal razon, el objetivo de esta investigacién fue
determinar la presencia de Salmonella spp. E. coli y coliformes en plantas de
lechuga crecidas en BMC, turba y una mezcla de BMC y turba en una proporciéon
25:75% (BMC:Turba). La evaluaciéon de estos tratamientos permitira recomendar
el sustrato como medio de cultivo alterno a la turba o como enmienda a suelos

agricolas, donde son producidos cultivos horticolas destinados a la alimentacion.
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4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Deteccion de E. coli y coliformes totales en el tejido de lechuga

Se sembraron semillas de lechuga (Lactuca sativa var. Black Seeded Simpson) en
bandejas de propagacion en tres tratamientos conteniendo BMC 100% (TL 1),
turba 100% (TL 2) y una mezcla de BMC y turba 25:75% (TL 3). Se selecciono
esta proporcion basandonos en estudios previos con excelentes resultados
utilizando plantas ornamentales (Cardona, 2004). Las semillas fueron sembradas
el 14 de marzo de 2012, las muestras de lechuga fueron colectadas a los 40 dias
(DDS) de cultivo bajo condiciones de vivero. Las muestras de hoja fueron cortadas
en la base del suelo evitando tocar el sustrato. Las muestras fueron desinfestadas
superficialmente con una solucién al 10% de hipoclorito de sodio y enjuagadas con
agua destilada estéril por 3 veces. Las hojas fueron maceradas en un mortero
estéril para extraer 10 ml de savia celular y éstos fueron diluidos en 90 ml de agua
estéril (Johannessen et al., 2005). Las muestras fueron replicadas tres veces y
colocadas en un agitador mecénico por 15 minutos. La dilucién 102 se filtr6
utilizando filtros membrana de 47mm y un tamafio de poro de 45im siguiendo el
procedimiento descrito en la seccién numero 3.3.1 sobre la determinacion de la
presencia o ausencia de coliformes utilizado en este estudio. La presencia y el
crecimiento de bacterias debié ser confirmada al observarse se coloracion azul o
fluorescencia en las colonias bajo luz ultravioleta (365nm). Se contaron las
bacterias de cada plato para determinar el nimero de coliformes totales utilizando
el método denominado como la Unidad Formadora de Colonias (UFC/100ml)
(EPA, 2002). Se tomaron 3 colonias al azar de los coliformes totales que fueron
transferidas a Tryptose Soy Agar (TSA) para su identificacion utilizando las
pruebas, BIOLOG® MicroLog 3-Microstation System (V.4.2) de Biolog, Inc.
(Hayward, CA.) (Boulter et al., 2002). Este método se encuentra descrito en la
seccion 3.3.3.1 sobre la identificacion de las bacterias mediante el método
BIOLOGe.
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4.3.1.1 Deteccion de E. coli y coliformes totales por el método Colilert®-18
(Quantitray-2000)

La prueba de Colilert®-18 (Quantitray-2000) (IDEXX Laboratories, Maine) fue
utiizada para confirmar la presencia de E. coli y coliformes totales en los
tratamientos analizados. Para esta deteccion se realiz6 la prueba de filtracién por
membrana la cual es descrita y recomendada en el Método 1604 de la Agencia de
Proteccién Ambiental (EPA, 2002). Se utilizaron las diluciones10 2y 10  (10:100
ml de agua) de cada uno de los tratamientos. Se siguieron las indicaciones de la
prueba para la preparacion de la muestra, la incubacién y lectura de la misma. Las
muestras que resultaran positivas mostrarian un color amarillo para la presencia
de coliformes totales mientras que para E. coli mostraria fluorescencia bajo luz

ultravioleta (365nm).
4.3.2 Deteccion de Salmonella spp. en el tejido de lechuga

De cada uno de los tratamientos evaluados en la deteccion de coliformes en
cultivos horticolas se tomaron muestras de 25 ml de savia celular que fueron
inoculados en caldo nutrivo 3M ™ TECRA ™ UNIQUE. Se sigui6 el
procedimiento descrito en la seccidon numero 3.3.4 sobre la determinacion de la
presencia o ausencia de Salmonella spp. en el BMC realizado en esta

investigacion.

4.4 RESULTADOS Y DISCUSION
4.4.1 Deteccion de E. coli y coliformes totales en el tejido de lechuga

La presencia de coliformes totales y la ausencia de E. coli fue confirmada con el
método de filtracion por membranas y la prueba Colilert® para los tres
tratamientos analizados. Todos los tratamientos BMC 100%, turba 100% vy la
mezcla de BMC y turba 25:75% fueron positivos a la presencia de coliformes. En
el método de filtracion por membranas se observaron colonias fluorescentes bajo
luz ultravioleta en el medio de cultivo MI (Fig. 4.2), siendo descritas como

coliformes totales (EPA, 2002). En este analisis no se cuantifico el numero de
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colonias ya que sobrepasa el niumero a contabilizar. El método recomienda contar
hasta un méaximo de 200 colonias. Este resultado se reporta como TC™ (total
coliforms), TNTC (too numerous to count or confluent). Utilizando la prueba
Colilert® se confirmaron los resultados de la presencia de coliformes totales
contabilizando sus poblaciones (Tabla 4.1). La presencia de coliformes es indicada
por el cambio de color en la muestra, la cual obtiene un color amarillo (Fig. 4.3).

En el estudio de deteccion de coliformes realizado en esta investigacion a los
sustratos de BMC y la turba, los coliformes fueron encontrados en todos los
tratamientos de BMC, no asi en el tratamiento control el cual contenia 100%
turba. En este andlisis para la deteccion de coliformes en lechuga crecida en los
sustratos antes mencionados bajo condiciones de vivero, fueron detectados
coliformes en el tratamiento conteniendo 100% turba. En este tratamiento se
observé un menor numero de coliformes al compararlo con el de BMC y la mezcla
BMC vy turba (25:75%). En la lechuga sembrada en la mezcla de los sustratos se
cuantifico el mayor niumero de coliformes. Este resultado esta a tenor con lo
reportado por Johannessen et al., (2005) quienes afirman que los
microorganismos se activan bajo ciertas condiciones siendo asi detectables. Esto
puede explicar el aumento en poblaciones de coliformes en la lechuga crecida en

la mezcla y la presencia de éstos en las plantas crecidas en la turba.

E. coli no fue detectada en ninguna de las dos pruebas realizadas a los tres
tratamientos. En el medio de cultivo Ml no se observaron colonias azules ni
fluorescentes con tonalidades verdes que representaran E. coli. En la prueba
Colilert® la muestra no mostro fluorescencia bajo luz ultravioleta siendo negativa a
la presencia de la bacteria (Fig. 4.4). Johannessen et al., (2005) reportaron la
capacidad de inhibicion de Pseudomonas putida y P. fluorescens en la rizosfera de
plantas de lechuga sobre E. coli O157:H7 bajo 25°C. Estas especies de
Pseudomonas fueron encontradas por Cardona, (2008) en un estudio
microbiolégico del BMC. La presencia de estas bacterias con capacidad supresiva
en las compostas explica el resultado de esta investigaciébn en donde no se

detecté la presencia de la bacteria E. coli. La capacidad de supresion de
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microorganismos antagonistas varia con las condiciones ambientales y el tipo de
suelo por lo que las bacterias patdogenas tienen potencial de sobrevivir y

representar un riesgo a los consumidores (Johannessen et al., 2005).

Tabla 4.1 NUmero mas probable (NMP) de coliformes totales en el tejido de

plantas de lechuga crecidas en BMC y turba

Tratamientos® NMP/100ml|
TL-1? 3106.2
TL-13 66.3
TL- 22 80.4
TL- 23 <1
TL- 3° 4839.2
TL -3® 165

TL-1 BMC 100%, TL- 2 turba 100% y TL- 3 mezcla de BMC y turba (25:75%)
*Dilucién 107
*Dilucién 10°
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Figura4.1 Crecimiento en agar Ml para los
tratamientos de lechuga, bajo luz
ambiente. No se observaron colonias
azules que representaran la presencia de E.
coli. A. TL-1 B.TL-2y C. TL-3
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Figura 4.2 Crecimiento en agar Ml para los tratamientos de lechuga, bajo luz
ultravioleta en sus tres repeticiones. Las colonias con florescencia representan
coliformes totales. A. TL-1 B.TL-2y C.TL-3
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Figura 4.3 Resultados positivos para la
presencia de coliformes totales en

lechuga. Las fosas mostraron coloracion

amarilla indicando presencia de

coliformes totales en las muestras.

A.TL

1 B.TL-2y C.TL-3
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Figura 4. 4 Resultados negativos para la presencia de
E. colien lechuga. Las fosas no mostraron florescencia
bajo luz ultravioleta. A. TL-1 B.TL-2y C.TL-3



4.4.1.1 Identificacion de coliformes totales presentes en el tejido de plantas

de lechuga

La identificacion de las bacterias coliformes encontradas en los tratamientos de
BMC 100%, turba 100% y BMC y turba (25:75) fue realizada utilizando las pruebas
BIOLOG®. En el tratamiento de BMC 100% se identificaron Enterobacter sakazakii
en dos de las muestras y Pseudomonas mendocina en la misma cantidad. En la
turba fue identificada Pantoea dispersa. Este hallazgo confirma lo reportado por
Tyler y Triplett, (2008) quienes afirman que este género es parte de la microflora
nativa del musgo Sphagnum. En la mezcla de BMC y turba se identific la especie

de P. dispersa, esta especie coincide con la encontrada en la turba.

Enterobacter sakazakii es un patdégeno oportunista que se desarrolla en la formula
de infantes. Esta es causante de meningitis y sepsis principalmente en neonatos e
infantes que ingieren la férmula (Townsend et al, 2008). La presencia de esta
bacteria en los tejidos de la lechuga representa un alto riesgo a la salud humana.
De igual modo implica un riesgo de contaminacion a otros alimentos cuando éstos
se manejan inadecuadamente. Pantoea dispersa, identificada en la lechuga
crecida en la turba, fue descrita por primera vez en 1989 (Schmid et al, 2003). De
acuerdo con reporte Schmid et al, (2003) esta bacteria no es considerada
patdgena ya que no ha sido reportada causando infecciones clinicas, sin embargo,
recientemente se ha detectado en pacientes inmunocomprometidos. La bacteria
es comun en la rizosfera y superficie de plantas, en semillas de trigo como en
biosélidos y lodos (Schmid et al, 2003). La presencia de esta bacteria en los
tejidos de la lechuga presenta un potencial riesgo patogénico principalmente para
pacientes inmunocomprometidos a pesar de que no existan muchos casos que la
relacionen como un patégeno de alto riesgo. Pantoea dispersa ha sido reportada
en el biocontrol de la enfermedad de la quemadura de la hoja en la cafa de
azUcar. Esta presenta antagonismo contra Xanthomonas albilineans al producir
fitotoxinas con efecto antibidtico (Zhang y Birch, 1997). Pseudomonas mendocina
también identificada en el tejido de lechuga del tratamiento de BMC y turba fue

aislada por primera vez en Argentina y comunmente se encuentra en muestras de
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agua y suelo (Aragone et al, 1992). Se ha reportado su presencia en la orina y
ulceras y recientemente ha sido detectada en muestras de sangre en humanos
(Aragone et al, 1992).

Las bacterias identificadas en el interior del tejido de lechuga no coinciden con las
detectadas en el andlisis al BMC. Estas podrian ser coliformes que no fueron
detectados en la turba, y que pudieron haber sido activados bajo condiciones y
factores ambientales en el vivero de produccion. Estudios previos por Millner,
(1977) reportaron la presencia de A. fumigatus en el medio de cultivo de la turba
después de estar expuesta a las condiciones ambientales en un vivero. El hongo
no habia sido detectado previamente en el sustrato antes de la siembra. Este
comportamiento puede haber ocurrido con las bacterias permitiendo su desarrollo
cuando el sustrato se encuentra en condiciones ideales para el crecimiento. La
diversidad bacteriana del BMC es muy amplia y se pueden encontrar muchos
clones bacterianos por lo que es posible que bacterias presentes en el sustrato no
fueran identificadas (Cheng et al., 2008) en esta investigacion. Por otro lado, la
capacidad de transporte de los coliformes en las plantas puede sugerir que
algunos de los coliformes detectados en la lechuga provengan del interior de las

semillas de la planta (Johannessen et al., 2005).

4.4.2 Deteccion de Salmonella spp. en el tejido de lechuga

Salmonella spp. no fue detectada en los tejidos de lechuga. La prueba 3M ™
TECRA ™ UNIQUE realizada en los tres tratamientos resultd negativa,
mostrandose incolora en la seccion numero 4 de la espatula que indica el
resultado. La seccion numero 1 mostrod la coloracién rosada caracteristica de que
la prueba se realiz6 correctamente (Fig. 4.5). Salmonella spp. tampoco habia sido
detectada en los analisis realizados al BMC y a la turba en esta investigacion. De
acuerdo con Yanco, (1988) algunos sustratos de BMC no contienen niveles
detectables de bacterias entéricas patdégenas, sin embargo, éstas pueden estar

presentes. Por este motivo es indispensable tomar en consideracion la posible
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presencia de estos microorganismos patdgenos en los sustratos al utilizarlos en

cultivos destinados a la alimentacion.

Figura 4. 5 Resultados de la Prueba
TECRA Salmonella para las muestras
de lechuga. La espatula mostro
coloracion en la seccion numero 1.
Este resultado es negativo para la
presencia de Salmonella spp.



4.5 CONCLUSIONES

La presencia de bacterias coliformes en los cultivos comestibles representa una
restriccion al uso de ciertos sustratos como el BMC. El biosélido municipal
compostado por su contenido microbiolégico patogénico no debe ser utilizado
como medio de cultivo en productos alimenticios. Este sustrato es recomendado
para cultivos ornamentales o cultivos horticolas que no se consuman frescos,
como ejemplos algunos farindceos. Es recomendable que se estudie el transporte
de los coliformes en estos cultivos ya que se desconoce su capacidad de
colonizacion. Por ser consumida la lechuga como vegetal fresco, no

recomendamos el uso del BMC como medio de cultivo.

La capacidad de transporte de los coliformes a los tejidos de planta pone en riesgo
la salud humana y animal ya que se desconoce la patogenecidad que poseen
estas bacterias presentes en los sustratos. Es importante indicar que aunque E.
coli y Salmonella spp. han sido responsables de graves epidemias a nivel mundial
éstas no fueron detectadas en los tejidos de las plantas crecidas en este estudio.
Este resultado favorece al BMC como un sustrato alterno a la turba para plantas

ornamentales.
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