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RESUMEN

Los elementos claves del proceso de compostaje son los microorganismos que transforman la materia
organica hasta dar lugar a un material Util como sustrato organico para agricultura. En este Trabajo Fin
de Master se analizd fenotipicamente (macroscopica y microscopicamente) una coleccion de 263
hongos aislados a partir de residuos vegetales horticolas sometidos a compostaje, en cada una de las
fases criticas que caracterizan el proceso. Adicionalmente se identificaron dichos hongos mediante
técnicas moleculares. Para su caracterizacién fenotipica, los hongos se sembraron en tres medios de
cultivo, PDA, rosa de bengala (RB) y agar extracto de malta (AEM). Tras siete dias de incubacién, se
obtuvieron fotografias de cada hongo y se realizé una preparacién al microscopio éptico. Los hongos
pertenecieron mayoritariamente al phylum Ascomycota, y los géneros mas comunes fueron Aspergillus,
Fusarium y Gibellulopsis. La diversidad fungica del proceso fue similar a la descrita en procesos que
utilizan otros materiales, técnicas de compostaje, escala o localizacién geografica y que emplean
métodos de deteccion que implican cultivo. Esta actividad ha permitido obtener un catdlogo de hongos
cultivables asociados al compostaje facilitando ademas su mantenimiento.

ABSTRACT

The key elements during composting are the microorganisms that biotransform organic matter into a
useful organic substrate for agricultural applications. The aim of this work was to analyze the phenotype
(macroscopic and microscopic) of 263 fungi isolated from composting piles of horticultural wastes at
different stages of the process. In addition, the fungi were identified by using molecular techniques. For
phenotypic characterization, the fungi were cultured in three media; PDA, Rose Bengal (RB) and agar
malt extract (AEM). After incubation for 7 days, a picture was taken from each fungi and an optical
microscopic preparation was also obtained. The fungi mostly belonged to phylum Ascomycota, and the
more common genera were Aspergillus, Fusarium and Gibellulopsis. Fungal diversity was similar to that
reported for other composting processes using different raw materials, composting techniques, scale or
geographic location but using culture-dependent methods. This work allowed to phenotypically
catalogue the culturable fungi from composting. This tool is useful for its proper maintenance.
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1. Introduccion

El conocimiento de los microorganismos implicados en la transformacion de la
materia organica durante el proceso de compostaje es de crucial importancia para
mejorar su eficiencia y permitir su control. Este Trabajo Fin de Mdaster se centra en la
caracterizacidon de los hongos que intervienen en el compostaje de residuos vegetales.
Por ello, en esta introduccion se describe el concepto de compostaje y sus fases, asi
como los aspectos mas importantes relativos a su control, cualidades del producto que
se obtiene y el estado actual del conocimiento sobre los hongos asociados al proceso

de compostaje. Adicionalmente se especifican conceptos basicos sobre los hongos.

1.1. Compostaje

1.1.1. Definicién y fases

El compostaje es un proceso natural en el que la materia organica contenida en
residuos es biotransformada por microorganismos (bacterias y hongos) en presencia
de oxigeno, generando un producto estable humificado, junto con gases, agua y calor,

como productos del metabolismo microbiano (Figura 1).

MATERIA ORGANICA

Carbohidratos, Azlcares,
Proteinas, Grasas,

Hemicelulosa, Celulosa,

Lignina y Agua
PRODUCTOS DE
DESCOMPOSICION:
co
COMPOST :
NH;
(Materia organica estabilizada) - Vapordeagua

Figura 1. Esquema general del proceso de compostaje (modificado de Haug, 1993).
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Durante el compostaje se produce una compleja interaccién entre los restos
organicos, los microorganismos, el oxigeno y el calor. Es importante entender como
influyen estos pardmetros en el ecosistema microbiano para mejorar la eficiencia del
proceso y permitir su control. Este control debe dirigirse tanto a la aceleracién de la
transformacion de la materia orgdnica, como a la minimizacién de cualquier riesgo
medioambiental (Moreno y Mormeneo, 2008). Este proceso no soélo persigue
biotransformar la materia orgdnica para obtener un producto agricola, también
permite higienizar los residuos, mediante la destruccién o reduccion de los
microorganismos patogenos; inhibir la capacidad germinativa de las semillas; reducir la
generacion de olores en el producto final; biodescontaminar compuestos como
pesticidas, derivados del petrdleo, explosivos y otros contaminantes ambientales; y
estabilizar la materia orgdnica, reduciendo su volumen. Adicionalmente, la pila de
compostaje constituye en si una fuente de microorganismos y productos de interés

biotecnoldgico.

El proceso de compostaje y el uso agricola del compost podria ser tan antiguo
como la misma practica agricola. La primera referencia escrita conocida sobre el
compostaje se recoge en una tabla de arcilla realizada durante el imperio Acadio en
Mesopotamia, aproximadamente 2300 a.C. (Rodale et al., 1960). Sin embargo, no fue
hasta principios del siglo XX que se publicaron los primeros resultados de estudios
controlados sobre la produccién y los usos del compost (Howard y Wad, 1931). Estos
inicios cientificos corresponden principalmente a los trabajos desarrollados por sir
Albert Howard (1873-1947), considerado el padre del compostaje moderno. Sir Albert
fue un botanico inglés que ejercid parte de su carrera en la India colonial. Durante su
estancia en la ciudad de Indore como director del Instituto de la Industria de Plantas
(1924-31), desarrollé un método de compostaje denominado “Método Indore”, que
mejoré posteriormente en el “Método Bangalore”. En estos procesos, el compost se
preparaba mediante un sistema de apilamiento multicapa, en el que se combinaban
capas de material con elevada relacion C/N, como residuos vegetales, con material con
baja relacion C/N, como los excrementos animales. Asi por ejemplo, en el método

Indore la capa base de la pila de compostaje estaba constituida por restos de plantas,
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sobre la cual se apilaba el material organico a compostar en capas, primero restos
vegetales verdes (15cm), seguida de otra capa de 5cm de estiércol, cubierta a su vez
por una fina capa de suelo y caliza molida. Los materiales se apilaban de esta forma en
capas hasta formar una pila de 1,5m de altura, 1,5-3m de ancho y de longitud variable.
La pila era volteada cada 6 semanas y el proceso duraba unos 4-6 meses. Estos
estudios ademas ilustraron los beneficios del uso del compost en la produccion
agricola, ayudaron a aumentar el interés en el proceso y auspiciaron la construccion de

las primeras plantas industriales de compostaje (Fitzpatrick et al., 2005).

En el Real Decreto 506/2013, de 28 de junio, sobre productos fertilizantes se
define el compostaje como “proceso controlado de transformacion biolégica aerdébica
y termdfila de materiales orgdnicos biodegradables que da lugar a los tipos de abonos
o0 enmiendas orgdnicos, cuyas caracteristicas se detallan en los grupos 2 y 6 del anexo
I” Estos abonos (grupo 2) o enmiendas (grupo 6) se diferencian entre si principalmente

por el material sometido a compostaje (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas del compost segin Real Decreto 506/2013.

Requisitos
y - Materia organica total: 35%.

Denominacion

Obtencion y Componentes

Producto higienizado

Enmienda estabilizado, obtenido mediante - Humedad maxima: 40%.
organica descomposicion biolégica aerébica - C/N<20
Compost de materiales orgdnicos - No contendrdn impurezas e inertes de ningun tipo.
biodegradables del Anexo IV - El 90% de particulas pasaran por malla de 25mm.
Producto higienizado y - Materia organica total: 40%.
. estabilizado, obtenido mediante - Humedad maxima: 40%.
Enmienda i .
L. descomposicion bioldgica aerdbica, - C/N <15
organica

exclusivamente de hojas, hierba -
cortada y restos vegetales o de

No contendran impurezas e inertes de ningun tipo.
Compost vegetal.

poda.

Enmienda Producto higienizado y - Materia organica total: 35%.

organica estabilizado, obtenido mediante - Humedad maxima: 40%.

Compost de descomposicion bioldgica aerdbica, -  C/N<20

estiércol. exclusivamente de estiércol. No contendrdn impurezas e inertes de ningun tipo.
Producto obtenido por Materia organica total: 45%
descomposicion bioldgica y Humedad maxima: 40%

Compc?st de estabilizacion de la  materia Relacion C/N <20

alperujo

Abono organico
NPK de origen
animal

organica procedente del alperujo.

Producto sélido obtenido por
tratamiento de excrementos de
animales sin acidos minerales.

Se incluyen restos de pescado
compostado

No contendran impurezas e inertes de ningun tipo.
Contenido maximo en polifenoles: 0,8%
N+P,05+K,05: 6%

C/N>10

Cada nutriente > 1,5%

N orgdnico 2 50% de N total, con un minimo del 1%
El N nitrico no debe exceder del 1,5%
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Sustratos

En principio, cualquier material de naturaleza organica y biodegradable
(susceptible de ataque por microorganismos) puede ser utilizado como sustrato para el
compostaje. Tal y como se ha especificado previamente, el sustrato empleado condiciona
el tipo de compost a obtener y su catalogacion. Asi, el compost procedente de residuos
vegetales, el que se obtiene por biotransformacion de pescado o el de alperujo, estan
claramente diferenciados de compost obtenidos a partir de otros materiales
biodegradables. Estos ultimos, denominados genéricamente “Enmienda Organica
Compost” se producen utilizando residuos orgdnicos biodegradables aptos para el proceso

de compostaje, indicados en el Anexo IV del Real Decreto 506/2013 (Tabla 2).

Tabla 2. Residuos biodegradables aptos para compostaje (Real Decreto 506/2013), se incluyen
capitulos y subcapitulos de la lista indicada en el Anexo IV.

> 02 RESIDUOS DE LA AGRICULTURA, HORTICULTURA, ACUICULTURA, SILVICULTURA, CAZA Y
PESCA; RESIDUOS DE LA PREPARACION Y ELABORACION DE ALIMENTOS

e 0201 Residuos de la agricultura, horticultura, acuicultura, silvicultura, caza y pesca.

e 02 02 Residuos de la preparacién y elaboracidn de carne, pescado y otros alimentos de origen
animal (salvo lo exceptuado en el Reglamento 1026/2009).

e 02 03 Residuos de la preparacién y elaboracion de frutas, hortalizas, cereales, aceites
comestibles, cacao, café, té y tabaco; produccidon de conservas; produccion de levadura y
extracto de levadura, preparacion y fermentacién de melazas.

e 0204 Residuos de la elaboracidn de azucar.

e 0205 Residuos de la industria de productos lacteos.

e 0206 Residuos de la industria de panaderia y pasteleria.

e 02 07 Residuos de la produccion de bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas (excepto café, té y
cacao).

> 03 RESIDUOS DE LA TRANSFORMACION DE LA MADERA Y DE LA PRODUCCION DE TABLEROS Y
MUEBLES, PASTA DE PAPEL, PAPEL Y CARTON

e 0301 Residuos de la transformacién de la madera y de la produccién de tableros y muebles.

e 0303 Residuos de la produccién y transformacién de pasta de papel, papel y cartén.

> 04 RESIDUOS DE LAS INDUSTRIAS DEL CUERO, DE LA PIEL Y TEXTIL

e 0401 Residuos de las industrias del cuero y de la piel.

e 0402 Residuos de la industria textil.

> 19 RESIDUOS DE LAS INSTALACIONES PARA EL TRATAMIENTO DE RESIDUOS

e 1905 Residuos del tratamiento aerdbico de residuos sélidos.

e 1906 Residuos del tratamiento anaerdbico de residuos

e 19 08 Residuos de plantas de tratamiento de aguas residuales no especificadas en otra
categoria.

> 20 RESIDUOS MUNICIPALES (RESIDUO DOMESTICOS Y RESIDUOS ASIMILABLES PROCEDENTES
DE LOS COMERCIOS, INDUSTRIAS E INSTITUCIONES), INCLUIDAS LAS FRACCIONES RECOGIDAS
SELECTIVAMENTE

e 2001 Fracciones recogidas selectivamente.

e 2002 Residuos de parques y jardines.

e 2003 Otros residuos municipales
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Los residuos agricolas son uno de los sustratos mas utilizados para compostaje,
bien como elemento principal o mezclado con otros residuos como agentes
acondicionadores o estructurantes. Estos residuos son definidos por la Agencia
Europea del Medio Ambiente como “aquellos materiales inutilizables, sdlidos o
liquidos, que resultan de las prdcticas agricolas”, y pueden incluir residuos procedentes
de las actividades fundamentales agricolas (cultivo de cereales, pastos, frutales, etc.),
ganaderas (cria extensiva o intensiva) y, en ocasiones, los resultantes de actividades de
transformacién de productos agricolas (extraccion de aceite de oliva, conservas, etc.)
(Lopez et al., 2015; Vargas-Garcia et al., 2014). Desde el punto de vista de su aplicacién
como sustratos para compostaje, los residuos agricolas, principalmente los restos de
cosecha presentan un contenido hidrico y fraccion mineral muy variable; elevado
contenido de materia organica, constituida mayoritariamente por lignocelulosa; y
generalmente poseen un porcentaje de C elevado, mientras que el de N suele ser bajo,

por lo que tienen una elevada relacion C/ N (Vargas-Garcia et al., 2014).

Fases

El proceso de compostaje se desarrolla de forma adecuada siempre y cuando se
disponga de material debidamente acondicionado cuya biotransformacion por los
microorganismos genera calor, el cual debe conservarse amontonando los residuos en
pilas de dimensiones adecuadas. Para facilitar el proceso es conveniente que el
material tenga una relacién C/N de 25-30, que esté triturado (1-5 cm) y humectado
(40-50%) y, ademads, se debe asegurar el acceso de oxigeno (8-12%) en la masa de
material sometida a compostaje. En estas condiciones se desarrollan poblaciones
complejas de microorganismos aerdbicas que actian de forma secuencial sobre la
materia organica.

De acuerdo con las variaciones térmicas y las reacciones metabdlicas
predominantes, en el compostaje se reconocen tradicionalmente cuatro fases (Figura
2): fase mesodfila (10-42 °C); fase termofila (45-70 °C); fase de enfriamiento o segunda
fase mesofila; y fase de maduracion. Alternativamente el proceso se puede dividir en
dos fases globales que se diferencian en los niveles de actividad microbiana y sustratos

disponibles (Figura 2): Fase bio-oxidativa y Fase de maduracion. En la fase bio-
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oxidativa, existe elevada proporcién de materia orgdnica biodegradable, la actividad
microbiana es intensa y el material experimenta fluctuaciones de temperatura, con
sucesion de fases mesofilas y termaofilas en funcion de que la temperatura esté por
debajo o por encima 40 °C. Estas fases se activarian en operaciones de volteo y
concluirian una vez que la produccion de calor decrece debido al agotamiento de
compuestos facilmente biodegradables y, como consecuencia de la reduccion de la
actividad microbiana. En la fase de maduracion, la materia organica es menos
biodegradable, se reduce la actividad microbiana y la temperatura del material no

varia. A continuacion describen las principales caracteristicas de las cuatro fases
tradicionales del proceso.

CI/N=25-30 C/N=10-20

Volteos de la pila
L

" 2

—

Degradacion Deggadacion Formacion
70| _ solibles polimeros J Sustancias himicas
- Bacteri
60 Actinomiceto:
H
£ s0- H
& H
2 404 H
© .
& A
2 30 Bacferias .
2 o Ee
s .
R Y E \ LpH
A -u "lr.... 2 9
-8
10 L 7
iferalizacion NH,* L g
0+ -4 -5
) 1-2 meses T 2-4 meses .
[1] 2 | 3 4
1. Fase Mesdfila 2. Fase Termdfila || 3. Fase de Enfriamiento || 4. Fase de Maduracién
Bacterias: Bacterias: Bacterias Bacterias
Gram - Bacillus Gram + Gram —
Proteobacterias (Pseudomonas) Thermus Actinomicetos Actinomicetos
Gram + Hydrogenobacter Hongos Hongos:
Bacillus Actinomicetos Ascomycota y Basidiomycota Ascomycota, Zygomycota, Oomycota
Lactobaciilus Streptomyces Protozoos
Actinomicetos

Hongos:
Ascomycota: Penicillium/Aspergilius
Zygomycota: Mucor

Nematodos

Estramenopilos

Algas
Nematodos

Figura 2. Sucesion microbiana y ambiental durante el compostaje (Moreno y Mormeneo, 2008).

Fase mesdfila: En esta etapa abundan las bacterias y hongos meséfilos y

termotolerantes y el nimero de actinomicetos permanece relativamente bajo. Se

incrementa rapidamente la temperatura (de 10 a 40 °C). El pH disminuye desde un



Caracterizacion de hongos implicados en el proceso de compostaje 7

valor neutro hasta 5,5-6 debido a la descomposicidn de lipidos y gliucidos en acidos
organicos y de proteinas en aminoacidos, lo que favorece la aparicion de hongos
mesofilos mas tolerantes a las variaciones del pH y humedad (Tuomela et al., 2000). En
esta etapa la relacion C/N es de especial importancia, ya que el carbono aporta la
energia a los microorganismos y el nitrégeno es esencial para la sintesis de nuevas
moléculas. Por ello la relacion debe estar en torno a 30. Si se supera esta proporcion la
actividad biolégica disminuye, mientras que proporciones superiores de N provocan el
agotamiento rdpido del oxigeno, y la pérdida del exceso en forma de amoniaco. Las
bacterias con metabolismo oxidativo y fermentativo, son las que alcanzan mayores
niveles en esta fase, principalmente bacterias Gram negativas y productoras de acido
lactico, que crecen rapido a expensas de compuestos facilmente degradables. La
actividad metabdlica de los microorganismos en esta fase da lugar a un aumento
rapido de la temperatura, lo que ocasiona la transiciéon de microbiota mesdfila a
termdfila cuando se alcanzan 42 a 45 °C, inicidandose la fase termdfila (Ryckeboer et al.,
2003a). Esta etapa es de corta duracion completandose entre las primeras 24 o 48

horas.

Fase termofila: En esta fase la temperatura continla ascendiendo debido a la actividad
microbiana hasta llegar a valores de 60-70 °C debido a la actividad de los
microorganismos termofilos que relevan a las poblaciones de bacterias y hongos

mesofilos, las cuales mueren o permanecen en estado de latencia en esta fase.

La degradacidn de los acidos organicos producidos en la etapa anterior provoca
el incremento del pH pasando desde 5,5 hasta 7,5, permaneciendo posteriormente
casi constante hasta el final del proceso. Es en esta etapa cuando se produce la
higienizacion del material debido entre otros factores a las altas temperaturas. La
mayoria de semillas y patégenos como Escherichia coli mueren al estar sometidos

durante dias a temperaturas superiores a 55 °C.

Por encima de los 60 °C, el calor per se inhibe a los microorganismos, pero
también actua limitando el suministro de oxigeno (la solubilidad del oxigeno en agua
es menor a mayor temperatura). Esto provoca una disminucién de la actividad

microbiana y, como consecuencia, una caida en la temperatura.
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Fase de enfriamiento: En esta fase predominan los hongos y actinomicetos capaces de
degradar los compuestos complejos. Los sustratos facilmente asimilables ya han sido
metabolizados y solo permanece la parte de materia organica quimicamente mas
compleja. La actividad microbiana se reduce, ya que la fuente de carbono comienza a
ser un factor limitante y la temperatura disminuye por la baja actividad metabdlica
microbiana (Albrecht et al., 2010). Si en esta fase se llevara a cabo el volteo de la pila,
el proceso se reiniciaria a la fase mesdfila-termofila, ya que materiales no degradados

se introducen en el interior de la pila.

Fase de maduracidn: Es un periodo que puede llegar a durar hasta 3 meses, en el que
se produce una lenta biodegradacion de moléculas recalcitrantes, poco
biodegradables, y la materia organica parcialmente degradada se restructura para dar
lugar a la formacion de sustancias parecidas a los compuestos himicos. La actividad
microbiana en esta fase es menor que en las anteriores pero no esta ausente y a ella

contribuye la presencia de protozoos, nematodos y miridpodos.

1.1.2. Control del proceso

Para que se obtenga un compost util y adecuado para su funcion, durante el

compostaje se deben controlar algunas variables que se clasifican en dos tipos:

- Pardmetros relativos a la naturaleza del sustrato: Incluye aquellos parametros que

han de ser medidos y adecuados a sus valores correctos fundamentalmente al
inicio del proceso (Madejon et al., 2001).

- Parametros de seguimiento: Incluye aquellos pardmetros que han de ser medidos y

monitorizados durante todo el proceso y, en caso necesario, deben ser corregidos
para que sus valores se encuentren en los intervalos considerados correctos para

cada fase del proceso (Bueno et al., 2008).

Pardametros relativos a la naturaleza del sustrato

Tamaiio de particula: Cuanto mayor sea la superficie por unidad de masa del material

sometido a compostaje expuesta al atague microbiano, mas rapida y completa sera la
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biotransformacién, facilitando el ataque de los microorganismos vy, como
consecuencia, la velocidad del proceso. Asi un pequefio tamafio de particula provoca
una gran superficie de contacto para el ataque microbiano. No obstante debe tenerse
en cuenta que también se reduce el espacio entre particulas, por lo que no es
aconsejable que el material sea muy fino (tamafio de particula muy reducido) debido a
que se puede compactar limitando el acceso de oxigeno (Haug, 1993). Las dimensiones
consideradas 6ptimas son distintas segun los criterios de distintos autores, variando
entre 1 y 5 cm (Haug, 1993), entre 2 y 5 cm (Kiehl, 1985) o entre 2,5 y 2,7 cm

(Tchobanogolus et al., 1994) y dependen del tipo de material a compostar.

Materia organica y nutrientes: En el sustrato destacan en mayor medida el C, Ny P,
considerados fundamentales para el desarrollo microbiano. En menor medida, pero
importantes para la sintesis de enzimas, en el metabolismo de los microorganismos y
en los mecanismos de transporte intra y extracelular, se encuentran el boro, calcio,
cloro, cobalto, cobre, hierro, magnesio, manganeso, molibdeno, selenio, sodio y zinc

(Miyatake et al., 2006).

El carbono y el nitrégeno son dos elementos importantes en el proceso de compostaje,
ya que principalmente soportan el crecimiento microbiano y son los elementos basicos
de la materia organica a compostar. Los microorganismos utilizan generalmente 30
partes de C por cada parte de N; por esta razdn se considera que el intervalo de C/N
tedricamente dptimo para el compostaje de un producto es de 25-35 (Jhorar y al.,
1991). Si la relacién C/N es mayor de 40, disminuye la actividad bioldgica al estar el
nitrégeno limitado y los microorganismos deben oxidar el exceso de carbono con la
consiguiente ralentizacion del proceso. Si la relacion C/N es muy baja, inferior a 18-19,
el compostaje es rapido pero el exceso de nitrégeno se desprende en forma de
amoniaco (Jhorar et al., 1991; Bueno et al., 2008). Durante el proceso la relacion C/N
disminuye principalmente porque parte del carbono es liberado en forma de CO, en
los procesos respiratorios aerdbicos de los microorganismos. Para que un compost se
considere estable y maduro, la relacion C/N del material debe ser inferior a 20. No
obstante este criterio no es suficiente para establecer la finalizacién del proceso, ya

que dependera también de los materiales a compostar. Para asegurar la estabilidad del
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compost se debe conocer el balance de nutrientes desde el inicio hasta el final del
proceso (Sanchez-Monedero, 2001). En la Figura 3 se muestra la evolucion de la

relacion C/N en las distintas fases del proceso de compostaje.

Por otra parte, el fosforo es el nutriente mas importante, tras el Cy el N, por lo
gue también debe estar presente en unas cantidades dptimas. La relaciéon C/P éptima
para el compostaje se encuentra entre 75 y 150, mientras que la relacion N/P debe

estar entre 5y 20 (Bueno et al., 2008).

60 Inicial Eioestabilizacion Humificacian Humus

InmoviliFacidn
e NOS

o ) . -
Mineralizacidn
rH

4 de nitrdgenao
Mineralizacidn

i A0 de nitrégena
hineraliz.
de humus
20
10

«—15-30 dias —
+—— 30-60 dias

Dias de compostaje

Figura 3. Evolucion caracteristica de la relacién C/N durante el proceso de compostaje (Bueno

et al., 2008)

La materia organica se reduce durante el compostaje debido a que es mineralizada por la
actividad microbiana con la consiguiente pérdida de carbono, pudiendo representar un
20% en peso de la materia compostada (Zucconi et al., 1987). Este descenso transcurre en

dos etapas (Zucconi et., 1987):

e En la primera se produce un rdpido decrecimiento de los carbohidratos,
transformandose las cadenas carbonadas largas en otras mas cortas con la produccion
de compuestos simples; algunos de los cuales se reagrupan para formar moléculas
complejas dando lugar a los compuestos humicos mientras que otras son
metabolizadas por los microorganismos para dar CO, y H,O como productos finales,

ademas de biomasa celular.
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e En la segunda etapa, una vez consumidos los compuestos labiles, otros materiales mas
resistentes como las ligninas se van degradando lentamente, constituyendo el nucleo
de los compuestos himicos en cuya formacion también intervienen productos de
degradacion de la etapa anterior (Tomati et al, 2000; Castaldi y al.,, 2005).
Generalmente este ultimo cambio no finaliza durante el tiempo que dura el

compostaje, y el compost sigue sufriendo lentos cambios una vez incorporado al suelo.

Pardmetros de seguimiento

Temperatura: La temperatura es considerada como una variable fundamental en el
control del compostaje (Liang et al., 2003; Miyatake et al., 2006) ya que pequeiias
variaciones de temperatura afectan a la actividad microbiana. Se consideran éptimas
temperaturas en el intervalo de 35 a 55 °C para conseguir la eliminacién de patdgenos,

parasitos y semillas de malas hierbas (Sztern y Pravia 2002).

Humedad: Los microorganismos requieren un entorno acuoso para desarrollar sus
actividades metabdlicas, el agua disuelve compuestos que pueden incorporarse
facilmente al interior celular. No obstante, una cantidad de agua excesiva no es
recomendable ya que el exceso de agua desplazaria el aire de los espacios porosos,
produciendo condiciones anaerobias y, como consecuencia se activaria el metabolismo
anoxico que produce malos olores, entre otros efectos. La humedad dptima varia segun
el método de compostaje empleado, el tamano de la pila y la composicion del material.
El grado 6ptimo idéneo estd entre 50 y 60%, pero esto dependera también del material.
Por ejemplo, para materiales fibrosos o residuos forestales, el grado idéneo es de 75-

85%, mientras que para el material fresco es de 75-85% (Bueno et al., 2008).

Conductividad eléctrica: Debido a la mineralizacion de la materia organica, la
conductividad eléctrica tiende a aumentar durante el proceso de compostaje, aunque
se hn detectado descensos en algunos casos por fendmenos de lixiviacién en la masa,

provocados por una humectacion excesiva de la misma (Bueno et al., 2008).

pH: Mediante el seguimiento del pH se puede obtener una medida indirecta del
control de la aireacién de la mezcla, ya que si en algin momento se crean condiciones

anaerdbicas se liberan dcidos organicos que provocan el descenso del pH. En general



Caracterizacion de hongos implicados en el proceso de compostaje 12

los hongos toleran un margen de pH entre 5-8, mientras que las bacterias tienen

menor capacidad de tolerancia (pH= 6-7,5)(Bueno et al., 2008)

Aireacion: En el compostaje es necesaria la aireaciéon de las pilas para que se
desarrollen los microorganismos aerdbicos (Moreno y Mormeneo, 2008). Si la
aireacion es minima se sustituyen los microorganismos aerobios por anaerobios, con el
consiguiente retardo en la descomposicion y la produccidn de metano, sulfuro de
hidrogeno, otros compuestos azufrados y compuestos organicos que son el origen de
malos olores (Bidlingmaier, 1996). Por el contrario, un exceso de ventilacidn, provoca
el enfriamiento de la masa y una alta desecacién, con la consiguiente reduccion de la

actividad metabdlica microbiana (Zhu, 2006; Bueno et al., 2008).

1.1.3. Cualidades del compost

La aplicacion de compost al suelo es una de las principales formas de generar
fertilidad sostenible en los sistemas agricolas, debido, no sélo al aprovechamiento de
los nutrientes para los cultivos que contienen estos materiales, sino a toda una serie
de beneficios asociados de tipo fisico-quimico, quimico y biolégico que se describen en

la Tabla 3.

Tabla 3. Propiedades mas relevantes del compost (Urbano, 1992; Vargas-Garcia y Sudrez-Estrella, 2008).

PROPIEDADES EFECTOS DEL COMPOST

- Aumenta el poder tampdn y regula el pH
- Aumenta la capacidad de cambio catiénico
QUI'MICAS - Mantiene los cationes de forma cambiable
- Forma fosfohumatos y quelatos.
- Mantiene las reservas de nitrégeno.
- Facilita el drenaje y reduce la erosion
- Mejora el balance hidrico
FISICAS - Dasoltura a los suelos arcillosos y cohesiona los arenosos
- Aumenta la permeabilidad hidrica y gaseosa
- Aumenta la estabilidad estructural
- Aumenta la actividad microbiana.
- Aumenta la produccién de determinados cultivos vegetales.
- Favorece el estado sanitario de los érganos subterraneos.
- Favorece germinacion de semillas y respiracidn radicular.
- Contribuye a la fitoestabilizacion de suelos.
- Aporta microorganismos supresores de patégenos.
- Actuda como agente de Control Bioldgico, activando los
sistemas de defensa del hospedador frente a patdgenos.

BIOLOGICAS
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1.2. Microbiota asociada al proceso de compostaje

Durante el compostaje se desarrolla una amplia variedad de microorganismos
gue afectan tanto positiva como negativamente al proceso. Los microorganismos
beneficiosos son aquellos que biotransforman la materia organica para generar
compost, los degradadores de contaminantes, y antagonistas de patégenos; mientras
gue entre los perjudiciales se encuentran los generadores de malos olores y gases con
efecto invernadero, ademas de los microorganismos patégenos (Moreno y Mormeneo,
2008). Entre los microorganismos implicados en la transformacién de la materia
organica se incluyen principalmente bacterias y hongos, y algunos estudios han
detectado también la presencia de arqueas. El proceso debe conducirse al desarrollo
predominante de microorganismos con metabolismo aerobio y, de acuerdo a su
tolerancia a la temperatura se dividen en mesodfilos, termodfilos y termotolerantes
(Moreno y Mormeneo 2008). En cada proceso se pueden encontrar distintos
microorganismos dependiendo de los sustratos, el tipo de operacidn del proceso vy las
condiciones ambientales externas. Hasta la actualidad se han descrito mas de 150
especies distintas de bacterias y mas de 400 especies de hongos (Ryckeboer et al.,

2003a; Lépez-Gonzalez et al., 2015a, 2015b).

Entre las bacterias identificadas, se incluyen diversas especies pertenecientes a
los phyla Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria y a los géneros
Hydrogenobacter y Thermus (Haruta et al., 2005; Lopez-Gonzalez et al., 2015a). Los
géneros mas frecuentes en la mayoria de procesos de compostaje son Bacillus,
Pseudomonas y la actinobacteria Streptomyces (Moreno y Mormeneo, 2008; Lépez-

Gonzalez et al., 2015a).

Los hongos pertenecen mayoritariamente al phylum Ascomycota (Ldpez-
Gonzalez et al.,, 2015b). Las clases Ascomycetes, Zygomycetes, Basidiomycetes,
Saccharomycetes y Ureidiomycetes incluyen diversos hongos frecuentementente
detectados en compostaje (Ryckeboer et al., 2003a; Anastasi et al., 2005; Ldpez-
Gonzdlez et al., 2015b). Adicionalmente en algunos estudios también se ha encontrado
el oomiceto Pythium, incluido dentro del grupo de los Chromistas, al presentar grandes

diferencias con respecto a los hongos verdaderos pertenecientes al Reino Fungi. Los
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géneros fungicos mas frecuentes en el proceso de compostaje son Aspergillus,
Morteriella, Fusarium, Chaetomium y Scopulariopsis. Respecto a las levaduras, las mas
comunes pertenecen a los géneros Candida, Rhodotorula, Kluyveromyces, Pichia,

Torulopsis y Trichosporon (Moreno y Mormeneo, 2008).

1.2.1. Poblacidn fungica del compostaje

Los hongos aparecen mayoritariamente en las primeras etapas del proceso de
compostaje, fase mesofila, no obstante algunos soportan temperaturas entorno a los 60
OC (Salar y Aneja, 2007). En la fase mesdfila los hongos dominantes incluyen especies de
los géneros Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Chaetomium, Cladosporium, Emericella,
Fusarium, Geotrichum, Mortierella, Mucor, Penicillium, Pseudallescheria, Scopulariopsis y
Trichoderma. Entre los géneros termotolerantes, capaces de soportar temperaturas
elevadas destacan Absidia, Aspergillus, Chaetomium, Coprinus, Mucor, Paecilomyces,
Penicillium, Rhizomucor, Scytalidium y Thermomyces (Waksman et al., 1939; Ghazifard et
al., 2001; Vijay et al., 2002; Ryckeboer et al., 2003a; Anastasi et al., 2005; Lopez-Gonzalez

et al., 2015b). En las Tablas 4a-b se muestran los hongos descritos en el compostaje.

En general los hongos toleran mejor las situaciones acidas y el escaso suministro de
calcio que otros organismos. Disponen de diversos métodos para sobrevivir en
condiciones desfavorables tales como elevadas temperaturas (produccion de esporas en
cuerpos fructificantes, clamidosporas, etc.). Presentan como caracteristica destacable su
implicacion en procesos de biorremediacién durante el compostaje. Su elevado potencial
metabdlico y su crecimiento micelial posibilitan este papel permitiéndoles reducir los
niveles de contaminantes en el producto final, ya sean de naturaleza organica u organica
(Zeng et al., 2006). Son destacables los sistemas enzimaticos relacionados con la
degradacion de la lignina, actividad en la que predominan de forma mayoritaria los
basidiomicetos, mientras que los ascomicetos destacan sobre todo en la transformacion
de macromoléculas polisacaridicas (Dashtban et al., 2011). Destacan como agentes de
control bioldgico durante el compostaje (Suarez Estrella et al., 2007). Entre los géneros
fungicos presentes en compostaje que exhiben capacidad antagonista, ya sea por la
produccion de antibidticos o la competicion por nutrientes, cabe citar

Penicillium,Aspergillus, Trichoderma, o Gliocladium (Santos et al., 2008; de Bertoldi, 2010).
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Tabla 4a. Géneros flungicos destacados en el compostaje (modificado de Moreno y Mormeneo, 2008).

Ascomycota

Dothideomycetes Capnodiales Davidiellaceae Cladosporium Heterosporium
Dothideales Dothioraceae Aureobasidium Pullularia
No asignado Myxotrichaceae Malbranchea Oidiodendron
Pseudeurotiaceae Pseudogymnoascus
Pleosporales Leptosphaeriaceae Coniothyrium
No asignado Farlowiella Phoma
Pleosporaceae Alternaria Curvularia
Epicoccum Macrosporium
Pithomyces Stemphylium
Ulocladium
Sporormiaceae Preussia Westerdykella
Eurotiomycetes Chaetothyriales Herpotrichiellaceae Exophiala Phialophora
Rhinocladiella
Eurotiales No asignado Thermomyces
Thermoascaceae Thermoascus
Trichocomaceae Aspergillus Emericella
Eurotium Fennellia
Neosartorya Paecilomyces
Penicillium Talaromyces
Thysanophora
Onygenales Gymnoascaceae Gymnascella
No asignado Myceliophthora
Onygenaceae Aphanoascus Chrysosporium
Leotiomycetes Erysiphales Erysiphaceae Oidium Oospora
Helotiales Dermateaceae Mollisia
No asignado Dactylaria Scytalidium
Sclerotiniaceae Botryotinia Botrytis
Monilia
No asignado No asignado Geomyces
No asignado No asignado No asignado Acremoniella Acrophialophora
Botryosporium Gilmaniella
Harpographium Hormiscium
Scolecobasidium Spicaria
Staphylotrichum Torulopsis
Orbiliomycetes Orbiliales Orbiliaceae Arthrobotrys
Pezizomycetes Pezizales Ascodesmidaceae Ascodesmis
No asignado Cephaliophora Oedocephalum
Pezizaceae Peziza
Pyronemataceae Trichophaea
Saccharomycetes Saccharomycetales  Dipodascaceae Geotrichum
No asignado Candida
Pichiaceae Pichia
Saccharomycetaceae  Kluyveromyces




Caracterizacion de hongos implicados en el proceso de compostaje 16

Tabla 4b. Géneros fungicos destacados en el compostaje (modificado de Moreno y Mormeneo, 2008).

Ascomycota Sordariomycetes Diaporthales Phomopsis Phomopsis
Hypocreales Bionectriaceae Clonostachys
Clavicipitaceae Metarhizium
Cordycipitaceae Beauveria
Engyodontium
Hypocreaceae Gliocladium Hypocrea
Hypomyces Mycogone
Sepedonium Trichoderma
Nectriaceae Cylindrocarpon Fusarium
Nectria Volutella
No asignado Acremonium Geosmithia
Gliomastix Myrothecium
Stachybotrys Trichothecium
Microascales Ceratocystidaceae Thielaviopsis
Microascaceae Doratomyces Graphium
Microascus Pseudallescheria
Scedosporium Scopulariopsis
Trichurus
No asignado Apiosporaceae Apiospora Arthrinium
No asignado Papulaspora
Plectosphaerellaceae  Plectosporium Verticillium
Ophiostomatales Ophiostomataceae Leptographium Sporothrix
Sordariales Cephalothecaceae Phialemonium
Chaetomiaceae Botryotrichum Chaetomium
Corynascus Humicola
Thielavia Trichocladium
No asignado Melanocarpus
Sordariaceae Gelasinospora Sordaria
Trichosphaeriales No asignado Nigrospora
Xylariales Diatrypaceae Eutypella
Xylariaceae Ascotricha
Basidiomycota  Agaricomycetes Agaricales Agaricaceae Agaricus Coprinus
Entolomataceae Clitopilus
Mycenaceae Mycena
No asignado Panaeolus
Physalacriaceae Armillaria
Pleurotaceae Pleurotus
Cantharellales Hydnaceae Sistotrema
Gloeophyllales Gloeophyllaceae Gloeophyllum
Polyporales Fomitopsidaceae Sporotrichum
Polyporaceae Fomes Lentinus
Lenzites Trametes
Russulales Stereaceae Stereum
Microbotryomycetes  Sporidiobolales No asignado Rhodotorula Moniliella
Tremellomycetes Tremellales Trichosporonaceae Trichosporon
Zygomycota No asignado Mortierellales Mortierellaceae Mortierella
Mucorales Cunninghamellaceae  Cunninghamella
Mucoraceae Absidia Actinomucor
Circinella Mucor
Rhizomucor Rhizopus
Zygorhynchus
Syncephalastraceae Syncephalastrum
Zoopagales Piptocephalidaceae Piptocephalis Syncephalis

Zoopagaceae

Stylopage
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1.3. Caracteristicas de los hongos

Los hongos poseen una estructura celular eucariota y pertenecen al Reino
Fungi. Tienen una nutricion heterdtrofa, produciendo enzimas que degradan el
sustrato para poder ser absorbido. Son pluricelulares, aunque también hay con
algunos unicelulares como las levaduras. Presentan una amplia diversidad en cuanto al
tipo de reproduccidon y una gran capacidad para la formacion de estructuras de
resistencia. Su amplia diversidad metabdlica los convierte en importantes
descomponedores de compuestos recalcitrantes, asi como miembros de numerosas
relaciones mutualistas y parasitas (Taylor et al., 2004).

Algunos de ellos pueden asimilar entre el 30 y 50% del carbono presente en la
materia orgdnica que descomponen, lo que representa una tasa de conversién muy
superior a la de las bacterias, que es del 5 al 20%. Esto significa que el crecimiento muy
rapido de los hongos puede originar una elevada demanda del nitrégeno disponible en
el suelo, aunque ésta puede quedar mitigada por su relacion C/N, que es superior a la
gue presentan las bacterias (Wild, 1992).

La actividad de los hongos impacta significativamente sobre el medio ambiente.
Este amplio grupo microbiano participa activamente en los ciclos biogeoquimicos del
carbono actuando principalmente descomponedores primarios de material orgdnico.
Los procesos industriales (por ejemplo la produccién de muchos productos industriales
de gran importancia econdmica se basa en la explotacién de la levadura y el
metabolismo de hongos, incluyéndose en productos como los alimentos enteros,
aditivos alimentarios, bebidas fermentadas, antibidticos, etc.) y la salud
humana(algunas levaduras y hongos representan los principales agentes patdgenos
potencialmente mortales oportunistas, mientras que otros son salvavidas, como
agentes quimioterapéuticos) (Walker y White, 2011).

De acuerdo con el Diccionario de Hongos (Hawksworth et al, 1995), este reino
tiene aproximadamente 103 d6rdenes, 484 familias, 4.979 géneros y unas 80.000
especies descritas, aunque diversos calculos tedricos estiman que el nimero de
especies fungicas podria alcanzar 1.5 millones (Schmidt y Mueller, 2007). Durante los
ultimos 10 ainos ha variado la clasificacién de los hongos en cuanto al reconocimiento

de las diferentes divisiones contempladas (Figura 4). Actualmente, segun el Diccionario
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de Hongos, el reino Fungi se divide en ocho filos: Ascomycota, Basidiomycota,

Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota, Microspora,

Neocallimastigomycota y Zygomycota.

Pero los cambios no han sido significativos en nimero, ya que se estima que

solo se describieron una media de 223 especies por ano, muchas de las cuales

pertenecian al grupo de los Ascomycetos. El 90% de los hongos restantes, que no han

sido aun identificados, se postula que puedan ser habitantes mayoritarios de los

trépicos y las profundidades marinas (Hawksworth, 2001; Mora et al., 2011).

Viridiplantae
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Figura 4. Mapa filogenético del Reino Fungi (Voigt y Kirk, 2011).

En general presentan una elevada capacidad de adaptaciéon a diversas

condiciones, muchos pueden sobrevivir en condiciones secas y algunos son anaerobios

facultativos, pudiendo estar activos incluso en condiciones limitadas de oxigeno (Dix y

Webster 1995). Ademds, muchas especies son degradadores de sustratos altamente

recalcitrantes como la lignina (revisado en Tuomela et al. 2000). Ambos aspectos, les

confieren una notable ventaja competitiva frente a otros microorganismos como

bacterias.
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Desde el punto de vista estructural los hongos filamentosos o mohos presentan
hifas, tubos de longitud variable formados por una pared celular rigida, en el que fluye
protoplasma. El didmetro de las hifas varia de 1 a 30 micrometros; puede presentar
ramificaciones y termina en punta. La zona apical de la hifa constituye la zona de
extension del hongo representando la regién de crecimiento. Cuando los hongos
filamentosos crecen en medios solidos con agar, las hifas forman un entramado
denominado micelio que, normalmente se expande radialmente desde la zona de
siembra y por encima (micelio aéreo) y debajo (micelio subterraneo o sumergido) del
medio, formando una colonia tridimensional esférica (Walker y White, 2011). Los
hongos superiores presentan tabiques transversales en sus hifas que se denominan
“septos” denominandose en tal caso hifas tabicadas. Estos septos presentan poros que
permiten el paso del citoplasma y el nucleo, de ahi que las hifas no constituyen en si
células sino compartimientos. Los hongos inferiores tienen hifas continuas o
cenociticas, carecen de tabiques (aseptadas), o muestran muy pocos y solo se
presentan para aislar las partes viejas o las reproductoras.

La levaduras son organismos unicelulares cuyo tamafio puede variar
ampliamente entre 2-3 um y 20-50 um de longitud y 1-10 um de ancho (Walker y
White, 2011). En su mayoria pertenecen a la clase Ascomycetes aunque también
pertenecen a esta categoria algunos Basidiomicetos. Estos microorganismos se dividen
asexualmente por gemacion o fisién. Presentan una amplia diversidad morfoldgica en
medios sdlidos con agar en cuanto a color, textura y geometria, aunque se asemejan
mas a las colonias de bacterias que a las de hongos filamentosos. Asi pueden presentar
una amplia gama de colores desde el crema (S. cerevisiae), blanco (Geotrichum
candidum), negro (Aureobasidium pullulans), rosa (Phaffia rhodozyma), rojo
(Rhodotorula rubra), naranja (Rhodosporidium spp.) y amarillo (Cryptococcus laurentii)
(Walker y White, 2011). Algunos hongos, y en especial los patégenos, son organismos
dimorficos, es decir, pueden cambiar de estructura de levadura a micelial en respuesta
a los factores ambientales.

Las hifas se desarrollan a partir de una espora por emision de un tubo
germinativo; la forma mas simple ocurre por crecimiento apical de las hifas; no hay

crecimiento intercalar, pero las células no terminales pueden emitir ramificaciones. La
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reproduccién se realiza por medio de esporas que pueden ser asexuales o sexuales

(Garcia, 2004) Las esporas sexuales resultan de la union entre dos organismos

diferentes o hifas, mientras que las asexuales se forman a partir de una division interna

simple o por modificacion de una hifa individual. Las esporas son una importante

herramienta para la identificacion de hongos ya que son bastante estables en cuanto a

forma, tamafo y color para un determinado hongo.

Las estructuras reproductoras asexuales de un hongo se denominan anamorfos,
qgue, junto con las estructuras reproductoras sexuales o teleomorfos, constituyen el
holomorfo u hongo completo (Garcia, 2004). Algunos hongos se encuentran sélo como
anamorfos y no pueden ser convenientemente clasificados. Los micdlogos han
utilizado un sistema de clasificacion que permite nombrar aparte a los anamorfos de
los holomorfos de los que forman parte. Como consecuencia, algunos hongos pueden
tener mas de un nombre. Por ejemplo, el nombre Eurotium repens se relaciona con un
holomorfo, mientras que Aspergillus repens se relaciona con el anamorfo del mismo
hongo (Garcia, 2004).

Las principales estructuras de reproduccion asexual (mitosporas) se incluyen en
dos categorias:

e Esporangiosporas: esporas producidas dentro del esporangio (formado a partir de
la punta de la hifa asemejandose a un globo), que se libera al medio cuando éste se
rompe. Pueden ser moviles (zoosporas) o inmaviles.

* Conidiosporas o conidios: esporas formadas en la punta de las hifas, denominadas
conididforos. Pueden ser simples, como en Sporotrichum sp, ramificados como en
Penicilium sp, o mas elaborados como en Aspergillus sp. Existen dos tipos de
conidios:

» Conidios talicos: se forman a partir de un trozo de hifa preexistente, en la
parte terminal o intercalar de una hifa se forma un conidio después de la
constitucién de un tabique. Dentro de este tipo se distinguen dos formas:
Holotalica (se modifica un trozo de la hifa y da un unico conidio) y Artricos
(la hifa se modifica generando diferentes conidios).

» Conidios blasticos: se forma a partir de un material nuevo mediante

gemacion, como en las levaduras.
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En las formas de reproduccién sexual (telomorfa) se produce la fusién de los
nucleos compatibles, que posteriormente dan origen a las esporas sexuales. Se
producen con menos frecuencias que las asexuales. Estas esporas (meiosporas) son de
pared gruesa y muy resistente a las condiciones ambientales. Se forman mediante
meiosis. Necesitan un tiempo de latencia antes de germinar y dar individuos. Se
reconocen habitualmente tres grandes grupos:

* Zigosporas: se producen mediante la fusidn de los gametangios, dentro del Zigoto.
Las especies de la Clase Zygomycota presentan este tipo de esporas.

* Ascoporas: se forman dentro del asca y se encuentran en especies de la clase
Ascomycota.

e Basidiosporas: se forman en el basidio. Predominan en especies de la clase

Basidiomycota.

2. Objetivos

El objetivo principal de este Trabajo Fin de Master fue analizar fenotipicamente
(macroscépica y microscépicamente) e identificar mediante métodos moleculares una
amplia coleccion de hongos aislados a partir de residuos vegetales horticolas
sometidos a compostaje, en cada una de las fases criticas que caracterizan el proceso,
con el objeto obtener un catdlogo de hongos cultivables asociados al compostaje que

facilite ademas su mantenimiento.

Para la consecucién de dicho objetivo se plantearon los siguientes objetivos
especificos:

1. Organizar la coleccion de hongos de acuerdo con los resultados de
identificacion molecular.

2. Determinar las caracteristicas morfoldgicas macroscdpicas en distintos
medios de cultivo de la coleccion de hongos.

3. Determinar las caracteristicas morfolégicas microscopicas de la coleccidén de
hongos.

4. Realizar un estudio comparativo de los hongos analizados de acuerdo con

su habitat.
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3. Material y métodos

3.1. Coleccion de hongos: Aislamiento y mantenimiento

Los hongos empleados en este TFM forman parte de una coleccion obtenida en
estudios llevados a cabo en el grupo de investigacion BIO-175 del Area de
Microbiologia de la Universidad de Almeria en dos proyectos financiados por el
Ministerio de Economia y Competitividad (AGL2009-08405 y AGL2012-36434). Dichos
estudios tenian como objetivo el analisis de la microbiota asociada al proceso de
compostaje, la evaluacién de sus actividades metabdlicas con interés biotecnoldgico y
el estudio de su capacidad para ser usados como bioaumentadores del compostaje. A
continuacion se realiza una breve descripcion de la metodologia desarrollada para la

obtencion de los aislados utilizados en este TFM.

El proceso de compostaje se llevd a cabo en la planta piloto de compostaje del
Grupo de Investigacion BIO-175 localizada en las instalaciones del Instituto de
Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA) de la Consejeria de Agriculturay
Pesca de la Junta de Andalucia. Para el proceso de compostaje se usaron restos de
plantas de tomate procedentes de la actividad horticola intensiva local, libres de guias
de entutorado y frutos. A este sustrato (relacion C/N=14) fue necesario afiadirle astillas
de pino en una proporcién 1:1 en peso para conseguir una relacion C/N de 25,
adecuada para el proceso de compostaje. El material vegetal seco fue molido
mediante una Briotrituradora movil Hércules Schredder 4000 Profi, y las astillas de
pino se trituraron en un molino de martillos, con motor ABB modelo M2AA 132 SB-2,

con el fin de obtener un tamano de particula que oscila entre 5y 15 mm.

La mezcla de sustratos se apilé en una solera de hormigén armado (zona bio-
oxidativa) dotada de un sistema de aireacion forzada, en 3 pilas trapezoidales de 1 x
1,5 x 1,2 m (ancho x largo x alto respectivamente). Durante la constitucion de las pilas,
se incorporo suficiente agua para alcanzar una humedad del 50% en toda la masa del
material. Las pilas se sometieron a aireacién y volteos periddicos, determinados por los
valores términos alcanzados en el interior de las pilas durante la fase bio-oxidativa (42

dias) y a enfriamiento y curado durante 147 dias.
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Durante el proceso de compostaje se recogieron un total de 19 muestras en las

fases criticas del proceso, de acuerdo con la temporalizacion indicada en la Tabla 5.

Tabla 5. Muestreos realizados durante el compostaje

Condiciones Muestra Dia del proceso
Materias Primas MPR 0
Mesdfila en Ascenso MESA1 1
Termofila TER1A 2
Termofila TER1B 5
Mesdfila en Descenso MESD1 7
Mesdfila en Ascenso MESA2 8
Termofila TER2A 9
Termofila TER2B 12
Mesofila en Descenso MESD2 14
Mesdfila en Ascenso MESA3 15
Termofila TER3A 16
Mesofila en Descenso MESD3 26
Mesdfila en Ascenso MESA4 28
Enfriamiento MES5 42
Enfriamiento MES6 56
Enfriamiento MES7 63
Maduracién MAD1 119
Maduracién MAD?2 168
Producto final PRF 189

Para el muestreo se fijaron nueve puntos de la pila, con el objetivo de tener
muestras representativas, considerando para ello tres niveles de profundidad, longitud
y anchura, y combinandolos entre si, para que no se repitiesen en cada uno del punto
de muestreo establecido. Se mezclaron y homogenizaron a partes iguales cada

submuestra, dando lugar a una sola muestra compacta y uniforme.

Las muestras obtenidas se llevaron al laboratorio para procesarlas en fresco y
cuantificar los hongos mesodfilos y termdfilos. Para ello, las muestras fueron
suspendidas en proporcion 1/10 (p/v) en solucion salina estéril (NaCl, 0,9%, p/v) y se
realizaron diluciones decimales seriadas, que se sembraron en placas con medio Rosa

de Bengala (Cultimed, Panreac, Barcelona).

Tras 96-120 dias de cultivo a 30 °C (mesdfilos) o 50 °C (termofilos), se
seleccionaron las placas en las que se podia efectuar un recuento colonial fiable, y en

ellas se seleccionaron y contaron los diferentes morfotipos coloniales. Para efectuar el
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recuento de colonias, cada placa se fotografi6 con una cdmara Canon modelo
EOS450D, dotada con objetivo Zoom EF-S18-55 mm f/3.5-5.6 IS, y los distintos
morfotipos coloniales fueron identificados y contados en las imagenes

correspondientes.

Cada uno de los morfotipos detectados en el proceso de recuento descrito se
aislaron en placas con PDA (Cultimed, Panreac, Barcelona) hasta conseguir cultivos
puros. Estos aislamientos supusieron el punto de partida de la coleccidon de hongos en
estudio (cepas aisladas). Cada morfotipo singular que aparecié por primera vez en una
muestra se denomind “cepa tipo” y todas las comparaciones morfoldgicas se
realizaron respecto a ella. La cepas tipo se nombraron con un cddigo que informa del
grupo microbiano (HM-hongos mesofilos; HT-hongos termdfilos), el muestreo (MPR a
PRF), repeticion de pila (1, 2 o 3), repeticién de placa (A o B) y n2 de morfotipo
identificado en placa (1, 2, 3...). Esta informacion se ofrece en el siguiente orden:

grupo-muestreo-repeticion pila y muestra-n2 de morfotipo en placa.

Las “cepas tipo” de hongos que se obtuvieron, constituyeron la coleccion que

se estudio en este Trabajo. El mantenimiento de los asilados se realizé de dos formas:

e Para la conservacién a corto plazo y manejo rutinario, las cepas fueron
resembradas mensualmente en PDA en placa o en tubo de agar inclinado.

e Para la conservacion a largo plazo, dependiendo de su tolerancia, las cepas
fueron liofilizadas con leche descremada en liofilizador Telstar Lyoalfa (Telstar,
Terrasa) o criogenizadas a -802C en glicerol al 20% o en sistema Cryoinstant

(Deltalab, Barcelona).

3.2. Caracterizacion macroscdpica de hongos

A partir de los cultivos puros de los hongos en PDA inclinado se realizd una
siembra en placas con tres medios diferentes: Rosa Bengala (Cultimed, Panreac,
Barcelona), Extracto de Malta (Cultimed, Panreac, Barcelona) y PDA (Cultimed,
Panreac, Barcelona). Los hongos meséfilos se incubaron durante 7 dias a 30 °C y los
termdfilos a 50 °C durante 4 dias. Tras el periodo de cultivo se realizaron fotografias de

los hongos crecidos en cada uno de los tres medios con una cdmara Canon modelo EQS
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450D, dotada con objetivo Zoom EF-S18-55 MM f/3.5-5.6 IS para poder obtener un
catadlogo fotografico de las distintas cepas fungicas y caracterizar los morfotipos

coloniales.
3.3. Caracterizacion microscdpica de hongos

Para la caracterizacidén microscépica se utilizaron los cultivos de los hongos en
PDA descritos en el apartado anterior a partir de los cuales se realizaron preparaciones
para su observacidén al microscopio. El micelio del hongo se recogié con asa de platino
a partir del borde de la colonia, zona con crecimiento activo del microorganismo, y se
realizé una suspensidén en una gota de agua destilada colocada en portaobjetos. En
caso necesario se incorpord azul de metileno a la suspensién para facilitar la
visualizacién. Tras cubrir la suspensidn con un cubreobjetos, la preparacion se observd
con objetivo 40x al microscopio 6ptico MOTIC (MOTICAM 10.0 MP). Las imagenes se
capturaron y editaron con el programa MOTIC IMAGES PLUS 2.0.

3.4. Identificacion molecular de hongos

La coleccién de los hongos fue identificada mediante amplificacion vy
secuenciacion de la regién ITS (ITS1/ITS4) (Internal Transcribed Spacer) del ADN
ribosomal (ADNr) (Jurado et al., 2014). La identificacion molecular de los aislados se
efectud en trabajos anteriores, acometiéndose en este TFM una reidentificacion a

partir de las secuencias facilitadas, como entrenamiento.

La regidn ITS del DNA ribosomal (DNAr) (White et al., 1990) es la que mas se
utiliza en la actualidad para la identificacion molecular de hongos. Esto es debido a su
mayor grado de variabilidad respecto a otras regiones génicas como las
correspondientes a los genes 18S (SSU, small subunit) o 25-28S (LSU, large subunit)

(Figura 5).

El protocolo global para dicho andlisis consta de una fase de extraccién del ADN
a partir de un cultivo puro de la cepa a identificar; seguido dela amplificacion de la
region ITS mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); verificacion de la

obtencién del fragmento amplificado mediante eletroforesis en gel de agarosa y
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purificacion del fragmento amplificado; finalmente, el fragmento fue secuenciado vy

analizado las secuencias obtenidas.

NS5, ITS1, JT82
5.85 gen
18S gen ARNr ARNF 285 gen ARNr.
NS6 ITS4
Regiones ITS

Figura 5. Estructura del gen ADNr y posiciones de los cebadores fungicos utilizados
enamplificacion por PCR. El gen se divide en regiones codificantes (18S, 5.8S y 28S) y regiones
no codificantes (Internal Transcribed Spacer o ITS). Las posiciones de los cebadores para
amplificacidon y su direccion de sintesis se muestran con flechas (modificado de Lilley y
Chinabut, 1999)

La extraccion del ADN fungico se realizd mediante el Kit comercial plant
DNAZOL® Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU) segun instrucciones del fabricante.
La amplificacion de las secuencias génicas se efectué en un termociclador MyCycler
(Biorad, California, EEUU), con cebadores ITS1/ITS4 para hongos, y con las condiciones
de amplificacion que se muestran en la Tabla 6. Para la realizacién de la PCR se utilizd
el kit Mastermix 2,0 X Tag DNA Polymerase 2,0MM (GenoTechnology Inc.), preparando
las mezclas de cada muestra con los siguientes volUmenes: Kit Mastermix de PCR: 10

uL, Cebador ITS1: 0,4 uL, Cebador ITS4 0,4 uL, ADN muestra 2 pL, agua miliQ 7,2 pL.

Tabla 6. Programa de amplificacién de la region ITS.

Desnaturalizacion inicial 942C - 10 min
Desnaturalizacidn inicial 942C - 1 min
Alineamiento 512C-1min  30Ociclos
Elongacion 72°C-3 min

Elongacion final 72°C - 10 min
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La longitud de los fragmentos amplificados se verific6 mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1% con tampdn SB (Invitrogen) suplementado con 0,002% de
GelRed TM (Biotium, Hayward, EEUU) y comparados con el marcador DNA ladder (50-
10.000pb DirectLoad TM Wide Range DNA Marker, Sigma-Aldrich, EEUU). Las bandas
se visualizaron con luz UV en transiluminador y se analizaron con el software Gel

DocTMXR + System (Biorad, California, EEUU).

Los productos de PCR fueron purificados con el Kit Diffinity Rapid Tips® for PCR
purification (Sigma-Aldrich, EEUU) y secuenciados en el servicio de secuenciacion de la

Universidad de Almeria.

La identificacién de los distintos organismos se realizé con parte o la totalidad
de las secuencias alineadas y la herramienta Basic Local Alignment Search Tool
(BLASTn), que compara las secuencias con otras pertenecientes a la base de datos del
National Center of Biotechnology Information (NCBI), disponible on line en

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.

Para la alineacion de las secuencias se emplearon los programas informaticos:
Applied Biosystem Sequence Scanner v1.0 (disponible en

www.appliedbiosystems.com) que permite visualizar y editar las secuencias sentido

(forward) y antisentido (reverse); la aplicacion Reverse Complement (disponible on

line www.bioinformatics.org) que genera el reverso complementario (RCR) del

fragmento antisentido (Reverse); y el MEGA 5 v 5.2, que realiza los alineamientos

mediante la herramienta Clustal W y permite la edicidén y copia de las secuencias.

La clasificacion taxondmica de los hongos identificados se realizd segun
“Catalogue of Life” (Roskov et al., 2015) disponible online

(http://www.catalogueoflife.org/annual-checklist/2015/).
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4. Resultados y Discusion

En este apartado se detallan los resultados obtenidos en este TFM organizados
en dos bloques. En primer lugar se aporta la descripcidn fenotipica y la identificacidn de
los hongos aislados a partir del proceso de compostaje. Posteriormente, se realiza una

comparativa con hongos aislados a partir de otros habitats.

4.1. Descripcion fenotipica e identificacidon de los hongos

El andlisis de los aislados fungicos permitid identificar 263 cepas que pertenecieron
a 2 phyla, Ascomycota y Basidiomycota (Figura 6). Unicamente 8 cepas no pudieron ser
identificadas por problemas en la amplificacion del gen. La mayoria de los hongos
pertenecieron al phylum Ascomycota (244 cepas) e incluyeron representantes de 6 clases,
con predominio de la clase Sordariomycetes (107 cepas), seguido de Eurotiomycetes,
Saccharomycetes y Dothideomycetes. Las clases Letiomycetes y Pezizomycetes contaron
con un unico representante. El phylum Basidiomycota estuvo representado por 11 cepas

pertenecientes a 2 Clases, Microbotryomycetes y Tremellomycetes.

Ascomycota N
Dothideomycetes. eotiomycetes

Pezizomycetes 0,4%
8,2% N‘m

NO

IDENTIFICADA Saccharomycetes
i)

=]
@ Basidiomycota
4 13,9%

Basidiomycota

E Ascomycota
93%

Figura 6. Distribucidén porcentual de las cepas identificadas por phyla (izquierda) y clases de
cada phylum (derecha).
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Los hongos identificados pertenecieron a 39 géneros diferentes con predominio
de Aspergillus, Fusarium, Gibellulopsis, Penicillium y Scopulariopsis, que, en conjunto,

agrupan al 57% de las cepas (Figura 7). El nimero de especies diferentes fue de 71.

Thermomyces 2,7%
Nakazowaea 2,7% Pyrenachaeta 2,3% Yamadazyma 2,3%
Candida 1,9%
Alternaria 1,9%
Rhodotorula 1,5%
Trichoderma 1,5%
) Pichia 1,5%

NO IDENTIFICADA 3,0% el

Monographella 3,8%

Galactomyces 3,8% 4 Graphium 0,4%

"”v Emericella 0,8%
A

= / Microdochium 0,8% ylium 0,4%

Kuraishia
0,4% ‘Gloeotinia 0,4%

Cepha phora 0,4%

H! pocrea 0,4%

| Dl}mdns caceae 0,4%

Sporidiobolus 0,4%

Figura 7. Distribucidn porcentual de los géneros fungicos.

A continuacion se describen las principales caracteristicas de las cepas fungicas
aisladas en el proceso de compostaje detallado en este TFM. Esta descripcidn se realiza
organizada por clases. En cada caso se indican los datos de identificacién, la
abundancia de la cepa correspondiente durante el proceso de compostaje, y las
muestras en las que fue detectada. Finalmente, se muestran las imdagenes de ilustran
las caracteristicas fenotipicas tanto macroscépicas como microscépicas de cada cepa.
Ademas de las fotografias de los hongos incubados durante siete dias en tres medios
de cultivo diferentes, PDA, rosa de bengala (RB) y agar extracto de malta (AEM), se
incluye una fotografia del detalle de la colonia crecida en RB y diversas fotografias al
microscopio Optico. En algunos casos no fue posible obtener imdgenes y no se
presentan. Ademds, en determinados casos puede aparecer algin contaminante

acompafiando al cultivo principal que, para este trabajo no fue posible descartar.
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4.1.1. Phylum Ascomycota: Clase Dothideomycetes

La clase Dothideomycetes estuvo representada por 20 cepas pertenecientes a 7
géneros incluidos en dos érdenes, Capnodiales y Pleosporales (Tabla 7a). Todas las
cepas de esta clase fueron mesofilas y se presentaron en baja proporcion durante el

proceso de compostaje, constituyendo entre el 0,1 y 6,7% de la poblacién total de

hongos (Tabla

Ochrocladosporium frigidarii,

7b).

Las

especies

mas

frecuentemente detectadas

fueron

Cladosporium lignicola, Mpycosphaerella tassiana vy

Pyrenochaeta unguis-hominis, |las cuales estuvieron presentes en 8 o 9 muestreos.

Tabla 7a. Hongos de la clase Dothideomycetes identificados*.

Id General | Termofilia | Programa | CepaTipo | Identidad | % Identidad | N. Acceso
Orden Capnodiales
4966 0 HM HM-TER3A-1B-06 | Cladosporium cladosporioides 100 EF577236.1
4334 1 HM HM-MESA1-1B-07 | Cladosporium lignicola 99 AF393709.2
4424 0 HM HM-TER1A-1B-06 | Cladosporium lignicola 100 AF393702.2
4192 0 HM HM-MPR-1A-08 | Davidiella tassiana 99 FN868485.1
4213 0 HM HM-MPR-1B-11 | Davidiella tassiana 99 FN868485.1
4372 0 HM HM-MESA1-3A-05 | Davidiella tassiana 99 FN868485.1
Orden Pleosporales
4432 0 HM HM-TER1A-1B-14 | Alternaria alternata 100 GU797144.1
4546 0 HM HM-TER1B-2B-05 | Alternaria alternata 99 GQ121322.2
4759 0 HM HM-TER2A-2B-04 | Alternaria alternata 100 GQ121322.2
4197 0 HM HM-MPR-1A-13 | Alternaria brassicae 99 HQ674659.1
4764 0 HM HM-TER2A-2B-09 | Alternaria tenuissima 99 KC329619.1
4685 1 HM HM-MESA2-1B-10 | Ochrocladosporium frigidarii 97 FJ755255.1
4953 0 HM HM-MESA3-3B-09 | Preussia australis 89 HQ608018.1
4316 0 HM HM-MESA1-1A-10 | Pyrenochaeta sp. 99 EU750693.1
4206 0 HM HM-MPR-1B-04 | Pyrenochaeta unguis-hominis 99 EU930010.1
4404 0 HM HM-TER1A-1A-08 | Pyrenochaeta unguis-hominis 99 EU930010.1
4436 0 HM HM-TER1A-1B-18 | Pyrenochaeta unguis-hominis 99 EU930010.1
4521 0 HM HM-TER1B-1B-18 | Pyrenochaeta unguis-hominis 99 EU930010.1
4710 0 HM HM-TER2A-1A-02 | Pyrenochaeta unguis-hominis 100 EU930010.1
4779 0 HM HM-TER2A-3B-05 | Stemphylium solani 99 AF203450.1

*Notas: Id General, nimero de identificacion de la cepa; Termofilia: 0 mesdfilo, 1 termotolerante meséfilo, 2 termotolerante
termofilo, 3 termdfilo; Programa, programa de aislamiento, HM-hongos mesofilos, HT-hongos termdfilos; Cepa tipo, nomenclatura
de la primera cepa aislada en el proceso (ver Material y Métodos, apartado 3.1); Identidad, especie o género con el que la
secuencia de la cepa es mas similar; % Identidad, las cepas cuya secuencia tiene una homologia (% Identidad) con la depositada en
el Genbank NCBI inferior al 95% pueden ser catalogadas sélo a nivel de género; No. Acceso , nimero de acceso en el GenBank
NCBI de la secuencia con la que se obtuvo la homologia de cada cepa.

Tabla 7b. Abundancia de las especies de la clase Dothideomycetes durante el compostaje*.

Muestreo

Identidad 1 /2|3 |(4|5|6|7|8)|9|10|11|12 (13|14 |15 |16 |17 |18 |19
Alternaria alternata 0,7 0,1 1,5
Alternaria brassicae 0,2 0,7 0,6
Cladosporium cladosporioides 0,6
Cladosporium lignicola 21(21|25(19(19]|15 0,5 | 1,2
Davidiella tassiana 1,7 15|07 |17 |01 - 0,6
Ochrocladosporium frigidarii 1,0 0,5 | 0,6 2,0 - 1,9 (25|20 (0,7
Preussia australis 0,6
Pyrenochaeta sp. 1,0
Pyrenochaeta unguis-hominis | 1,1 H 1,0 | 0,2 H 2,2 0,9 | 0,6
Stemphylium solani 0,4

*Notas: Se indica la abundancia como el porcentaje respecto al recuento total de hongos. Muestreos realizados durante el
proceso de compostaje (ver Material y Métodos, Tabla 5).
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La clase Dothideomycetes es la mayor y mas diversa de las clases de hongos
ascomicetos, incluyendo 11 drdenes, 1300 géneros y alrededor de 19000 especies
conocidas (Kirk et al., 2008; Schoch et al., 2009). Una de las caracteristicas mas

relevante de la clase es la presencia de ascas bitunicadas o bicapa.

En las Figuras 8a a 8g se muestran las caracteristicas fenotipicas macro y

microscdpicas de las 20 cepas pertenecientes a esta clase.

Las tres cepas del género Cladosporium presentaron un micelio marrén verdoso
con aspecto similar en cualquiera de los tres medios de cultivo empleados (Figura 8a).
Dichas cepas presentaron una gran cantidad de ascosporas, muy parecidas entre ellas,

aungue no fue posible observar ninguna asca integra.

En el caso de las tres cepas pertenecientes a las especie Davidiella tassiana, el
micelio, también marrén verdoso, presentd sensibles diferencias en los tres medios
utilizados Figura 8b), y fue mucho menos invasivo que en Cladosporium. En este caso el

numero de ascosporas fue escaso.

Las cinco cepas correspondientes al género Alternaria presentaron notables
diferencias morfoldgicas, tanto micro, como macroscdpicas (Figuras 8c y 8d), incluso
entre cepas de la misma especie. El color del micelio fue marrén o marrén-verdoso en
Alternaria alternata (Figura 8c) y Alternaria brassicae y blanco en Alternaria tenuissima
(Figura 8d). Destaca la presencia de borde blanquecino de las colonias de las dos
primeras especies y el tamafio reducido de las colonias de la ultima. En todos los casos
se detectaron sensibles diferencias en el crecimiento del hongo en los tres medios
empleados, pero éstas fueron especialmente importantes en el caso de A. brassicae,
gue presentd micelio blanquecino en agar extracto de malta (AEM) y marrén-verdoso
en los otros dos medios. Estas diferencias también se presentaron a nivel

microscopico. En el caso de A. alternata se observaron ascas muy caracteristicas.

La cepa de Ochrocladosporium frigidarii colonizé casi toda la placa con un
micelio verde oscuro (Figura 8d).Por el contrario, Preussia australis exhibié un pobre
crecimiento y con amplias diferencias morfoldgicas en los tres medios de cultivo

(Figura 8e). Esto ultimo ocurrié también en el caso de Pyrenochaeta (Figura 8e y 8f).
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Cladosporium cladosporioides 4966 (HM-TER3A-1B-06) EF577236.1 (100%)

Cladospori&m lignicola 4334 (HM-MESA1-1B-07) AF393709.2 (99 %)
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Flgura 83 Fenotlpo de especies de la Clase Dothideomycetes, Orden Capnodiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Davidiella tassiana 4192 (HM-MPR-1A-08) FN868485.1 (99%)
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Figura 8b. Fenotipo de especies de la Clase Dothideomycetes, Orden Capnodiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Alternaria alternata 4432 (HM-TER1A-1B-14) GU797144.1 (100%) |
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Alternaria alternata 4546 (HM-TER1B-2B-05) GQ121322.2 (99%)
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Figura 8c. Fenotipo de especies de la Clase Dothideomycetes, Orden Pleosporales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Alternaria brassicae 4197 (HM-MPR-1A-13) HQ674659.1 (99%)
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Ochrocladosporium frigidarii 4685 (HM-MESA2-1B-10) FJ755255.1 (97%)
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Figura 8&. Fenotipo de especiesjde la élase Dothideomycetes, Orden Pleosporales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle

macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Preussia australis 4953 (HM-MESA3-3B-09) HQ608018.1 (89%)
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Pyrenochaeta sp. 4316 (HM-MESA1-1A-10) EU750693.1 (99%)
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Pyrenochaeta unguis-hominis 4206 (HM-MPR-1B-04) EU930010.1 (99%)
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Figura 8e. Fenotipo de especies de la Clase Dothideomycetes, Orden Pleosporales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Pyrenochaeta unguis-hominis 4404 (HM-TER1A-1A-08) EU930010.1 (99%)
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Pyrenochaeta unguis-hominis 4436 (HM-TER1A-1B-18) EU930010.1 (99%)

s i f » = d N V,
'- ) 7 | ;f/“*a.
! ‘ : ‘“‘7,_ - oy
a)l BN\ bl c) d)

Pyrenochaeta unguis-hom)'nfs 4521 (H M-TER1 B-1B-18) EU930010.1 (99%)
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Figura 8f. Fenotipo de especies de la Clase Dothideomycetes, Orden Pleosporales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Pyrenochaeta unguis-hominis 4710 (HM-TER2A-1A-02) EU930010.1 (100%)

et il ) b)
Stemphylium solani 4779 (HM-TER2A-3B-05) AF203450.1 (99%)
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Figura 8g. Fenotipo de especies de la Clase Dothideomycetes, Orden Pleosporales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).

a

4.1.2. Phylum Ascomycota: Clase Eurotiomycetes

La clase Eurotiomycetes incluyd 81 cepas, todas pertenecientes al orden
Eurotiales (Tabla 8a). Cuatro géneros estuvieron presentes entre los aislados,
Aspergillus, Penicillium, Thermomyces, Emericella y Talaromyces. Los dos primeros
géneros se encuentran entre los hongos mas frecuentemente detectados durante el
proceso, tal y como se indicé previamente. Asi, 45 cepas pertenecieron a 4 especies
del género Aspergillus, A. fumigatus, A. flavipes, A. ostianus y A. terreus, aunque la

gran mayoria de cepas (41) pertenecieron a la primera especie. Las 26 cepas del
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género Penicillium se incluyeron en 12 especies, siendo mayoritaria P. spinulosum con
11 representantes. En los géneros Thermomyces, Emericella y Talaromyces se

incluyeron 7, 1y 1 cepa, respectivamente de una especie.

Las especies A. fumigatus, P. spinulosum y Emericella rugulosa fueron las mas

abundantes y frecuentemente detectadas durante el proceso (Tabla 8b).

Tabla 8a. Hongos de la clase Eurotiomycetes, orden Eurotiales identificados*.

Id General | Termofilia | Programa CepaTipo Identidad % Identidad | Accession No.
5351 0 HM HM-PRF-3B-08 Aspergillus flavipes 100 EF669588.1
4255 1 HM HM-MPR-2B-09 Aspergillus fumigatus 99 GU566217.1
4390 1 HM HM-MESA1-3B-07 | Aspergillus fumigatus 100 GU566217.1
4448 1 HM HM-TER1A-2A-08 | Aspergillus fumigatus 100 GU566217.1
4449 1 HM HM-TER1A-2A-09 | Aspergillus fumigatus 100 GU566217.1
4450 1 HM HM-TER1A-2A-10 | Aspergillus fumigatus 99 GU566242.1
4494 1 HM HM-TER1B-1A-07 | Aspergillus fumigatus 99 GU566242.1
4500 1 HM HM-TER1B-1A-13 | Aspergillus fumigatus 100 GU566242.1
4517 0 HM HM-TER1B-1B-14 | Aspergillus fumigatus 99 GU566242.1
4586 1 HM HM-TER1B-3B-12 | Aspergillus fumigatus 99 GU566242.1
4589 1 HM HM-TER1B-3B-15 | Aspergillus fumigatus 100 GU566242.1
4595 0 HM HM-MESD1-1A-02 | Aspergillus fumigatus 100 GU566242.1
4599 1 HM HM-MESD1-1A-06 | Aspergillus fumigatus 98 KC492453.1
4614 1 HM HM-MESD1-1B-06 | Aspergillus fumigatus 100 GU566217.1
4616 1 HM HM-MESD1-1B-08 | Aspergillus fumigatus 100 JX501382.1
4620 1 HM HM-MESD1-1B-12 | Aspergillus fumigatus 100 GU566242.1
4628 1 HM HM-MESD1-2A-06 | Aspergillus fumigatus 99 GU566217.1
4644 1 HM HM-MESD1-2B-05 | Aspergillus fumigatus 100 GU566242.1
4649 1 HM HM-MESD1-2B-10 | Aspergillus fumigatus 99 HF677588.1
4941 0 HM HM-MESA3-3A-06 | Aspergillus fumigatus 99 GU566242.1
4951 1 HM HM-MESA3-3B-07 | Aspergillus fumigatus 100 GU566217.1
5081 1 HM HM-MESA4-2B-04 | Aspergillus fumigatus 100 GU566217.1
5329 0 HM HM-PRF-2A-04 Aspergillus fumigatus 99 GU566217.1
5356 1 HT HT-MPR-2B-01 Aspergillus fumigatus 100 GU566242.1
5360 1 HT HT-MESA1-1A-01 | Aspergillus fumigatus 99 HQ026746.1
5379 1 HT HT-MESD1-1A-03 | Aspergillus fumigatus 99 GU566217.1
5383 1 HT HT-MESD1-2A-01 | Aspergillus fumigatus 100 GU566217.1
5395 1 HT HT-MESD1-2B-06 | Aspergillus fumigatus 100 GU566217.1
5437 1 HT HT-TER2B-1A-01 | Aspergillus fumigatus 100 GU566217.1
5456 1 HT HT-MESD2-1A-02 | Aspergillus fumigatus 100 GU566217.1
5521 1 HT HT-MESA3-2A-05 | Aspergillus fumigatus 99 GU566217.1
5544 1 HT HT-MESA3-2B-14 | Aspergillus fumigatus 99 GU566217.1
5549 1 HT HT-MESA3-3A-05 | Aspergillus fumigatus 100 JN851039.1
5578 1 HT HT-TER3A-1A-02 | Aspergillus fumigatus 100 GU566217.1
5657 1 HT HT-MES6-1A-01 Aspergillus fumigatus 100 GU566217.1
5710 1 HT HT-MAD1-1A-01 | Aspergillus fumigatus 100 KC461558.1
5716 1 HT HT-MAD1-1B-03 Aspergillus fumigatus 99 GU566217.1
5719 1 HT HT-MAD1-2A-01 | Aspergillus fumigatus 99 GU566242.1
5731 3 HT HT-MAD2-1A-02 | Aspergillus fumigatus 98 KC167854.1
5736 1 HT HT-MAD2-2A-03 | Aspergillus fumigatus 99 GU566217.2
5744 1 HT HT-MAD2-2B-04 | Aspergillus fumigatus 100 JX501382.1
5745 1 HT HT-MAD2-3A-01 | Aspergillus fumigatus 100 GU566217.2
4361 0 HM HM-MESA1-2B-08 | Aspergillus ostianus 99 FJ478090.1
4739 0 HM HM-TER2A-1B-13 | Aspergillus terreus 99 KC119206.1
4496 0 HM HM-TER1B-1A-09 | Emericella rugulosa 100 EU289916.1
5216 0 HM HM-MES7-1B-06 Emericella rugulosa 99 EU289916.1
4311 0 HM HM-MESA1-1A-05 | Penicillium brevicompactum 100 AB479306.1
4231 0 HM HM-MPR-2A-11 Penicillium chrysogenum 99 HQ026745.1
4230 0 HM HM-MPR-2A-10 Penicillium commune 100 GQ458026.1
4339 0 HM HM-MESA1-1B-12 | Penicillium coprophilum 97 IN226975.1
4717 0 HM HM-TER2A-1A-09 | Penicillium dipodomycola 100 GQ161752.1
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Id General | Termofilia | Programa CepaTipo Identidad % Identidad | Accession No.
4743 0 HM HM-TER2A-1B-17 | Penicillium dipodomycola 100 GQ161752.1
4783 0 HM HM-TER2B-1A-01 | Penicillium dipodomycola 99 GQ161752.1
4801 0 HM HM-TER2B-2A-09 | Penicillium dipodomyicola 99 GQ161752.1
5128 0 HM HM-MES5-2A-05 | Penicillium dipodomyicola 100 GQ161752.1
5214 0 HM HM-MES7-1B-04 | Penicillium lapidosum 99 KC966732.1
4878 0 HM HM-MESD2-3A-04 | Penicillium polonicum 99 JQ082508.1
5207 0 HM HM-MES7-1A-06 | Penicillium polonicum 100 GU566221.1
4237 0 HM HM-MPR-2A-17 Penicillium solitum 99 IN642222.1
4915 0 HM HM-MESA3-1B-09 | Penicillium solitum 99 IN642222.1
4190 0 HM HM-MPR-1A-06 Penicillium spinulosum 99 HQ608158.1
4201 0 HM HM-MPR-1A-17 Penicillium spinulosum 100 HQ608158.1
4217 0 HM HM-MPR-1B-15 Penicillium spinulosum 99 GU566252.1
4220 0 HM HM-MPR-1B-18 Penicillium spinulosum 100 HQ608158.1
4229 0 HM HM-MPR-2A-09 Penicillium spinulosum 99 GU566252.1
4233 0 HM HM-MPR-2A-13 Penicillium spinulosum 99 GU566252.1
4268 0 HM HM-MPR-2B-22 Penicillium spinulosum 99 HQ608158.1
4281 0 HM HM-MPR-3A-13 Penicillium spinulosum 100 HQ608158.1
4293 0 HM HM-MPR-3B-07 Penicillium spinulosum 99 GU566252.1
4323 0 HM HM-MESA1-1A-17 | Penicillium spinulosum 99 GU566252.1
4650 0 HM HM-MESD1-2B-11 | Penicillium spinulosum 99 GU566252.1
5240 0 HM HM-MES7-3A-07 | Penicillium steckii 96 DQ682594.1
5400 1 HT HT-MESD1-3A-04 | Talaromyces thermophilus 99 JF412001.1
5361 1 HT HT-MESA1-1B-01 | Thermomyces lanuginosus 99 JF412006.1
5363 1 HT HT-MESA1-2B-02 | Thermomyces lanuginosus 99 JF412006.1
5373 1 HT HT-TER1B-3A-02 Thermomyces lanuginosus 99 JF412006.1
5404 3 HT HT-MESD1-3B-01 | Thermomyces lanuginosus 99 JF412006.1
5465 1 HT HT-MESD2-1A-11 | Thermomyces lanuginosus 99 GU441538.1
5718 1 HT HT-MAD1-1B-05 Thermomyces lanuginosus 98 KC342032.1
5722 1 HT HT-MAD1-2B-02 Thermomyces lanuginosus 99 AB085929.1

*Notas: Id General, nimero de identificacion de la cepa; Termofilia: 0 mesdfilo, 1 termotolerante meséfilo, 2 termotolerante
termofilo, 3 termofilo; Programa, programa de aislamiento, HM-hongos mesofilos, HT-hongos termdfilos; Cepa tipo, nomenclatura
de la primera cepa aislada en el proceso (ver Material y Métodos, apartado 3.1); Identidad, especie o género con el que la
secuencia de la cepa es mas similar; % Identidad, las cepas cuya secuencia tiene una homologia (% Identidad) con la depositada en
el Genbank NCBI inferior al 95% pueden ser catalogadas sélo a nivel de género; No. Acceso , nimero de acceso en el GenBank
NCBI de la secuencia con la que se obtuvo la homologia de cada cepa.

Tabla 8b. Abundancia de las especies de la clase Eurotiomycetes durante el compostaje*

MUESTREO
Identidad 1 2 3 4 5 6 7 8 9 {10 |11 (12|13 |14 |15 | 16
Aspergillus flavipes
Aspergillus fumigatus 02 | 15 | 10 | 23 F 10 [ 50 | 68 | 46 | 43 | 1,3 [ 20 | 07 0,1
Aspergillus ostianus 1,0 0,2 0,4
Aspergillus terreus 0,4 0,3
Emericella rugulosa 0,4 0,6 -
Penicillium brevicompactum
Penicillium chrysogenum 0,5
Penicillium citrinum H
Penicillium commune 0,1
Penicillium coprophilum
Penicillium duponti -
Penicillium dupontii -
Penicillium griseofulvum 1,1 - 15 1,2 - 0,9 0,1
Penicillium lapidosum -I
Penicillium polonicum 1,0 - 0,2 1,0
Penicillium solitum 05 | 03 0,7 12
Penicillium spinulosum 21 | 05 1,4 0,4 1,0 1,1 0,8
Thermomyces lanuginosus 0,0 00 | 01 01 | 00 | 00 0,0 0,0

*Notas: Se indica la abundancia como el porcentaje

proceso de compostaje (ver Material y Métodos, Tabla 5).

respecto al recuento total de hongos. Muestreos realizados durante el
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En las Figuras 9a a 9aa se muestran los morfotipos coloniales y microscdpicos

de las cepas pertenecientes a esta clase.

La especie mayoritaria fue Aspergillus fumigatus, y a ella se adscribieron 41
cepas. Las colonias de esta especie mostraron generalmente color verdoso, y en la
mayoria de las cepas con borde de crecimiento blanco (Figuras 9a-n). Muy pocas cepas
tuvieron micelio blanco, pero bastantes presentaron un aspecto marron-verdoso
diferente al mostrado por el resto de cepas pertenecientes a la especie, tal fue el caso
de A. fumigatus 4517 y 4628 (Figura 9c y f, respectivamente). Ademas, en estos
ultimos casos existid una amplia diferencia en el aspecto del hongo crecido en cada
uno de los tres medios ensayados, no asi en las cepas que presentaron el micelio de
color verde homogéneo. En general se puede decir que el fenotipo macroscdpico de A.
fumigatus es bastante heterogéneo. En las observaciones al microscopio,
practicamente en todos los casos se detectd el conidiéforo redondeado tipico del
género, ubicado al final de las hifas tabicadas. Las esporas o conidios se liberan a partir

de dicha estructura.

Las otras tres especies del género, A. flavipes, A. ostianus y A. terreus
presentaron también dichas estructuras y su micelio fue del blanco al marrén (Figuras
9avy 90).

Las dos cepas de Emericella rugosa mostraron un fenotipo macroscépico
diferente entre si, una tuvo coloracion verdosa y otra blanca (Figura 90-p).

Las numerosas cepas pertenecientes al género Penicillium, 26 cepas, mostraron
en la mayoria de los casos los tipicos conididforos, mas o menos ramificados, del
género, con los conidios alineados. La mayoria de las cepas de este género tuvieron
micelio verdoso , aunque bastantes fueron blancas (Figura 9p-y).

Las dos especies del género Talaromyces, T. thermophilus y T. lanuginosus
tuvieron micelio blanquecino que presentd importantes diferencias entre los tres
medios de cultivo (Figura 9y). De igual forma, las cepas identificadas como
Thermomyces lanuginosus presentaron diferencias de crecimiento en los tres medios
ensayados, observandose también ciertas variaciones morfoldgicas entre distintas

cepas de la especie (Figuras 9z-aa).
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Figura 9a. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Aspergillus fumigatus 4448 (HM-TER1A-2A-08) GU566217.1 (100%)
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Aspergillus fumigatus 4449 (HM-TER1A-2A-09) GU566217.1 (100%)
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Figura 9b. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada

especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Aspergillus fumigatus 4494 (HM-TER1B-1A-07
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Aspergillus fumigatus 4500

(HM-TER1B-1A-13) GU566242.1 (100%)
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Figura 9c. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada

especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Aspergillus fumigatus 4586 (HM-TER1B-3B-12) GU566242.1 (99%)
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Aspergillus fumigatus 4595 (HM-MESD1-1A-02) GU566242.1 (100%)
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Figura 9d. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Aspergillus fumigatus 4599 (HM-MESD1-1A-06) KC492453.1 (98%)
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Aspergillus fumigatus 4616 (HM-I\/IESDl-lB-OS) JX501382.1 (100%)

Figura 9e. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Aspergillus fumigatus 4620 (HM-MESD1-1B-12) GU566242.1 (100%)
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Aspergillus fumigatus 4628 (HM-MESD1-2A-06) GU566217.1 (99%)
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Figura 9f. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada especie

se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de
la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Aspergillus fumigatus 4649 (HM-MESD1-2B-10) HF677588.1 (99%)
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Aspergillus fumigatus 4951 (HM-MESA3-3B-07) GU56621
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Figura 9g. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle

macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Aspergillus fumigatus 5081 (HM-MESA4-2B-04) GU566217.1 (100%)

Figura 9h. Fenotlpo de especies de la Clase Eurotlomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Aspergillus fumigatus 5360 (HT-MESA1-1A-01) HQ026746.1 (99%)

Figa 9i. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycts Orden Eurotiales. Para cada especie
se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de
la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Aspergillus fumigatus 5395 (HT-MESD1-2B-06) GU566217.1 (100%)

Aspergillus fumigatus 5456 (HT-MESD2-1A-02) GU566217.1 (100%)

se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de
la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Aspergillus fumigatus 5521 (HT-MESA3-2A-05) GU566217.1 (99%)
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Aspergillus fumigatus 5544 (HT-MESA3-2B-14) GU566217.1 (99%)

Figura 9k. Fenio de espcies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Aspergillus fumigatus 5657 (HT-MES6-1A-01) GU566217.1 (100%)
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Figura 9l. Fenotipo de especies de la Clase Eurbtiomycetes Orden Eurotiales. Para cada especie
se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de
la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Aspergillus fumigatus 5716 (HT-MAD1-1B-03) GU566217.1 (99%)
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Figura 9m. Fenotipo de especies de Ié‘ Clése Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Aspergillus fumigatus 5736 (HT-MAD2-2A-03) GU566217.2 (99%)
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Figura 9n. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior). La
cepa Aspergillus fumigatus 5745 no crecio.
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\Aspergillus ostianus 4361 (HM-MESA1-2B-08) FJ478090.1 (99%)
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Aspergillus terreus 4739 (HM-TER2A-1B-13) KC119206.1 (99%)
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Figura 90. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada

especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Emericella rugulosa 5216 (HM-MES7-1B-06) EU289916.1 (99%)
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Figura 9p. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle

macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Penicillium chrysogenum 4231 (HM-MPR-2A-11) HQ026745.1 (99%)
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Penicillium commune 4230 (HM-MPR-2A-10) GQ458026.1 (100%)
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Penicillium coprophilum 4339 HM-MESA1-1B-12 JN226975.1 (97%)

" al b) o' ) ‘ d)
Figura 9q. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Penicillium dipodomycola 4743 (HM-TER2A-1B-17) GQ161752.1 (100%)
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Figura 9r. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada especie
se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de
la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio 6ptico (40x) (fila inferior).
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Penicillium dipodomyicola 4801 (HT-MESD1-1A-03) GQ161752.1 (99%
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Figura 9s. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior)
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Penicillium polonicum 4878 (HM-MESD2-3A-04) JQ082508.1 (99%)
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Penicillium solitum 4237 (HM-MPR-2A-17) IN642222.1 (99%)
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Figura 9t. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada especie
se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de
la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Penicillium solitum 4915 (HM-MESA3-1B-09) JN642222.1 (99%)
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Penicillium spinulosum 4201 (HM-MPR-1A-17) HQ608158.1 (100%)

Figura 9u. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Penicillium spinulosum 4217 (HM-MPR-1B-15) GU566252.1 (99%)
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Figura 9v. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Penicillium spinulosum 4233 (HM-MPR-2A-13) GU566252.1 (99%)
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Figura 9w. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle

macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior)
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Penicillium spinulosum 4293 (HM-MPR-3B-07) GU566252.1 (99%)
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Figura 9x. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior)
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Penicillium steckii 5240 (HM-MES7-3A-07) DQ682594.1 (96%)

Figura 9y. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Thermomyces lanuginosus 5363 (HT-MESA1-2B-02) JF412006.1 (99%)

Thermomyces lanuginosus 5373 (HT-TER1B-3A-02) JF412006.1 (99%)
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Thermomyces lanuginosus 5404 (HT-MESD1-3B-01) JF412006.1 (99%)

a) b)
Figura 9z. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Thermomyces lanuginosus 5465 (HT-MESD2-1A-11) GU441538.1 (99%)
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Figura 9aa. Fenotipo de especies de la Clase Eurotiomycetes Orden Eurotiales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle
macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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4.1.3. Phylum Ascomycota: Clase Leotiomycetes

A la clase Leotiomycetes se adscribid una Unica cepa identificada como
Gloeotinia temulenta (Tabla 9a), que fue detectada sélo en el compost final (Tabla 9b).
Este hongo presentd un micelio blanco algodonoso en los tres medios de cultivo
empleados, aunque en PDA la cantidad de micelio aereo producida fue menor, por lo

gue tuvo u n menor aspecto aterciopelado.

Tabla 9a. Hongos de la clase Leotiomycetes-Orden Helotiales identificados*.

Id General Termofilia Programa CepaTipo Identidad % ldentidad Accession No.

5348 0 HM HM-PRF-3B-05 Gloeotinia temulenta 91 DQ235697.1

*Notas: Id General, nimero de identificacion de la cepa; Termofilia: 0 mesdfilo, 1 termotolerante mesdfilo, 2 termotolerante
termofilo, 3 termdfilo; Programa, programa de aislamiento, HM-hongos mesdfilos, HT-hongos termdfilos; Cepa tipo, nomenclatura
de la primera cepa aislada en el proceso (ver Material y Métodos, apartado 3.1); Identidad, especie o género con el que la
secuencia de la cepa es mas similar; % Identidad, las cepas cuya secuencia tiene una homologia (% Identidad) con la depositada en
el Genbank NCBI inferior al 95% pueden ser catalogadas sélo a nivel de género; No. Acceso , nimero de acceso en el GenBank
NCBI de la secuencia con la que se obtuvo la homologia de cada cepa.

Tabla 9b. Abundancia de las especies de la clase Leotiomycetes-Orden Helotiales durante el
compostaje*

MUESTREO

Identidad 1(2(3|4|(5|6|7|8|9|10 |11 |12 | 13 |14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19
Gloeotinia temulenta

*Notas: Se indica la abundancia como el porcentaje respecto al recuento total de hongos. Muestreos realizados durante el
proceso de compostaje (ver Material y Métodos, Tabla 5).

Gloeotinia temulenta 5348 (HM-PRF-3B-05) DQ235697.1 (91%)

a)

Figura 10. Fenotipo de especies de la Clase Leotiomycetes Orden Helotiales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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4.1.4. Phylum Ascomycota: Clase Pezizomycetes

A la clase Pezizomycetes también se adscribié una Unica cepa identificada como
Cephaliophora tropica (Tabla 10a), que fue detectada sélo en dos muestreos del
proceso, correspondientes a las fases iniciales del mismo (Tabla 10b). Este hongo
presentd un micelio blanquecino en los tres medios de cultivo empleados, con una
gran capacidad de colonizacién. Al microscopio se pueden observar los conidios de
este hongo, que tienen un aspecto bastante singular, que lo caracterizan y facilitan su

identificacion. (Figura 11).

Tabla 10a. Hongos de la clase Pezizomycetes-Orden Pezizales identificados®.

Id General | Termolifia | Programa CepaTipo Identidad % Identidad Accession No.

4632 0 HM HM-MESD1-2A-10 Cephaliophora tropica 99 FJ792583.1

*Notas: Id General, nimero de identificacion de la cepa; Termofilia: 0 mesdfilo, 1 termotolerante meséfilo, 2 termotolerante
termofilo, 3 termofilo; Programa, programa de aislamiento, HM-hongos mesdfilos, HT-hongos termdfilos; Cepa tipo, nomenclatura
de la primera cepa aislada en el proceso (ver Material y Métodos, apartado 3.1); Identidad, especie o género con el que la
secuencia de la cepa es mas similar; % Identidad, las cepas cuya secuencia tiene una homologia (% Identidad) con la depositada en
el Genbank NCBI inferior al 95% pueden ser catalogadas sélo a nivel de género; No. Acceso , nimero de acceso en el GenBank
NCBI de la secuencia con la que se obtuvo la homologia de cada cepa.

Tabla 10b. Abundancia de las especies de la clase Pezizomycetes-Orden Pezizales durante el
compostaje*

MUESTREO

Cephaliophora tropica 0,6

Identidad 12|34 5 6|7 8 910 |11 | 12 (13 | 14 |15 | 16 | 17 | 18 | 19

*Notas: Se indica la abundancia como el porcentaje respecto al recuento total de hongos. Muestreos realizados durante el
proceso de compostaje (ver Material y Métodos, Tabla 5).
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Cephaliophora tropica 4632 (HM-MESD1-2A-10) FJ792583.1 (99%
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Figura 11. Fenotipo de especies de la Clase Pezizomycetes Orden Pezizales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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4.1.5. Phylum Ascomycota: Clase Saccharomycetes

La clase Saccharomycetes fue la tercera en representacion con 34 cepas adscritas,
pertenecientes a 6 géneros y 12 especies (Tabla 11a). Cinco cepas fueron identificados como
Candida e incluidas en tres especies, C. mycentagii, C. railenensis y C. sequanensis; diez cepas
se identificaron como Galactomyces, G. candidum y G. geotrichum; una cepa pertenecio a la
especie Kuraishia capsulata; siete cepas se incluyeron en la especie Nakazawaea holstii; cuatro
cepas se adscribieron a cuatro especies del género Pichia, P. fermentans, P. holstii, mexicana y
P. mississippiensis (reclasificada como Cyberlindnera mississippiensis); y seis cepas
identificadas como Yamadazyma mexicanum. G. geotrichum fue la especie mas persistente
durante el compostaje, detectdndose en 12 de los 19 muestreos realizados. Ademas, alcanzé

una abundancia elevada, que en algunos muestreos estuvo alrededor del 5% (Tabla 11b).

Tabla 11a. Hongos de la clase Saccharomycetes-orden Saccharomycetales identificados*.

Id General | Termofilia | Programa CepaTipo Identidad % ldentidad Accession No.
4205 0 HM HM-MPR-1B-03 Candida mycentagii 94 FJ381698.1
4185 0 HM HM-MPR-1A-01 Candida railenenis 99 FM178302.1
4307 0 HM HM-MESA1-1A-01 | Candida railenenis 99 FM178302.1
4226 1 HM HM-MPR-2A-06 Candida sequanensis 99 FM178365.1
4251 0 HM HM-MPR-2B-05 Candida sequanensis 100 FM178365.1
4187 0 HM HM-MPR-1A-03 Galactomyces candidum 97 JN974288.1
4278 0 HM HM-MPR-3A-10 Galactomyces candidum 100 JN974288.1
4318 0 HM HM-MESA1-1A-12 | Galactomyces candidum 98 JN974288.1
4188 0 HM HM-MPR-1A-04 Galactomyces geotrichum 99 JN903644.1
4195 0 HM HM-MPR-1A-11 Galactomyces geotrichum 100 JN903644.1
4196 0 HM HM-MPR-1A-12 Galactomyces geotrichum 99 JN903644.1
4202 0 HM HM-MPR-1A-18 Galactomyces geotrichum 98 JN903644.1
4210 1 HM HM-MPR-1B-08 Galactomyces geotrichum 99 KC143429.1
4302 0 HM HM-MPR-3B-16 Galactomyces geotrichum 98 KC143429.1
4320 0 HM HM-MESA1-1A-14 | Galactomyces geotrichum 99 KC143429.1
4418 0 HM HM-TER1A-1A-22 | Galactomyces geotrichum 99 JN903644.1
4265 0 HM HM-MPR-2B-19 Kuraishia capsulata 98 EF568065.1
4269 0 HM HM-MPR-3A-01 Nakazawaea holstii 99 AB449811.1
4277 0 HM HM-MPR-3A-09 Nakazawaea holstii 99 AB449811.1
4287 0 HM HM-MPR-3B-01 Nakazawaea holstii 98 AB449811.1
4328 0 HM HM-MESA1-1B-01 | Nakazawaea holstii 99 AB449811.1
4331 0 HM HM-MESA1-1B-04 | Nakazawaea holstii 100 AB449811.1
4358 0 HM HM-MESA1-2B-05 | Nakazawaea holstii 99 AB449811.1
4376 0 HM HM-MESA1-3A-09 | Nakazawaea holstii 100 AB449811.1
4354 1 HM HM-MESA1-2B-01 | Pichia fermentans 99 GQ458040.1
4203 0 HM HM-MPR-1B-01 Pichia holstii 90 AY761154.1
4314 0 HM HM-MESA1-1A-08 | Pichia mexicana 99 FM178295.1
4227 0 HM HM-MPR-2A-07 Pichia mississippiensis 99 DQ414542.1
4221 0 HM HM-MPR-2A-01 Yamadazyma mexicana 99 AB365477.1
4288 0 HM HM-MPR-3B-02 Yamadazyma mexicana 99 AB365477.1
4289 0 HM HM-MPR-3B-03 Yamadazyma mexicana 99 AB365477.1
4308 0 HM HM-MESA1-1A-02 | Yamadazyma mexicana 99 AB365477.1
4359 0 HM HM-MESA1-2B-06 | Yamadazyma mexicana 99 AB365477.1
4398 0 HM HM-TER1A-1A-02 Yamadazyma mexicana 99 AB365477.1

*Notas: Id General, nimero de identificacion de la cepa; Termofilia: 0 mesdfilo, 1 termotolerante meséfilo, 2 termotolerante
termofilo, 3 termdfilo; Programa, programa de aislamiento, HM-hongos mesofilos, HT-hongos termdfilos; Cepa tipo, nomenclatura
de la primera cepa aislada en el proceso (ver Material y Métodos, apartado 3.1); Identidad, especie o género con el que la
secuencia de la cepa es mas similar; % Identidad, las cepas cuya secuencia tiene una homologia (% Identidad) con la depositada en
el Genbank NCBI inferior al 95% pueden ser catalogadas sélo a nivel de género; No. Acceso , nimero de acceso en el GenBank
NCBI de la secuencia con la que se obtuvo la homologia de cada cepa.
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Tabla 11b. Abundancia de las especies de la clase Saccharomycetes-orden Saccharomycetales
durante el compostaje*

MUESTREO

Identidad* 4 | 5 6 |7 |8) 9 (1011 |12|13 |14|15|16 |17 |18 |19

Candida railenensis

Candida sequanensis

Cyberlindnera mississippiensis**

10 [ o2 [N 18 05 [37] 05 10 | 01

Galactomyces geotrichum

Geotrichum candidum 1,5

Kuraishia capsulata

Nakazawaea holstii

Pichia fermentans

Yamadazyma mexicanum 1,0 1,9

*Notas: Se indica la abundancia como el porcentaje respecto al recuento total de hongos. Muestreos realizados durante el
proceso de compostaje (ver Material y Métodos, Tabla 5).
**Corresponde a Pichia mississippiensis, se indica el nombre actualmente aceptado segiin mycobank.

Las Figuras 12a-I muestran el fenotipo macroscépico y microscdpico de las

cepas adscritas a la clase Saccharomycetes.

La mayoria de miembros de la clase son levaduras, asi todas las especies de
Candida mostraron un crecimiento en forma de levadura, con colonias cremosas y de
coloracién blanquecina, y en las preparaciones microscépicas se observaron las células

de levaduras aisladas sin presencia de hifas (Figura 12a-b).

Las cepas del género Galactomyces presentaron un crecimiento filamentoso
(Figuras 12b-f) con un micelio que generalmente fue blanco en todos los medios de

cultivo empleados.

Kuraishia capsulata, todas las cepas de Nakazawaea holstii y las distintas
especies de Pichia fueron levaduras (Figuras 12f-i). Los cultivos de K. capsulata
tuvieron un color blanquecino y mucoso, especialmente en agar extracto de malta
(AEM) (Figura 12f). N. holstii dio lugar a colonias blanquecinas y cremosas, excepto en
rosa de bengala, medio en el que adquirieron una tonalidad rosacea (Figuras 12f-h).
Las distintas especies de Pichia crecieron dando lugar a colonias blancas en todos los
medios de cultivo (Figuras 12i-j). Las principales diferencias entre las distintas especies
del género se detectaron a nivel microscépico. Asi por ejemplo, P. fermentans
presentd unas células mas grandes que el resto de especies (Figura 12i). Yamadazima

mexicana tuvo un aspecto macroscopico similar a Pichia (Figuras 12j-1).
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Candida mycentagii 4205 (HM-MPR-1B-03) AF203450.1 (99%)
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Figura 12a. Fenotipo de especies de la Clase Saccharomycetes Orden Saccharomycetales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la
colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Candida sequanensis 4226 (HM-MPR-2A-06) FM178365.1 (99%)

“a) b)
Candida sequanensis 4251 (HM-MPR-2B-05) FM178365.1 (100%)

a) b)
Galactomyces candidum 4187 (HM-MPR-1A-03) JN974288.1 (97%)

Figura 12b. Fenotlpo de especies de Ia Clase Saccharomycetes Orden Saccharomycetales Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la
colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Galactomyces candidum 4278 (HM-MPR-3A-10) JN974288.1 (100%)

a) b} c)
Galactomyces candidum 4318 (HM-MESA1-1A-12) IN974288.1 (98%)

a) b) c)
Galactomyces geotrichum 4188 (HM-MPR-1A-04) JN903644.1 (99%)
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Figura 12c. Fenotipo de especies de la Clase Saccharomycetes Orden Saccharomycetales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la
colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Galactomyces geotrichum 4195 (HM-MPR-1A-11) JN903644.1 (100%)

PG 0@ SUYY| B @et) P, gl L)
Galactomyces geotrichum 4196 (HM-MPR-1A-12) JN903644.1 (99%)
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Galactomyces geotrichum 4202 (HM-MPR-1A-18) JN903644.1 (98%)
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Figura 12d. Fenotlpo de espeues de Ia CIase Saccharomycetes Orden Saccharomycetales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la
colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Galactomyces geotrichum 4210 (HM-MPR-1B-08) KC143429.1 (99%)

|

vy al b) S o)

Galactomyces geotrichum 4302 (HM-MPR-3B-16) KC143429.1 (98%)

a) ' b) c) - d)

Galactomyces geotrichum 4320 (HM-MESA1-1A-14) KC143429.1 (99%)

S R TR S i)

Figura 12e. Fenotipo de especies de la Clase Saccharomycetes Orden Saccharomycetales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la
colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Galactomyces geotrichum 4418 (HM-TER1A-1A-22) JN903644.1 (99%)

(- &8
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(HM-MPR-2B-19) EF568065.1 (98%)

Kuraishia capsulata 4265

a) b)
Nakazawaea holstii 4269 (HM-MPR-3A-01) AB449811.1 (99%)

s a) 35b)
Figura 12f. Fenotipo de especies de la Clase Saccharomycetes Orden Saccharomycetales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la
colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Nakazawaea holstii 4277 (HM-MPR-3A-09) AB449811.1 (99%)

a) b) [« = “\Cl
Nakazawaea holstii 4287 (HM-MPR-3B-01) AB449811.1 (98%)

a) i R
Nakazawaea holstii 4328 (HM-MESA1-1B-01) AB449811.1 (99%)

a) - b) c)
Figura 12g. Fenotipo de especies de la Clase Saccharomycetes Orden Saccharomycetales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la
colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Nakazawaea holstii 4331 (HM-MESA1-1B-04) AB449811.1 (100%)

a) b) |4 c) .
Nakazawaea holstii 4358 (HM-MESA1-2B-05) AB449811.1 (99%)
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Figura 12h. Fenotipo de especies de la Clase Saccharomycetes Orden Saccharomycetales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la
colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Pichia fermentans 4354 (HM-MESA1-2B-01) GQ458040.1 (99%)
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Figura 12i. Fenotipo de especies de la Clase Saccharomycetes Orden Saccharomycetales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la
colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Pichia mississippiensis 4227 (HM-MPR-2A-07) DQ414542.1 (99%)

: s Y b)
Yamadazyma mexicana 4221 (HM-MPR-2A-01) AB365477.1 (99%)

I bl
Yamadazyma mexicana 4288 (HM-MPR-3B-02) AB365477.1 (99%)
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Figura 12j. Fenotipo de especies de la Clase Saccharomycetes Orden Saccharomycetales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la
colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Yamadazyma mexicana 4289 (HM-MPR-3B-03) AB365477.1 (99%)
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Figura 12k. Fenotipo de especies de la Clase Saccharomycetes Orden Saccharomycetales. Para cada

especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la
colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Yamadazyma mexicana 4398 (HM-TER1A-1A-02) AB365477.1 (99%)

=

Figura 12l. Fenotipo de especies de la Clase Saccharomycetes Orden Saccharomycetales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la

colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).

4.1.6. Phylum Ascomycota: Clase Sordariomycetes

La clase Sordariomycetes constituyd la primera clase en nimero de cepas, 107 cepas
pertenecientes a 12 géneros y 19 especies estuvieron incluidas en dicha clase. Las especies
Gibellulopsis nigrescens y Fusarium oxysporum fueron las que contaron con mayor nimero de
representantes con 31y 17 cepas, respectivamente (Tabla 12a). A éstas le siguieron en nimero
de cepas Scopulariopsis y Plectosphaerella. Acremonium y Fusarium fueron los dos Unicos
géneros que contaron con mas de una especie representada, en el resto de los casos sélo hubo
una especie por género. G. nigrescens y Microascus brevicaulis fueron las dos especies de la clase
mas frecuentemente detectadas y en mayor nuimero, constituyendo en algunos muestreos

alrededor del 50% y mas del 60%, respectivamente, de la poblaciéon fungica (Tabla 12b).

Tabla 12a. Hongos de la clase Sordariomycetes identificados*.

Id General | Ter | Programa | CepaTipo | Identidad | % Identidad | Accession No.
Orden Hypocreales

4375 0 HM HM-MESA1-3A-08 | Acremonium antarcticum 99 DQ825970.1
5087 0 HM HM-MESA4-3A-03 | Acremonium chrysogenum 99 U57672.1
5106 0 HM HM-MES5-1A-08 Acremonium chrysogenum 96 JX076982.1
4415 0 HM HM-TER1A-1A-19 Fusarium brachygibbosum 100 GQ505450.1
4275 0 HM HM-MPR-3A-07 Fusarium delphinoides 99 EU926231.1
4663 0 HM HM-MESD1-3B-05 | Fusarium delphinoides 100 EU926231.1
4694 0 HM HM-MESA2-2B-04 | Fusarium delphinoides 100 EU926231.1
4993 0 HM HM-TER3A-3A-05 Fusarium delphinoides 99 EU926231.1
4995 0 HM HM-TER3A-3A-07 Fusarium delphinoides 100 EU926231.1
4360 0 HM HM-MESA1-2B-07 Fusarium domesticum 96 1Q434585.1
4209 0 HM HM-MPR-1B-07 Fusarium equiseti 99 KC311517.1
4238 0 HM HM-MPR-2A-18 Fusarium equiseti 99 JQ936153.1
4284 0 HM HM-MPR-3A-16 Fusarium equiseti 100 JQ936153.1
4340 0 HM HM-MESA1-1B-13 | Fusarium equiseti 99 EU595566.1
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Id General | Ter | Programa CepaTipo Identidad % Identidad Accession No.
4439 0 HM HM-TER1A-1B-21 Fusarium equiseti 99 EU595566.1
4200 0 HM HM-MPR-1A-16 Fusarium oxysporum 100 AF322074.1
4208 0 HM HM-MPR-1B-06 Fusarium oxysporum 99 GU566301.1
4243 0 HM HM-MPR-2A-23 Fusarium oxysporum 99 JX915255.1
4267 0 HM HM-MPR-2B-21 Fusarium oxysporum 99 JX915255.1
4283 0 HM HM-MPR-3A-15 Fusarium oxysporum 99 JX915255.1
4304 0 HM HM-MPR-3B-18 Fusarium oxysporum 99 AF322074.1
4309 0 HM HM-MESA1-1A-03 Fusarium oxysporum 99 JX915255.1
4324 0 HM HM-MESA1-1A-18 | Fusarium oxysporum 99 AF322074.1
4325 0 HM HM-MESA1-1A-19 Fusarium oxysporum 99 JX915255.1
4326 1 HM HM-MESA1-1A-20 | Fusarium oxysporum 99 EF495230.1
4393 0 HM HM-MESA1-3B-10 Fusarium oxysporum 99 JX915255.1
4470 0 HM HM-TER1A-3A-04 Fusarium oxysporum 99 JX915255.1
4535 0 HM HM-TER1B-2A-14 Fusarium oxysporum 99 JX915255.1
4608 0 HM HM-MESD1-1A-15 | Fusarium oxysporum 100 AF322074.1
4634 0 HM HM-MESD1-2A-12 | Fusarium oxysporum 99 JX915255.1
4744 0 HM HM-TER2A-1B-18 Fusarium oxysporum 99 GU136492.1
4819 0 HM HM-TER2B-3A-10 Fusarium oxysporum 99 JX915255.1
4215 0 HM HM-MPR-1B-13 Fusarium solani 100 AM412594.1
4218 0 HM HM-MPR-1B-16 Fusarium solani 98 JX173101.1
4242 0 HM HM-MPR-2A-22 Fusarium solani 99 FJ719812.1
4261 1 HM HM-MPR-2B-15 Fusarium solani 99 FJ719812.1
4965 0 HM HM-TER3A-1B-05 Fusarium solani 99 KC254048.1
4554 1 HM HM-TER1B-2B-13 Hypocrea viridescens 98 GU566274.1
4225 0 HM HM-MPR-2A-05 Trichoderma atroviride 100 HM176575.1
4310 0 HM HM-MESA1-1A-04 | Trichoderma atroviride 100 HM176575.1
4315 0 HM HM-MESA1-1A-09 Trichoderma atroviride 100 HM176575.1
4327 0 HM HM-MESA1-1A-21 Trichoderma atroviride 100 HM176575.1

Orden Microascales
5079 0 HM HM-MESA4-2B-02 | Graphium putredinis 99 FJ914685.1
5261 0 HM HM-MAD1-1B-06 Microascus cirrosus 99 1Q906771.1
5019 0 HM HM-MESD3-1B-08 | Scedosporium prolificans 99 FJ713085.1
5036 0 HM HM-MESD3-3A-04 | Scedosporium prolificans 99 FJ713085.1
5089 0 HM HM-MESA4-3A-05 | Scedosporium prolificans 99 FJ713089.1
4216 0 HM HM-MPR-1B-14 Scopulariopsis brevicaulis 98 KC311514.1
4276 0 HM HM-MPR-3A-08 Scopulariopsis brevicaulis 99 EU821476.1
4290 0 HM HM-MPR-3B-04 Scopulariopsis brevicaulis 99 EU436681.1
4299 0 HM HM-MPR-3B-13 Scopulariopsis brevicaulis 98 EU436681.1
4338 0 HM HM-MESA1-1B-11 | Scopulariopsis brevicaulis 99 EU821476.1
4378 0 HM HM-MESA1-3A-11 | Scopulariopsis brevicaulis 99 EU436681.1
4602 0 HM HM-MESD1-1A-09 | Scopulariopsis brevicaulis 98 EU436681.1
4615 0 HM HM-MESD1-1B-07 | Scopulariopsis brevicaulis 99 EU436681.1
4784 0 HM HM-TER2B-1A-02 Scopulariopsis brevicaulis 98 KC311514.1
4875 0 HM HM-MESD2-3A-01 | Scopulariopsis brevicaulis 99 EU436681.1
4877 0 HM HM-MESD2-3A-03 | Scopulariopsis brevicaulis 99 EU436681.1
4984 0 HM HM-TER3A-2B-02 Scopulariopsis brevicaulis 98 EU436681.1
5349 0 HM HM-PRF-3B-06 Scopulariopsis brevicaulis 99 EU821476.1
5078 0 HM HM-MESA4-2B-01 | Scopulariopsis hibernica 98 F1946484.1
5083 0 HM HM-MESA4-2B-06 | Scopulariopsis hibernica 99 FJ946484.1
Sin Orden asignado
4191 0 HM HM-MPR-1A-07 Gibellulopsis nigrescens 99 HE972037.1
4194 0 HM HM-MPR-1A-10 Gibellulopsis nigrescens 99 HE972037.1
4198 0 HM HM-MPR-1A-14 Gibellulopsis nigrescens 99 HE972037.1
4232 0 HM HM-MPR-2A-12 Gibellulopsis nigrescens 100 HE972037.1
4234 0 HM HM-MPR-2A-14 Gibellulopsis nigrescens 100 HE972037.1
4279 0 HM HM-MPR-3A-11 Gibellulopsis nigrescens 99 KC156644.1
4298 0 HM HM-MPR-3B-12 Gibellulopsis nigrescens 100 HE972037.1
4319 0 HM HM-MESA1-1A-13 | Gibellulopsis nigrescens 98 HE972037.1
4380 0 HM HM-MESA1-3A-13 | Gibellulopsis nigrescens 100 HE972037.1
4383 0 HM HM-MESA1-3A-16 | Gibellulopsis nigrescens 99 HE972037.1
4426 0 HM HM-TER1A-1B-08 Gibellulopsis nigrescens 96 HE972037.1
4434 0 HM HM-TER1A-1B-16 Gibellulopsis nigrescens 96 HE972037.1
4437 0 HM HM-TER1A-1B-19 Gibellulopsis nigrescens 99 HE972037.1
4516 0 HM HM-TER1B-1B-13 Gibellulopsis nigrescens 95 HE972037.1
4549 0 HM HM-TER1B-2B-08 Gibellulopsis nigrescens 100 HE972037.1
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Id General | Ter | Programa CepaTipo Identidad % Identidad Accession No.
4556 0 HM HM-TER1B-2B-15 Gibellulopsis nigrescens 98 HE972037.1
4563 1 HM HM-TER1B-3A-06 Gibellulopsis nigrescens 98 HE972037.1
4564 0 HM HM-TER1B-3A-07 Gibellulopsis nigrescens 97 HE972037.1
4604 0 HM HM-MESD1-1A-11 | Gibellulopsis nigrescens 99 HE972037.1
4672 1 HM HM-MESA2-1A-07 | Gibellulopsis nigrescens 98 HE972037.1
4767 0 HM HM-TER2A-3A-02 Gibellulopsis nigrescens 96 HE972037.1
4778 0 HM HM-TER2A-3B-04 Gibellulopsis nigrescens 99 HE972037.1
4781 0 HM HM-TER2A-3B-07 Gibellulopsis nigrescens 96 HE972037.1
4798 0 HM HM-TER2B-2A-06 Gibellulopsis nigrescens 96 HE972037.1
4840 0 HM HM-MESD2-1A-12 | Gibellulopsis nigrescens 99 HE972037.1
4916 0 HM HM-MESA3-1B-10 | Gibellulopsis nigrescens 95 HE972037.1
4968 0 HM HM-TER3A-1B-08 Gibellulopsis nigrescens 96 HE972037.1
4976 0 HM HM-TER3A-2A-06 Gibellulopsis nigrescens 99 HE972037.1
5000 0 HM HM-TER3A-3B-05 Gibellulopsis nigrescens 99 HE972037.1
5374 1 HT HT-TER1B-3A-03 Gibellulopsis nigrescens 99 HE972037.1
5389 1 HT HT-MESD1-2A-07 Gibellulopsis nigrescens 100 HE972037.1
4430 0 HM HM-TER1A-1B-12 Verticillium dahliae 99 DQ282123.1
4839 0 HM HM-MESD2-1A-11 | Verticillium dahliae 99 HQ839784.1

Orden Xylariales
4246 0 HM HM-MPR-2A-26 Microdochium nivale 100 FJ792588.1
4262 0 HM HM-MPR-2B-16 Microdochium nivale 100 FJ792588.1
4212 0 HM HM-MPR-1B-10 Plectosphaerella cucumerina 99 AB469880.1
4244 0 HM HM-MPR-2A-24 Plectosphaerella cucumerina 99 EU594566.1
4257 1 HM HM-MPR-2B-11 Plectosphaerella cucumerina 99 AB469880.1
4263 1 HM HM-MPR-2B-17 Plectosphaerella cucumerina 99 JQ796755.1
4433 0 HM HM-TER1A-1B-15 Plectosphaerella cucumerina 99 AJ246154.1
4674 0 HM HM-MESA2-1A-09 | Plectosphaerella cucumerina 99 AB469880.1
4815 0 HM HM-TER2B-3A-06 Plectosphaerella cucumerina 98 AB469880.1
4826 0 HM HM-TER2B-3B-07 Plectosphaerella cucumerina 99 AB469880.1
4918 0 HM HM-MESA3-1B-12 | Plectosphaerella cucumerina 99 AB469880.1
4988 0 HM HM-TER3A-2B-06 Plectosphaerella cucumerina 99 AB469880.1

*Notas: Id General, nimero de identificacion de la cepa; Termofilia: 0 mesdfilo, 1 termotolerante mesdfilo, 2 termotolerante
termdfilo, 3 termdfilo; Programa, programa de aislamiento, HM-hongos mesdfilos, HT-hongos termdfilos; Cepa tipo, nomenclatura
de la primera cepa aislada en el proceso (ver Material y Métodos, apartado 3.1); Identidad, especie o género con el que la
secuencia de la cepa es mas similar; % Identidad, las cepas cuya secuencia tiene una homologia (% Identidad) con la depositada en
el Genbank NCBI inferior al 95% pueden ser catalogadas sélo a nivel de género; No. Acceso , nimero de acceso en el GenBank
NCBI de la secuencia con la que se obtuvo la homologia de cada cepa.

Tabla 12b. Abundancia de las especies de la clase Sordariomycetes durante el compostaje*

MUESTREO
Identidad 9 (10|11 (12|13 |14 |15 |16 |17 |18 | 19
Acremonium antarcticum 02 | 05
Acremonium chrysogenum 25 20 | o2 23

Fusarium delphinoides

Fusarium oxysporum

Gibberella intricans

Gibellulopsis nigrescens

1,0 03

12

15

Graphium putredinis

3,0 0,6
11,5

11,9

9,1 03 23

Haematonectria haematococca

0,5

29

Hypocrea viridescens

Microascus brevicaulis

6,2

Microascus cirrosus

Monographella cucumerina

0,5

Monographella nivalis

Scedosporium prolificans

Scopulariopsis hibernica

Trichoderma parceramosum

Trichothecium domesticum

Verticillium dahliae

03

30

0,4 03

0,5

*Notas: Se indica la abundancia como el porcentaje respecto al recuento total de hongos. Muestreos realizados durante el
compostaje. Haematonectria haematococca sindnimo de Fusarium solani; Gibberella intricans sinébnimo de Fusarium equiseti;
Microascus brevicaulis sindonimo de Scopulariopsis brevicaulis; Monographella cucumerina sinénimo de Plectosphaerella
cucumerina; Monographella nivalis sinébnimo de Microascus nivale; Trichoderma parceramosum sinénimo de Trichoderma
atroviridae; Trichothecium domesticum sindnimo de Fusarium domesticum.
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En las Figuras 13a-aj se muestran los fenotipos de las cepas pertenecientes a la
clase Sordariomycetes. Las dos especies del género Acremonium, A. antarcticum y A.
chrysogenum tuvieron un micelio blanquecino en los tres medios de cultivo (Figura
13a). Como todos los representantes del género, las tres cepas tuvieron lento
crecimiento lento y evolucionaron de colonias cremosas a filamentosas al prolongar la
incubacién. Las 34 cepas de Fusarium mostraron una amplia variedad de fenotipos,
tanto interespecies como intraespecie (Figura 13b-1). Ademas, se observaron notables
variaciones en el crecimiento en los tres medios de cultivo. En general, el micelio fue
blanco. Los conidios fueron unicelulares, globosos o cilindricos y, mayoritariamente,
agregados en el apéndice de las fidlidas. La Unica cepa identificada como Hypocrea
viridescens, cuyo nombre actualmente aceptado es Trichoderma paraviridescens, tuvo
un fenotipo macroscopico y microscépico que concuerdan mds con los
correspondientes a especies del género Aspergillus (Figura 13l). Por ello, es preciso
determinar si el hongo estaba contaminado o hubo algun error en la identificacion. Las
cuatro cepas identificadas como Trichoderma atroviridae (Figura 13m-n) crecieron
dando lugar a un micelio blanquecino aterciopelado. La cepa de Graphium putredinis
tuvo un escaso crecimiento en AEM y PDA mostrando un micelio blanquecino (Figura
130). De igual forma, las tres cepas adscritas a la especie Scedosporium prolificans
tuvieron un crecimiento muy lento generando escaso micelio verdoso (Figuras 130-p).
Las 13 cepas identificadas como Scopulariopsis brevicaulis mostraron un fenotipo muy
diverso, con micelio blanco o marrén, y verde en algunos casos, dependiendo de la
cepa y el medio de cultivo (Figuras 13g-u). Cuando el micelio fue verde, la preparacion
al microscopio revelod la existencia de conidioforos tipicos del género Aspergillus, por lo
que es preciso determinar la posible contaminaciéon. Las 31 cepas de Gibellulopsis
nigrescens ofrecieron en general un micelio blanquecino (Figuras 13 w-ae), y en las
ocasiones en que fue verde, el andlisis microscépico parecio confirmar la presencia del
contaminante Aspergillus. Las dos cepas de Verticillium dahliae tuvieron un fenotipo
blanquecino similar (Figura 13af). Esto no ocurrié en el caso de Microdochium nivale,
una de cuyas cepas fue blanquecina, mientras que la otra fue marrén (Figura 13ag). Las
diez cepas de Plectosphaerella cucumerina ofrecieron morfotipos coloniales muy

similares, de color blanco a marrén y con aspecto cremoso (Figuras 13ah-j).
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\Acremonium antarcticum 4375 (HM-MESA1-3A-08) DQ825970.1 (99%)

r_f ~

~

= al
\Acremonium chrysogenum 5106 (HM-MES5-1A-08) JX076982.1 (96%)

FRZ i 2 i e
Figura 13a. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Hypocreales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia

(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).




Caracterizacion de hongos implicados en el proceso de compostaje

Fusarium brachygibbosum 4415 (HM-TER1A-1A-19) GQ505450.1 (100%)
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Fusarium delphinoides 4275 (HM-MPR-3A-07) EU926231.1 (99%)
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Fusarium delphinoides 4663 (HM-MESD1-3B-05) EU926231.1 (100%)
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Figura 13b. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Hypocreales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Fusarium delphinoides 4993 (HM-TER3A-3A-05) EU926231.1 (99%)

|
: a) b) c)
Fusarium domesticum 4360 (HM-MESA1-2B-07) JQ434585.1 (96%)
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Figura 13c. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Hypocreales. Para cada especie se

muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Fusarium equiseti 4209 (HM-MPR-1B-07) KC311517.1 (99%)
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Fusarium equiseti 4238 (HM-MPR-2A-18) JQ936153.1 (99%)
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Fusarium equiseti 4284 (HM-MPR-3A-16) JQ936153.1 (100%)
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Figura 13d. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Hypocreales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Fusarium equiseti 4340 (HM-MESA1-1B-13) EU595566.1 (99%)
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Fusarium oxyspofum 4200 (HM-MPR-1A-16) AF322074.1 (100%)
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Figura 13e. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Hypocreales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Fusarium oxysporum 4243 (HM-MPR-2A-23) JX915255.1 (99%)

il a) b) c) d)
Fusarium oxysporum 4267 (HM-MPR-2B-21) JX915255.1 (99%)

- ~a) b) c) d)
Fusarium oxysporum 4283 (HM-MPR-3A-15) JX915255.1 (99%)
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Figura 13f. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Hypocreales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Fusarium oxysporum 4304 (HM-MPR-3B-18) AF322074.1 (99%)
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Fusarium oxysporum 4309 (HM-MESA1-1A-03) JX915255.1 (99%)
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Fusarium oxysporum 4324 (HM-M ESA1-1A-18) AF322074.1 (99%)
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Figura 13g. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Hypocreales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Fusarium oxysporum 4325 (HM-MESA1-1A-19) JX915255.1 (99%)

a)

b)

Q|

Fusarium oxysporum 4326 (HM-MESA1-1A-20) EF495230.1 (99%)
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Fusarium oxysporum 4393 (HM-MESA1-3B-10) JX915255.1 (99%)
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Figura 13h. Fenotipo de ‘especies de la Clése Sordaric;
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Fusarium oxysporum 4470 (HM-TER1A-3A-04) JX915255.1 (99%)
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Figura 13i. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Hypocreales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Fusarium oxysporum 4634 (HM-MESD1-2A-12) JX915255.1 (99%)
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Figdra 13j. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Hypocreales. Para cada especie se

muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia

(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior)
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Fusarium solani 4215 (HM-MPR-1B-13) AM412594.1 (100%)

a) b) c | d)
Fusarium solani 4218 (HM-MPR-1B-16) JX173101.1 (98%)

a) b) c) N d)
Fusarium solani 4242 (HM-MPR-2A-22) FJ719812.1 (99%)
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Figura 13k. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Hypocreales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Fusarium solani 4261 (HM-MPR-2B-15) FJ719812.1 (99%)
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Figura 13l. Fenotipo de especies de la CIase Sordariomycetes Orden Hypocreales. Para cada espeC|e se

muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Trichoderma atroviride 4225 (HM-MPR-2A-05) HM176575.1 (100%)
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Figura 13m. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Hypocreales. Para cada especie se

muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Trichoderma atroviride 4327 (HM-MESA1-1A-21) HM176575.1 (100%)
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Figura 13n. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Hypocreales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior)
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Graphium putredinis 5079 (HM-MESA4-2B-02 ) F1914685.1 (99%)
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IScedosporium prolificans 5036 (HM-MESD3-3A-04) FJ713085.1 (99%)

Figura 130. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Microascales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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IScedosporium prolificans 5089 (HM-MESA4-3A-05) F1713089.1 (99%)
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IScopulariopsis brevicaulis 4216 (HM-MPR-1B-14) KC311514.1 (98%)
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Scopulariopsis brevicaulis 4276 (HM-MPR-3A-08) EU821476.1 (99%)
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Figura 13p. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Microascales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Scopulariopsis brevicaulis 4290 (HM-MPR-3B-04) EU436681.1 (99%)
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Scopulariopsis brevfcaulis 4338 (HM-MESA1-1B-11) EU821476
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Figura 13q. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Microascales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Figura 13r. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Microascales. Para cada especie se

muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia

(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Scopulariopsis brevicaulis 4784 (HM-TER2B-1A-02) KC311514.1 (98%)
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Figura 13s. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Microascales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Scopulariopsis brevicaulis 4984 (HM-TER3A-2B-02) EU436681.1 (98%)
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Scopulariopsis hibérnica 5078 (HM-MESA4-2B-01) FJ946484.1 (98%)

NP
Figura 13t.
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Scopulariopsis hibérnica 5083 (HM-MESA4-2B-06) FJ946484.1 (99%)

muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior)
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Gibellulopsis nigrescens 4191 (HM-MPR-1A-07) HE972037.1 (99%)
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Figura 13v. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Sin Asignar. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Gibellulopsis nigrescens 4232 (HM-MPR-2A-12) (100%)
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Gibellulopsis nigrescens 4279 (

HM-MPR-3A-11)

KC156644.1 (99%)
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Figura 13w. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Sin Asignar. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia

(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior)
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Gibellulopsis nigrescens 4298 (HM-MPR-3B-12) HE972037.1 (100%)
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Gibellulopsis nigrescens 4319 (HM-MESA1-1A-1
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Gibellulopsis nigrescens 4380 (HM-MESA1-3A-13) HE972037.1 (100%)
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Figura 13x. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Sin Asignar. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia

(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Figura 13y. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Sin Asignar. Para cada especie se

muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia

(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Figura 13z. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Sin Asignar. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Gibellulopsis nigrescens 4556 (HM-TER1B-2B-15) HE972037.1 (98%)
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Figura 13aa. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Sin Asignar. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Figura 13ab. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Sin Asignar. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Figura 13ac. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Sin Asignar. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia

(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Figura 13ad. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Sin Asignar. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Gibellulopsis nigrescens 5000 (HM-TER3A-3B-05) HE972037.1 (99%)

Figura 13ae. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Sin Asignar. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).



Caracterizacion de hongos implicados en el proceso de compostaje ENE]

Verticillium dahliae 4430 (HM-TER1A-1B-12) DQ282123.1 (99%)
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Figura 13af. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes Orden Sin Asignar. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Microdochium nivale 4246 (HM-MPR-2A-26) FJ792588.1 (100%)
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Figura 13ag. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes, Orden Xylariales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Plectosphaerella cucumerina 4244 (HM-MPR-2A-24) EU594566.1 (99%)
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Figura 13ah. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes, Orden Xylariales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior)..
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Plectosphaerella cucumerina 4815 (HM-TER2B-3A-06) AB469880.1 (98%)
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Figura 13ai. Fenotipo de especies de la Clase Sordariomycetes, Orden Xylariales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Plectosphaerella cucumerina 4918 (HM-MESA3-1B-12) AB469880.1 (99%)
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muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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4.1.7. Phylum Basidiomycota: Clase Microbotryomycetes

En la clase Microbotryomycetes se identificaron 3 géneros diferentes,
Rhodosporidium, al que pertenecié una cepa, Rhodotorula, con cuatro cepas incluidas
en dos géneros y Sporidiobolus con 1 cepa (Tabla 13a). Todas las cepas pertenecientes
a esta clase fueron mesdfilas y se detectaron en las primeras fases del proceso de

compostaje, estando ausentes en la fase de enfriamiento y maduracion (Tabla 3b).

Tabla 13a. Hongos de la clase Microbotryomycetes-Orden Sporodiobolales identificados*.

Id General | Termofilia | Programa CepaTipo Identidad % ldentidad | Accession No.
4346 0 HM HM-MESA1-2A-01 | Rhodosporidium diobovatum 99 HQ670682.1
4186 0 HM HM-MPR-1A-02 Rhodotorula glutinis 99 AB025993.1
4305 0 HM HM-MPR-3B-20 Rhodotorula glutinis 99 FJ345357.1
4312 0 HM HM-MESA1-1A-06 | Rhodotorula glutinis 99 FJ345357.1
4523 1 HM HM-TER1B-2A-02 | Rhodotorula mucilaginosa 100 DQ386306.1
4443 1 HM HM-TER1A-2A-03 | Sporidiobolus ruineniae 96 EU547494.2

*Notas: Id General, nimero de identificacion de la cepa; Termofilia: 0 mesdfilo, 1 termotolerante mesdfilo, 2 termotolerante
termofilo, 3 termdfilo; Programa, programa de aislamiento, HM-hongos mesofilos, HT-hongos termdfilos; Cepa tipo, nomenclatura
de la primera cepa aislada en el proceso (ver Material y Métodos, apartado 3.1); Identidad, especie o género con el que la
secuencia de la cepa es mas similar; % Identidad, las cepas cuya secuencia tiene una homologia (% Identidad) con la depositada en
el Genbank NCBI inferior al 95% pueden ser catalogadas sélo a nivel de género; No. Acceso , nimero de acceso en el GenBank
NCBI de la secuencia con la que se obtuvo la homologia de cada cepa.

Tabla 13b. Abundancia de las especies de la clase Microbotryomycetes-Orden Sporodiobolales
durante el compostaje*

MUESTREO
Identidad 1 2 3 4 5 6 (7|/8|9|10|11 |12 |13 (14 |15|16 |17 |18 | 19
Rhodosporidium diobovatum 1,0 25 | 1,4 | 1,0
Rhodotorula glutinis 28 | 05 | 21
Rhodotorula mucilaginosa 0,2
Sporidiobolus ruineniae 0,3 1,0

*Notas: Se indica la abundancia como el porcentaje respecto al recuento total de hongos. Muestreos realizados durante el
proceso de compostaje (ver Material y Métodos, Tabla 5).

En las Figuras 14a y b se muestran los fenotipos macro y microscopicos de las
cepas pertenecientes a esta clase. Todas las cepas, excepto Rhodotorula glutinis 4305
(Figura 14a), tuvieron crecimiento levaduriforme tras 7 dias de cultivo en los tres
medios ensayados. En todos los casos produjeron colonias mas o menos mucosas de
color naranja, debido a un pigmento que estos microorganismos producen para
protegerse de las radiaciones ultravioleta. La observacidn microscépica confirmé, en
estos casos, la ausencia de hifas tipica de levaduras. Cabe mencionar que cuando se
prolongd el tiempo de incubacidon de estos microorganismos desarrollaron micelio

similar al detectado en R. glutinis 4305.
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Rhodosporidium diobovatum 4346 (HM-MESA1-2A-01) HQ670682.1 (99%)
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Figura 14a. Fenotipo de especies de la Clase Microbotryomycetes Orden Sporidiobolales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la
colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Figura 14b. Fenotipo de especies de la Clase Microbotryomycetes Orden Sporidiobolales. Para cada
especie se muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la
colonia (fila superior); y preparaciones al microscopio éptico (40x) (fila inferior).




Caracterizacion de hongos implicados en el proceso de compostaje PN/
4.1.8. Phylum Basidiomycota: Clase Tremellomycetes
Cinco cepas pertenecieron a tres géneros incluidos en la clase

Tremellomycetes, Cryptococcus (3 cepas de tres especies diferentes C. albidus, C.
flavescens y C. magnus), Kwoniella (1 cepa) y Trichosporon (1 cepa) (Tabla 14a). Todas
las cepas fueron mesoéfilas y, al igual que las cepas pertenecientes a la otra clase del
phylum Basidiomycota, sélo aparecieron en las primeras fases del proceso de

compostaje (Tabla 14b).

Tabla 14a. Hongos de la clase Tremellomycetes-orden Tremellales identificados*.

Id General Ter Programa CepaTipo Identidad % Identidad Accession No.
4356 0 HM HM-MESA1-2B-03 Cryptococcus albidus 99 KC295595.1
4371 0 HM HM-MESA1-3A-04 Cryptococcus flavescens 100 FN428902.1
4189 0 HM HM-MPR-1A-05 Cryptococcus magnus 99 JQ425371.1
4370 0 HM HM-MESA1-3A-03 Kwoniella mangrovienis 99 EF174042.1
4387 0 HM HM-MESA1-3B-04 Trichosporon dermatis 99 KC254108.1

*Notas: Id General, nimero de identificacion de la cepa; Termofilia: 0 mesdfilo, 1 termotolerante mesdfilo, 2 termotolerante
termofilo, 3 termdfilo; Programa, programa de aislamiento, HM-hongos mesofilos, HT-hongos termdfilos; Cepa tipo, nomenclatura
de la primera cepa aislada en el proceso (ver Material y Métodos, apartado 3.1); Identidad, especie o género con el que la
secuencia de la cepa es mas similar; % Identidad, las cepas cuya secuencia tiene una homologia (% Identidad) con la depositada en
el Genbank NCBI inferior al 95% pueden ser catalogadas sélo a nivel de género; No. Acceso , nimero de acceso en el GenBank
NCBI de la secuencia con la que se obtuvo la homologia de cada cepa.

Tabla 14b. Abundancia de las especies de la clase Tremellomycetes-orden Tremellales durante
el compostaje*

MUESTREO

Identidad 5 6 |7|8(9|10 11|12 |13 |14 15|16 |17 |18 | 19

Cryptococcus albidus 1,0

Cryptococcus laurentii 0,2

Cryptococcus magnus

Kwoniella mangrovensis

Trichosporon dermatis

*Notas: Se indica la abundancia como el porcentaje respecto al recuento total de hongos. Muestreos realizados durante el
proceso de compostaje (ver Material y Métodos, Tabla 5).

Estos microorganismos, al igual que los otros representantes del phylum
previamente descritos (Figuras 15a y b), presentaron crecimiento de levadura con
colonias de color blanquecino en todos los medios, consistencia cremosa y
preparaciones al microscopio en las que se observaban las células aisladas. Ademas, tal
y como ocurria en el caso anterior, los cultivos de algunas de estas cepas
evolucionaban hacia crecimiento micelial al prolongar la incubacién. Las fases iniciales

de dicho crecimiento se pueden observar en Trichosporon dermatis 4387 (Figura 15b).
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Figura 15a. Fenotipo de especies de la Clase Tremellomycetes, Orden Tremellales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).
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Kwoniella mangrovienis 4370 (HM-MESA1-3A-03) EF174042.1 (99%)
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Figura 15b. Fenotipo de especies de la Clase Tremellomycetes, Orden Tremellales. Para cada especie se
muestran morfotipos coloniales en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia
(fila superior); y preparaciones al microscopio dptico (40x) (fila inferior).

4.1.9. Hongos no identificados

Ochos cepas no pudieron ser identificadas debido a que no se logré amplificar o
secuencias la regidén ITS. Las caracteristicas de estas cepas y su abundancia durante el
compostaje se muestran en las Tablas 15a y b, respectivamente. Todas ellas fueron
mesofilas y su presencia durante el compostaje fue variable dependiendo de la cepa.
Asi, la cepas 7 y 8 sélo se detectaron en un muestreo, mientras que las cepas 2 y 4 se
encontraron en cinco muestreos con distinta distribucién cada una. La cepa 1 se

detectd en dos muestreos y el resto de cepas fueron encontradas en dos muestreos.
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Tabla 15a. Hongos no identificados®.

130

Id General Ter Programa CepaTipo Identidad
4193 0 HM HM-MPR-1A-09 NO IDENTIFICADA 1
4199 0 HM HM-MPR-1A-15 NO IDENTIFICADA 2
4294 1 HM HM-MPR-3B-08 NO IDENTIFICADA 3
4297 0 HM HM-MPR-3B-11 NO IDENTIFICADA 4
4303 0 HM HM-MPR-3B-17 NO IDENTIFICADA 5
4473 0 HM HM-TER1A-3A-07 NO IDENTIFICADA 6
4482 0 HM HM-TER1A-3B-08 NO IDENTIFICADA 7
4550 0 HM HM-TER1B-2B-09 NO IDENTIFICADA 8

*Notas: Id General, nimero de identificacion de la cepa; Termofilia: 0 mesdfilo, 1 termotolerante mesdfilo, 2 termotolerante
termofilo, 3 termdfilo; Programa, programa de aislamiento, HM-hongos mesdfilos, HT-hongos termdfilos; Cepa tipo, nomenclatura
de la primera cepa aislada en el proceso (ver Material y Métodos, apartado 3.1).

Tabla 15b. Abundancia de las especies no identificadas durante el compostaje*

MUESTREO

Identidad

2

13

14

15 | 16 | 17 | 18

19

No identificado 1

0,6

0,5

8 9 10 | 11 | 12
0,3

No identificado 2

0,2

0,5

0,5

0,8

No identificado 3

0,4

0,3

No identificado 4

0,4

0,5

0,2

0,7

0,3

No identificado 5

0,2

No identificado 6

0,3

0,5

No identificado 7

0,3

No identificado 8

0,5

*Notas: Se indica la abundancia como el porcentaje respecto al recuento total de hongos. Muestreos realizados durante el
proceso de compostaje (ver Material y Métodos, Tabla 5).

Los fenotipos macro y microscépicos de estas cepas no identificadas se

muestran en las Figuras 16a-c.

Las cepas 1y 2 parecen compartir fenotipo, ambas tienen micelio blanco en los

tres medios y similar aspecto de hifas. La identificacion molecular de estos aislados

probablemente revelard que pertenecen a la misma especie. De igual forma, la cepa 3,

5, 6 y 7 también comparten caracteristicas morfoldgicas.
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Figura 16a. Fenotipo de especies no identificadas. Para cada especie se muestran morfotipos coloniales
en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al
microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Figura 16b. Fenotipo de especies no Identificadas. Para cada especie se muestran morfotipos coloniales
en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al
microscopio éptico (40x) (fila inferior).
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Figura 16¢. Fenotipo de especies no Identificadas. Para cada especie se muestran morfotipos coloniales
en AEM, PDA y RB (izquierda a derecha) y detalle macro de la colonia (fila superior); y preparaciones al
microscopio optico (40x) (fila inferior).

4.2. Comparativa con hongos aislados de otros habitats

Los hongos obtenidos en el compostaje descrito en este trabajo fueron
comparados con los detectados en otros trabajos en los que se emplean materias
primas, técnicas de compostaje, escala, localizacién geografica o método de estudio

diferentes (Tabla 16a y b),
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Tabla 16a. Caracteristicas de los compostajes realizados en los trabajos empleados para el
estudio comparativo (El significado de las variables se muestra en Tabla 16b).

1. Este trabajo RV VA p sP c
2. Cahyani et al., 2004 RV v P J M
3. deGannes et al., 2013 RV TR P TT M
4. Dehghani et al., 2012 FORM Vv P IR C
5. Hultman et al., 2010 FORM TR I FIN M
6. Langarica-Fuentes et al., 2010 FORM ST | UK M
7. Ryckeboer et al., 2003b RV R L B C
8. Anastasi et al., 2005 RV Y I IT C
8. Anastasi et al., 2005 RA VC I IT C

Tabla 16b. Significado de las variables de los articulos utilizados en el estudio.

Material
RV Mezcla constituida principalmente por residuos vegetales
RA Mezcla constituida principalmente por residuos animales (excrementos)
FORM Mezcla constituida principalmente por fraccion organica de residuos
municipales
Técnica
R Reactor
ST Pilas estaticas
TR Tambor rotatorio
Vv Pilas volteadas
VA Pilas volteadas con aireacion forzada
VC Vermicompostaje
Escala
| Industrial
L Laboratorio
P Piloto
Localizacion
B Bélgica
FIN Finlandia
IN India
IR Irdn
IT Italia
J Japén
SP Espafia
T Trinidad Tobago
UK Reino Unido
Método
C Técnicas cultivares (los microorganismos son cultivados)
M Técnicas independientes de cultivo o moleculares
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Los principales phyla representados entre los hongos implicados en el
compostaje en todos los trabajos, al igual que en el que se presenta en este TFM, son
Ascomycota y Basidiomycota, pero a diferencia de lo que ocurre aqui, en otros casos
se han encontrado también hongos pertenecientes al phylum Zygomycota, y del
phylum Oomycota adscrito al reino Chromista (Roskov et al., 2015). El inventario de los
hongos detectados en este trabajo, junto con los deswcritos en los ocho articulos
consultados dio como resultado una lista de 166 géneros diferentes asociados al
compostaje. Entre ellos los representantes del phylum Ascomycota fueron
mayoritarios constituyendo mas del 80% de los géneros detectados en los trabajos
(Figura 17). La clase Sordariomycetes, perteneciente a dicho phylum, fue la mas
ampliamente representada, seguida de Eurotiomycetes y Dothideomycetes (Figura
18). Los microorganismos incluidos en la clase Saccharomycetes, que incluye muchos
de los hongos unicelulares conocidos como levaduras, también han sido descritos en
varios de los trabajos contribuyendo en gran medida al total de eucariotas detectados
en el proceso de compostaje. Los microorganismos eucariotas (hongos y chromistas)

incluyeron géneros pertenecientes a 14 clases diferentes (Figura 14).

Zygomycota Oomycota
5.7% W 0.6%

Figura 17. Distribucion por phyla de los géneros fungicos descritos en los trabajos
analizados.
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Glomeromycetes
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Microbotryomycetes,. yeetes Lecanoromycetes Orbiliomycetes
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Tremellomycetes : » T
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Leotiomycetes
3,9%

Agaricomycetes -
5,4% f

Figura 18. Distribucién por clases de los géneros flngicos descritos en los trabajos
analizados. NA. No asignado.

Los microorganismos eucariotas se clasificaron de acuerdo a su frecuencia de
deteccidon en los 9 trabajos analizados. Los géneros que se detectaron en mas de la
mitad de los articulos, 4 o mas articulos, se catalogaron como comunes o abundantes;
los géneros detectados en 2 o 3, como medianamente comunes; y los descritos en un
solo trabajo como especificos. Los microorganismos mas frecuentemente descritos en
los trabajos analizados pertenecieron a 21 géneros (Figura 19). Entre ellos destaca
Aspergillus, que se detecta en todos los trabajos analizados. Adicionalmente, merecen
mencién especial los hongos Acremonium, Cladosporium, Thermomyces, Penicillium,
Alternaria y Fusarium por su presencia en muchos procesos. Un total de 61 géneros se

incluyen en 2 a 3 articulos y los 84 restantes sélo aparecen en un articulo.

En la Figura 16 se muestra la frecuencia de distribucion de los géneros
microbianos eucariotas organizados por clases en los nueve articulos evaluados. En
este caso destacan por su mayor diversidad los procesos desarrollados por Anastasi et
al., 2005 (2 y 3) y deGannes et al., 2013 (5). En el primer caso se realizd un estudio
exhaustivo de la microbiota fungica cultivable en dos procesos diferentes de
compostaje (2) y vermicompostaje (3) y dieron similares resultados a los expuestos en
este trabajo (1). En el segundo trabajo se utilizaron técnicas de identificacion

independientes de cultivo y la diversidad encontrada fue mayor.
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Figura 19. Géneros fingicos mas frecuentemente detectados en los trabajos analizados.
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Figura 20. Frecuencia de distribucién de los géneros fuingicos por Clases en los 9 articulos
analizados. 1. Este trabajo; 2. Anastasi et al., 2005; 3. Anastasi et al,, 2005; 4. Cahyani et al,,
2004; 5. deGannes et al, 2013; 6. Dehghani et al., 2012; 7. Hultman et al, 2010; 8.
Langarica-Fuentes et al.,, 2010; 9. Ryckeboer et al., 2003.
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5. Conclusiones

El andlisis de los resultados obtenidos en este trabajo permitié obtener las siguientes

conclusiones:

1. El proceso de compostaje de residuos vegetales presenta una elevada
diversidad fungica.

2. Es preciso disponer de un catdlogo de fenotipos macro y microscdpicos de las
cepas aisladas del proceso de compostaje de residuos vegetales para su
correcto mantenimiento.

3. Los hongos del compostaje de residuos vegetales pertenecen mayoritariamente
al phylum Ascomycota y los géneros mas comunes son Aspergillus, Fusarium y
Gibellulopsis.

4. La diversidad fungica del proceso de compostaje de residuos vegetales es
similar a la descrita en procesos que utilizan otros materiales, técnicas de
compostaje, escala o localizacion geografica y que emplean métodos de

deteccion que implican cultivo.
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