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diferentes tratamientos aplicados al suelo y el testigo. Valores expresados en porcentaje (%).108

Tabla 14. Variacidn de la presencia de Pythium durante y al finalizar el ciclo de cultivo para los
diferentes métodos de biodesinfeccion de suelo y el testigo. Valores expresados en porcentaje (%)
durante el ciclo de cultivo: 28, 70; asi como al finalizar: 117 en dias después del trasplante
(D.D.T.). Testigo: testigo sin materia organica; Solarizacidn: testigo sin materia organica +
solarizacidn; Biofumigacidn: con materia organica (Biofence® + Brassicas); Biosolarizacidn: con

materia organica (Biofence® + Brassicas) + solarizacion. .........ccccoccvveeieeiieeeccciiee et 110
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1. INTERES Y OBJETIVOS

1.1. Introduccion

1.1.1. Importancia econémica del sector horticola en Almeria.

En la provincia de Almeria se encuentra la mayor zona de produccion horticola protegida de
Espafia y la mayor concentracién de invernaderos a escala mundial. Almeria representa un 53% del
total de la superficie bajo plastico en Espafia (Pérez et al., 2002).

Un hecho diferencial de Almeria es la gran incidencia que tiene la agricultura sobre el conjunto
de la economia provincial hasta el punto que, durante afios, la evolucién de la renta y el empleo
provincial ha estado determinada por la marcha de la campafia horticola. Hablar de agricultura en la
provincia de Almeria, es hablar de la produccidén horticola en cultivos intensivos, lo que
popularmente se conoce como los invernaderos, ya que, la mayoria de la produccién final agraria la
aporta este tipo de produccién (Cajamar, 2004). Ademds, la produccion final agricola de Almeria
representa un 27% y un 6% de la produccion final agricola en Andalucia y Espafia respectivamente, y
supone un 19% del PIB provincial y un 28% del empleo total de la provincia.

La superficie invernada alcanzé en Almeria, para la campafia 2012-2013 las 30.116 hectdreas,
rompiendo con la tendencia a la baja que se arrastraba desde 2006, segln la encuesta de superficies
y rendimientos de cultivos (ESYRCE) publicada por el Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente (MAGRAMA). En este sentido, la superficie de hortalizas se ha incrementado un 11%
respecto al periodo 2011/2012, sumando dos campafias de crecimiento consecutivo. De hecho, la
campafia 2012/2013 marca un nuevo récord productivo superando en un 2% los resultados del

periodo precedente.
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Figura 1. Evolucion de la produccion horticola (1975-2012) en toneladas. Estimacion realizada a partir de
datos facilitados por CAP,SOIVRE, DGA y datos aportados por empresas comercializadoras del sector
(Cajamar, 2013).
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La situacidon econdmica por la que atraviesa Espafa desde 2006, promovié el crecimiento de las
exportaciones horticolas registrando cifras mdaximas por segundo afio consecutivo. No obstante, a
pesar del incremento en el volumen de ventas, este ha sido moderado, del 0,5 %, datos publicados

por la Secretaria General de Aduanas (Septiembre de 2012 hasta Junio 2013).
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Figura 2. Exportaciones sobre produccion horticola total en porcentaje. Estimacién realizada a partir de datos
facilitados por CAP, SOIVRE, DGA y datos aportados por empresas comercializadoras del sector. (Cajamar,
2012).

El valor exportado durante la campafia de frutas y hortalizas ascendié a 1.984,6 millones de
euros, lo que representa un crecimiento del 11,5% con respecto a la anterior campafa. Nuevamente
el tomate ha sido el principal producto de exportacion. Asimismo, todos los productos principales
registraron avances significativos en el ejercicio, con la col china, la sandia y la judia verde
protagonizando los incrementos mas sefialados. Alemania, Francia, Holanda y Reino Unido son los
principales destinatarios de nuestros productos, representando conjuntamente mas del 68 % del

volumen total exportado.

1.2. Interés

La comarca del Poniente, en la Provincia de Almeria, es el mayor exponente europeo, y
probablemente mundial, de la agricultura intensiva bajo plastico. El desarrollo sin precedentes de
esta actividad agricola la ha convertido, en la actualidad, en el principal pilar de la economia de la
provincia. Considerando este modelo de produccidn horticola intensiva, el arenado se ha convertido
en una técnica por excelencia en Almeria ya que proporciona una serie de ventajas y cualidades que
permitié potenciar el desarrollo horticola a favor de una climatologia benigna y de la superaciéon de

algunos factores limitantes, como la cantidad de agua, la calidad de las aguas para riego, asi como la
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salinidad de los suelos entre otros (Bretones, 2003). El arenado tradicional se caracteriza por
presentar un perfil artificial formado sobre el suelo original y estd constituido por un horizonte

permeable de suelo de cafiada, un horizonte nutritivo de estiércol y un horizonte protector de arena.

A pesar de los grandes beneficios econémicos obtenidos, también se han producido problemas
ambientales, que requieren ser analizados con el objeto de disefiar y establecer técnicas que
permitan corregirlos y avanzar hacia un desarrollo sustentable de esta actividad. Por lo que, en
horticultura se estd planteando la necesidad de introducir nuevos modelos de produccidon que sean

mas respetuosos con el medio ambiente y seguros desde el punto de vista agroalimentario.

Al respecto, la desinfeccidn del terreno se ha convertido en una practica cada vez mas habitual
en cultivos intensivos bajo pldstico, donde los métodos de desinfeccion cominmente empleados han
consistido, principalmente, en a la aplicacion de fumigantes quimicos, los cuales han mostrado
numerosos efectos perjudiciales sobre el ambiente y la salud (Abu-Amrieh et al., 1999). En este
sentido, y ante la prohibicidn del uso y retirada del mercado de las materias activas mds empleadas y
las que mejores resultados reportaban, surgen las técnicas de biofumigacion y biosolarizacién, ambas
consideradas técnicas de biodesinfeccidn, basadas principalmente en los mismos principios que los
fumigantes convencionales, sdlo que, los gases y liquidos generados proceden de la descomposicion
de la materia organica. Asi, estas técnicas de biodesinfeccién permiten el control de enfermedades
provocadas por microorganismos tellricos y de microorganismos implicados en la fatiga del suelo
(Lacasa et al., 1999, 2002; Fernandez et al., 2004; Martinez et al., 2004), provocando un efecto
mejorador de los microorganismos beneficiosos habitantes del suelo y de aquellos que se
encuentran en la propia materia organica, no conociéndose hasta el momento, efectos ambientales
negativos (Bello, 1998; Dalal, 1998; De Cara et al., 2004). Garbeva et al. (2004) concluyen que es la
planta la que tiene asociados determinados géneros de hongos, que se repiten una y otra vez,
independiente del tratamiento efectuado y que siempre aparecen para unos suelos de similares
caracteristicas, mientras que Subba Rao (1999) refirié que las practicas culturales son las que influyen
en la naturaleza y composicidn de las especies fungicas. Ademas, diversos autores (Guerrero et al.,
2003; Martinez et al., 2009) concluyen un mayor desarrollo de las plantas si la biofumigacion se
realiza con solarizaciéon, mientras que Lacasa et al. (1999) y Guerrero et al. (2004) observaron
producciones analogas a las obtenidas tras la desinfeccion de suelos con bromuro de metilo, la
materia activa mas empleada hasta el afio 2005, afio en que fue prohibida, y referencia para las
nuevas alternativas. Este aumento de produccidn podria estar intimamente ligado al aumento de la

microbiota beneficiosa y no patdgena.
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1.3. Objetivos

La revisién bibliografica anterior ha servido para justificar el objetivo general de este trabajo que
consiste en evaluar el comportamiento de la diversidad y densidad de la microbiota edafica durante
un ciclo de cultivo de sandia, en un suelo arenado, tras la aplicacion de diversas materias orgdanicas
mediante las técnicas de biofumigacidn y biosolarizacion y precedido de un ciclo corto de tomate.

Para conseguir este fin, se han abordado los siguientes objetivos especificos:

1. Cuantificacion e identificacién de la microbiota fingica.
2. Cuantificacion de la microbiota bacteriana.

3. Evaluacion de la presencia de oomicetos.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Morfologia de los 6rganos vegetativos y reproductivos de la planta de

sandia.

El nombre cientifico de la sandia es Citrullus Lanatus Thumb. Pertenece a la familia de las
cucurbitaceas, la cual agrupa aproximadamente unos 90 géneros y entre unas 700 y 760 especies
entre las que se encuentran calabazas, melones, pepinos y calabacines entre otros. Tipo fanerégamas,

Subtipo angiospermas, Subclase metaclamideas gamopétalas.

2.1.1. Planta

Se trata de una planta anual de desarrollo rastrero. El inicio del desarrollo aéreo de la planta se
produce con un solo brote (brote principal), no emergiendo otros brotes hasta que existen 5-8 hojas
bien desarrolladas. Una vez completado el primer desarrollo de la planta, se inician las brotaciones
de segundo orden en las axilas de las hojas (nudos del tallo) del brote principal. De estos brotes de
segundo orden (secundarios), emergen brotes terciarios y asi sucesivamente hasta que se conforma

la planta cuyo desarrollo vegetativo llega a cubrir 4-5 m?.

Figura 3. Detalle del cultivo de sandia y divisiones de las parcelas.
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2.1.2. Raiz

La raiz de la sandia es ramificada; la raiz principal se ramifica en raices primarias y éstas, a su
vez, vuelven a subdividirse. La raiz principal alcanza un gran desarrollo en relaciéon con las raices
secundarias, a su vez, puede adquirir una gran profundidad, aunque el resto de las raices se

distribuyen superficialmente de modo amplio (Maroto, 1996).

Actualmente éste érgano carece de importancia, debido a que alrededor del 95% de la sandia
gue se cultiva en la provincia de Almeria es injertada sobre patron de C.maxima x C. moschata.
(Camacho, 2003). Estos patrones son totalmente afines con la sandia. Confieren a la parte aérea gran
vigor, presentando un desarrollo radicular muy potente con raices de gran tamafio bien siberificadas

(Camacho 1998).

Este hibrido se introdujo en la provincia de Almeria a mediados de los 80 para resolver los
problemas de fusariosis (agente causal Fusarium oxysporum f. sp. niveum), tras comprobar que la
introduccion de genes de resistencia a esta enfermedad en algunas variedades comerciales no
aseguraba una produccidn normal en suelos contaminados. Adicionalmente, dicho patrén ofrece

resistencia a Verticilium y tolerancia a Pythium y Nematodos.

2.1.3. Tallo

Los tallos de la sandia son herbaceos, de color verde, recubiertos de pilosidad, trepadores y
largos. Poseen una forma cilindrica, asurcado longitudinalmente y muy piloso, con pelos inclinados
cortos y finos, que relucen. Por su débil consistencia se extienden por el suelo de modo rastrero
llegando a tener longitudes de 4-6 metros. Poseen zarcillos que pueden ser bifidos o trifidos (segun

este hendido en dos o tres partes) (Camacho y Fernandez, 2000).

2.1.4. Hojas

Las hojas son pinnado-partidas y estan divididas en 3-5 Iébulos de apariencia redondeada, que a
su vez aparecen divididos en varios segmentos redondeados, presentando entalladuras profundas sin
llegar a la nerviacidn principal. El nervio principal se ramifica en nervios secundarios que se
subdividen para dirigirse a los ultimos segmentos de la hoja, imitando la palma de la mano. El haz de
la hoja tiene apariencia lisa, mientras que el envés presenta aspecto dspero y esta recubierto de

pilosidades (Reche, 1994).




CUANTIFICACION DE LA MICROBIOTA FUNGICA Y BACTERIANA EN EL SUELO

ARENADO DE UN CULTIVO BAJO PLASTICO EN ALMERIA

2.1.5. Flores

Es planta monoica (ambos sexos se presentan en la misma planta), apareciendo las flores
solitarias tanto masculinas como femeninas en las axilas de las hojas. La diferenciacion de la flor por
sexo es sencilla, ya que la flor femenina posee un ovario infero que se ve a simple vista (fruto
incipiente). El caliz es de color verde, con sépalos libres y la corola formada por cinco pétalos de color
amarillo, atrayendo a los insectos por su color, aroma y néctar (flores entomdgamas), de forma que

la polinizacién es entomofila.

Existen dos tipos de flores: masculinas o estaminadas y femeninas o pistiladas, coexistiendo los
dos sexos en una misma planta, pero en flores distintas (flores unisexuales). Las flores masculinas
disponen de 8 estambres que forman 4 grupos soldados por sus filamentos. Las flores femeninas
poseen estambres rudimentarios y un ovario infero velloso y ovoide que se asemeja en su primer
estadio a una sandia del tamafo de un hueso de aceituna (fruto incipiente), por lo que resulta facil
diferenciar entre flores masculinas y femeninas. Estas ultimas aparecen tanto en el brote principal
como en los secundarios y terciarios, con la primera flor en la axila de la séptima a la décimo primera
hoja del brote principal. Existe una correlacion entre el nimero de tubos polinicos germinados y el

tamarnio del fruto (Maroto, 1996).

2.1.6. Fruto

El fruto de la sandia es una baya grande, globosa con placenta carnosa y epicarpio quebradizo,
generalmente liso, de color, forma y tamafio variable y que puede llegar a los veinte kilogramos de
peso. No obstante, los tamafos mas frecuentes oscilan entre 6-8 kg. En su interior se encuentran
gran numero de semillas y un porcentaje de agua entre el 90 y 95%. El color de la corteza es variable,
puede ser uniforme, verde oscuro, verde claro o amarillo o bien a franjas de colores amarillento,
grisaceo, verde claro sobre fondos de diversas tonalidades verdes. La pulpa de color rojo, rosado o
amarillo lleva en su interior las semillas de tamafio variable dependiendo del cultivar (cv) y de color

variable, negras, marrén o blancas.
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Figura 4. Detalle del fruto del cultivo de Sandia cv. Crisby

2.2. Técnicas de Desinfeccion de Suelos

Las técnicas de desinfeccion en horticultura intensiva representa una practica crucial para
combatir, no sélo a los patégenos de las plantas causantes de la mayoria de las pérdidas econdmicas
ocasionadas en algunos cultivos, sino también malas hierbas y plagas de artrépodos, permitiendo
mantener los altos niveles de productividad (Gullino, 2000). En Espafia, las técnicas de desinfeccion
de suelos adquieren una gran importancia en relacion a la superficie de cultivos bajo invernadero
(Tello, 1998) ya que el control de los patdégenos teluricos, en produccidn intensiva, resulta una tarea
complicada porque aunque entre las distintas estrategias de control se encuentran las de rotacion y
uso de variedades resistentes, ambas son de dificil aplicacion debido a la intensidad de cultivo asi

como a la falta de cultivares resistentes a varios patégenos (Didanez, 2005).

En general, las prdcticas agricolas intensivas inducen a la repeticidon de cultivos en un mismo
suelo por lo que resulta frecuente que se presenten problemas de acumulacién excesiva de hongos

patdgenos en el suelo que hacen peligrar la viabilidad de los cultivos.

Por todo ello, la desinfeccidn de suelos permanece como una practica esencial en la horticultura
intensiva, para resolver los problemas asociados a la presencia de patégenos, fendmenos de fatiga

de suelos y sustratos (Maroto, 1990; Gullino, 2000; Dianez, 2005).

Las técnicas de desinfeccidn de suelos se pueden clasificar en quimicas y no quimicas existiendo
la posibilidad de combinarlas con la finalidad de mejorar los efectos beneficiosos que estas ofrecen.
Entre las técnicas empleadas, la desinfeccién con fumigantes quimicos y el uso de calor tanto seco

como humedo, incluyendo el aprovechamiento de la radicaciéon solar o las desinfecciones con vapor




CUANTIFICACION DE LA MICROBIOTA FUNGICA Y BACTERIANA EN EL SUELO

ARENADO DE UN CULTIVO BAJO PLASTICO EN ALMERIA

de agua, son las practicas de control mas difundidas, tanto en cultivos horticolas como en

ornamentales (Didnez, 2005).

Estas practicas, son eficaces, cuando se realizan de forma adecuada, permitiendo la eliminacion
parcial o total de los patédgenos del medio hasta unos 35 cm de profundidad (Martinez et al.,
2009).Un ejemplo de ello lo aporta el estudio realizado por Greco et al., (1990) donde consiguid
controlar Heterodera carotae en zanahoria a 35 cm de profundidad en lugar de a 20 cm e
incrementar su produccidon, combinando 100l-ha-1 de 1.3-Dicloropropeno y un periodo de
solarizacidon entre 4-8 semanas. Segun diversos autores, la desinfeccidon del suelo crea un vacio
biolégico después de la desaparicidon casi total de la microbiota presente, que permite la rapida
recolonizacién de los fitopatdégenos supervivientes o de otros introducidos accidentalmente
(Pyrowolakis et al., 2002; Weller et al., 2002; Westphal y Becker 2001; Westphal y Xing, 2011). Sin
embargo, numerosos estudios han demostrado que el hecho de tratar el suelo mediante
desinfecciones provoca la proliferacion de otra parte de la poblacion microbiolégica edafica

(Martinez et al., 2009) como es el caso de bacterias anaerdbicas (Mowlick et al., 2013).

2.2.1. Desinfecciones Quimicas de Suelo

Ademas de por la sencillez de su aplicacién, la desinfeccion quimica de los suelos se caracteriza
por su elevada eficacia insecticida, nematicida, fungicida y herbicida (Barres, 2006). La toxicidad de
los productos para tratamientos de suelos es un factor que aconseja limitar su utilizacion (Cenis,
1991). Barres (2006) afirma que a la hora de seleccionar este tipo de desinfeccidn, conviene conocer
el alcance medioambiental de los efectos de su aplicacidn asi como de la evaporacién y degradacién
de los productos quimicos, de la formacidon de metabdlitos, de su capacidad de percolacién y de su

posible traslocacién en las plantas.

El fundamento de la desinfeccién de suelos empleando productos quimicos estd basado en la
capacidad que tienen dichos productos de pasar a estado gaseoso en el momento de ser liberados.
Una vez liberados es necesario impedir el escape de dichos gases al medio ambiente reteniéndolos

durante el tiempo necesario para que resulte eficaz su utilizacién.

Junto al Bromuro de metilo, los métodos quimicos de desinfeccion mas utilizados han sido: la
cloropicrina (PIC), el 1-3 dicloropropeno y los productos generadores de isotiocianato de metilo entre

los que se encuentran el metam-sodio y el dazomet.
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Bromuro de Metilo y su problematica ambiental

El bromuro de metilo (CH3;Br) es un fumigante empleado a nivel mundial en la agricultura
durante los ultimos 50 afios para el control de insectos, nematodos, patégenos y algunas semillas de
malas hierbas (Bell, 1996; Katan, 2005). Al igual que muchos otros fumigantes, poseen riesgos para la
salud humana (Abu Amreih, 1999; Burgess et al, 2000; Calvert, 1998) y el medio ambiente,

incluyendo la microbiota del suelo (Pelagatti et al., 1998).

Desde hace tiempo, el empleo de fumigantes en el suelo ha sido considerado potencialmente
dafiino para el medio ambiente y, como consecuencia, se han impuesto muchas restricciones para la
regulacién o reduccidn de su uso. Un gran nimero de los fumigantes actualmente disponibles estan
estrictamente regulados y, de hecho, algunos de los mas efectivos han quedado totalmente

prohibidos debido a su dafio medioambiental (Gullino et al., 2003).

Una vez, el bromuro de metilo se descompone por radiaciones solares, se libera a la atmosfera
un radical bromo que atrae uno de los &tomos de oxigeno fuera del ozono para formar mondxido de
bromo y oxigeno molecular. Tras una serie de complejas reacciones, el bromo se libera para destruir
otra molécula de ozono. Ohr (1996) confirma que de la cantidad total de producto aplicado al suelo
aproximadamente un 87% se pierde en la atmdsfera en tan solo 7 dias vy, al alcanza la estratosfera
donde sufre una foto-oxidacién, liberando d4tomos de bromo que son responsables de la reduccién
total de ozono. Debido a este efecto, segun el protocolo de Montreal en 1992, se planteé la retirada
del Bromuro de Metilo. El Protocolo de Montreal es un tratado medioambiental que fue firmado en
el marco de las Naciones Unidas, siendo la base legal para la proteccidn de la capa de ozono

estratosférico.

Desde la incorporacién de la desinfeccion de suelo al sistema de cultivo, han sido multiples los
trabajos que recogen informacién sobre alternativas al BM. El Comité de Opciones Técnicas al
Bromuro de Metilo (MBTOC), define una “alternativa” como aquellos tratamientos o procedimientos
guimicos y no quimicos que son técnicamente viables para el control de organismos patdgenos
permitiendo la eliminacién del uso del BM vy establece diferencias entre las consideradas
“alternativas existentes” y “alternativas potenciales”. Las primeras se corresponden con las que se
estan aplicando o se han aplicado en alguna regidon concreta mientras que las Ultimas estdn en
proceso de investigacion o desarrollo (Bello y Diez Rojo, 2004). Esta alternativas, a su vez, se
clasifican (Tabla 1) en tres grupos; alternativas quimicas, alternativas no quimicas y alternativas de

control integrado (Rodriguez-Kabana, 1998; Tello y Bello, 2002).
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Tabla 1. Alternativas al bromuro de metilo y su empleo en Espafia (Fuente: Bello, 2004; Tello y

Bello, 2002).

Alternativas

Cultivos donde son eficaces

Alternativas quimicas
1,3 Dicloropropeno
Metam Sodio

Dazomet

Combinaciones
Alternativas no quimicas
Rotacidn de cultivos
Enmiendas orgdnicas y Compost
Biofumigacion

Practicas culturales
Medidas sanitarias

Uso de semillas libres de patdgenos y trasplantes

Cultivos sin suelo y sustratos

Variedades resistentes

Injertos

Resistencia Inducida
Agentes de control biolégico

Solarizacion

Vapor de agua

Control Integrado

Fresony flor cortada
Freson

Fresdn y pimiento

Hortalizas
Hortalizas
Hortalizas, pimiento, flor cortada, vid
Hortalizas

Todos los cultivos

Tabaco, tomate, viveros, flor y pimiento

Tomate, clavel, pimiento

Cucurbitaceas, pimiento y tomate

Hortalizas y fresén

Flor cortada

Tomates, hortalizas, pimiento, frutales

*En blanco: Cultivos sin especificar

METAM SODIO. Anhidro (N-metilditiocarbamato de sodio)

Descripcion materia activa

Este desinfectante, es la sal sddica del 4cido metilcarbamico. Una vez aplicado, y cuando la

temperatura del suelo se encuentra entre los 10-25°C, es transformado en metil-isotiocianato,

compuesto responsable de la actividad fungicida, nematicida, herbicida e insecticida.

Gema Pérez Molina
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La aplicacion de este liquido fumigante se realiza frecuentemente a través del agua, con objeto
de que desprenda el isotiocianato de metilo (Reche, 1991). Este compuesto no es gaseoso a
temperatura ambiente, por lo que, se difunde a través del suelo disuelto en agua. Las dosis de
aplicacion oscila entre los 500 y 1.500 |-ha™, excepto cuando se requiere de una accién herbicida, las
dosis de empleo son mas elevadas. Una vez incorporado al terreno, se procede a sellar mediante un
riego o con un film de pldstico durante 15 dias; 5 o 6 dias antes de sembrar o plantar, debe realizarse

una labor de arado para airear y eliminar posibles residuos fitotéxicos.

Una caracteristica del isotiocianato de metilo es su rdpida descomposicién en compuestos
inocuos (Turner y Corden, 1963), por lo que, a pesar de su eficacia, en los ultimos afios la busqueda
de alternativas se ha centrado en aquellas alternativas biolégicas, ya que como indican Matthiessen y

Kirkegaard (2006) se prefiere su uso al de agentes sintéticos.

Estos autores hacen referencia a un fendmeno observado en las aplicaciones al suelo con
isotiocianato de metilo. Este compuesto es susceptible de ser biodegradado por algunos
microorganismos cuando se adaptan al medio. Estos organismos son capaces de usar el pesticida
como fuente nutricional y de energia, siendo un fendmeno que ha sido observado en el uso de

metam-sodioy en el 1,3-D.

El metam sodio ha sido ampliamente empleado para cultivos horticolas en Espana (Pocino,
1997, 1998a, 1998b; Laita, 1998, 2000), llegandose a utilizar de forma asidua en cultivos intensivos
de pimiento en la region de Murcia (Cenis y Fuchis, 1988; Lacasa y Guirao, 1997) con resultados

fallidos para el control de patégenos (Tello y Lacasa, 1997; 2004).

Sin embargo, para Sullivan (2000), Locascio y Dickson (2001) su efectividad, depende del
contacto del desinfectante con los organismos objeto de la desinfeccion, entendiendo aquél como el
producto de la concentracién por el tiempo de exposicion. Ademds, establecen la necesidad de
emplear sistemas de sellado eficaces para minimizar las perdidas por volatizacion de metil-
isotiocianato, ya que es la clave del poder biocida. De esta forma se mantiene durante 3-4 semanas
reteniéndose asi el metil-isotiocianato mas tiempo, aumenta la temperatura del suelo y mejora su
distribucidn. Su aplicacion resulto ser mas eficaz cuando se realizaban riegos intermitentes bajo
plastico para facilitar el sellado, siendo el plastico VIF el que menos pérdidas por volatizacidon
presento. Pocino (1997) y Laita (1998) corroboran su eficacia cuando se combina con la solarizacion,

aunque ellos trabajaron utilizando para el sellado plastico de polietileno.

En invernaderos con bajos niveles de infeccién de suelo por patdégenos y con pocos afios de

antigliedad en el cultivo reiterado, se pueden obtener resultados aceptables en berenjena, pimiento,
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pepino y tomate, como han sefalado los autores. No obstante la aplicacidon en el mismo suelo de
forma continuada, al parecer, presenta una descomposicion microbiolégica al cabo de dos o tres

aplicaciones (Gamliel et al., 2000).

DAZOMET

Descripcion materia activa

3,5-dimetiltetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazina-2-tiona es un desinfectante que habitualmente ha sido
recomendado para el control de nematodos, hongos del suelo y malas hierbas. Dazomet, en
contracto con la humedad del suelo, libera metil-iso-tiocianato difundiéndose en las cavidades del
mismo inactivando hongos, bacterias, nematodos, insectos y malas hierbas. Ademas, dimetil-
isotiocianato libera otros compuestos que no generan problemas y que se volatizan rdpidamente:
metil-amina, formaldehido con reconocida actividad fungicida y bactericida, disulfuro de carbono con
actividad nematicida y sulfuro de hidrégeno. Respecto al disulfuro de carbono, incrementa la
disponibilidad y favorece la asimilacién de calcio, magnesio, potasio y fésforo por parte de la planta

(Zanén et al., 2011).

Se férmula en granulados y estos se aplican al suelo previamente labrado. Con un rotovator se
incorpora al suelo, para luego cubrirlo con plastico (Guirao et al., 2004). Se aplica, al igual que todos
los fumigantes, en altos volumenes (dosis que pueden oscilar entre 600 litros y 1200 litros en
Espafa), junto con una alta humedad de suelo, ya que sin una humedad adecuada no se observa

efecto alguno (El Hadiri et al., 2003).

La eficacia de este desinfectante depende de la uniformidad de su distribucion en el suelo. La
disgregacion en el suelo y el nivel de temperatura deben ser adecuados, para ello se necesita del
sellado con un riego abundante para mejorar la distribucion (Maroto, 1989).En cuanto a la
temperatura del suelo, es un factor determinante para la degradacion del compuesto. Temperaturas
bajas requieren un tiempo de accién mas prolongado debido a que la velocidad de descomposicidn
se ve reducida, mientras que temperaturas elevadas implican una accién mds intensa, proceso que se
invierte a partir de los 22-25°C cuando los gases escapan mas rapido, implicando un tiempo de accién
insuficiente (Zandn et al., 2011). La efectividad de este desinfectante, al igual que del resto depende
de la descomposicién microbiana y de la liberacién de metil-isotiocianato y otros compuestos
quimicos efectivos contra microorganismos, siendo escasa su actividad insecticida o sobre las

semillas no germinadas de las malas hierbas (Rodriguez-Kabana, 1998; Maroto, 1989).




CUANTIFICACION DE LA MICROBIOTA FUNGICA Y BACTERIANA EN EL SUELO

ARENADO DE UN CULTIVO BAJO PLASTICO EN ALMERIA

Dazomet ha sido aplicado y evaluado contra Meloidogyne spp. en pepino en condiciones de
cultivo protegido a dosis de 400kg-ha-1, obteniendo una reduccidn significativa en la poblacion del
nematodo con respecto al testigo sin tratar (Cuadra et al., 2009). Inclusive, ha sido ensayado en la
desinfeccién de suelos en invernaderos de pimiento donde no proporciono un nivel de control

aceptable (Lacasa et al., 2002; Guirao et al., 2004).

CLOROPICRINA

Descripcion materia activa

Se trata de un derivado halogenado en forma liquida al que se le atribuyen efectos fungicidas,
unas veinte veces mas efectivo nematicidas o herbicidas (Rodriguez-Kabana, 1998; Gullino, 2000).En
suelos cultivados habitualmente con pimientos la cloropicrina presentd un efecto mas efectivo que la
mezcla de 1,3-Dicloropropeno + cloropicrina, incluso proporciona similares niveles de control de
P.capsici y malas hierbas que el bromuro de metilo pero una eficacia menor frente a M. incognita

(Guerrero et al., 2004).

Habitualmente, se ha aplicado mezclada con bromuro de metilo o sola, por inyeccidn al suelo,
cubriéndolo con plastico, siendo relativamente reciente su utilizacién en la desinfeccidon de suelos

(Van Berkum y Hostra, 1979; Gullino, 2000).

La cloropicrina controla efectivamente los hongos que habitan en los suelos y que infectan a las
raices. Entre los hongos controlados tenemos los pertenecientes a los siguientes géneros:
Ceratobasidium spp., Colletotrichum spp., Cylindrocarpon spp., Fusarium spp., Idriella spp.,
Phytophthora spp., Pyrenochaeta spp, Pythium spp, Rhizoctonia spp. y Verticillium spp., de los cuales
todos han demostrado haber causado putrefaccion de la raiz y/o la enfermedad de marchites (wilt)
en fresas (Wilhelm y Koch, 1956; Nelson y Wilhelm, 1956; Wilhelm et. al. 1969, 1972; Wilhelm vy
Nelson 1981a, b). Ademas, las propiedades biocidas de la Cloropicrina incluyen toxicidad a bacterias

patdgenas vegetales tales como Agrobacterium tumefaciens.

MEZCLA DE DICLOROPROPENO + CLOROPICRINA

Descripcion materia activa

La formulacidon de 1,3 Dicloropropeno se realiza en forma liquido inyectable y de liquido

emulsionable, permitiendo asi que se aplique en el agua de riego. La actividad desinfectante de este
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nematicida, suele completarse con la accidén de la cloropicrina, de efectos fungicidas y bactericidas.
Los dos productos se difunden en forma de gas, dada la alta presion de vapor de ambos (MBTOC,
1997). Se degradan con facilidad tanto en el aire como en el suelo, por hidrélisis, foto
descomposicion o metabolizacion (Aguirre, 1998) y la mezcla presenta posibilidades de ser un
sustituto del bromuro de metilo, a expensas de la autorizacion definitiva por parte de la Comisién
Europea. La aplicacién de la mezcla de 1,3-Dicloropropeno + cloropicrina en el agua de riego bajo
plastico de polietileno se ha mostrado proporcionar un buen control de Phytophthora capsici, de
malas hierbas y un control aceptable de Meloidogyne incognita (Guerrero et al., 2004).La reiteracién
de la aplicacién en el mismo suelo mejora la efectividad de la desinfeccién, incluso supone mejoras

en la produccion.

El 1,3-Dicloropropeno, de marcada actividad nematicida, es uno de los componentes mas
utilizados en la desinfeccion de suelos contaminados con diferentes hongos fitopatégenos (Soler,
1997; Eger, 2000). Diversos estudios han demostrado que 1,3 Dicloropropeno es muy efectivo como
nematicida, sin embargo su eficacia como fungicida es relativamente pobre pudiendo ser
compensada por la adicidn de Cloropicrina un potente fungicida (Dunn et al., 2006; Gilreath y Santos,
2008; MBTOC, 2007; Minuto et al., 2006; Noling y Becker, 1994; Qiao et al., 2010, 2011). En

consecuencia 1,3 Dicloropropeno y cloropicrina suelen aplicarse juntos.

Los resultados de estudios realizados sobre la aplicacidon de 1,3 Dicloroproneno + Cloropicrina
han confirmado que la aplicacién mixta de ambos compuestos quimicos es una de las alternativas
mas efectivas para el control de las enfermedades del suelo, nematodos formadores de nédulos en la
raiz y malas hierbas (Cebolla et al., 2002; Chellemi y Mirusso, 2004; Gilreath et al., 2004a, 2004b; Ji et
al., 2013; Minuto et al., 2006; Santos et al., 2006, 2007). Sin embargo la alta presién de vapor de
ambos fumigantes los hace volatiles, pudiendo ser emitidos desde el suelo y de este modo afectar
negativamente a la calidad del aire y la salud humana. Segun Tello y Bello (2002) se puede concluir
que de las alternativas quimicas al BM la mezcla de 1,3-D con cloropicrina (35%) a la dosis de
40cc/m” tiene una elevada eficacia pero esta alternativa no puede considerarse debido a sus efectos

cancerigenos y altamente contaminantes.

Situacion legislativa

La utilizacion de productos fitosanitarios es uno de los medios para combatir organismos
nocivos y malas hierbas que, constantemente, afectan al rendimiento de la produccién de cultivos.
Dichos productos fitosanitarios, no solo tienen repercusiones favorables en la produccién vegetal, su
utilizacidon puede implicar riesgos para el hombre y el medio ambiente. De esta manera, se ha

observado que la desinfeccion de suelos con productos quimicos puede presentar toxicidad en el
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suelo procedente de los productos utilizados para el tratamiento del suelo. El uso de estas sustancias
activas debe limitarse (Cenis, 1991) y, para ciertas materias incluso, prohibirse. Con objeto de regular
su uso y aplicacidn, las diferentes entidades gubernamentales de la Unién Europea desarrollan, con
frecuencia, modificaciones en las normativas referentes al uso de fitosanitarios y, en lo que

concierne a este trabajo, los fumigantes del suelo.

Actualmente, la liberacién constante de contaminantes orgdnicos persistentes en el ambiente
genera un rechazo en una sociedad, cada vez mas, concienciada por los impactos ambientales
ocasionados por las practicas del ser humano. Las sustancias quimicas traspasan las fronteras
internacionales lejos de su lugar de origen y permanecen en el medio ambiente, bioacumulandose a
través de la cadena trdfica, suponiendo un riesgo para la salud humana y medio ambiente. Por
consiguiente, deben tomarse medidas adicionales para eliminar los riesgos derivados del uso de

estas sustancias quimicas en el marco legal.

En consecuencia, la UE publicd la Directiva 91/414/CEE considerando que el uso de ciertas
materias activas puede entraiar riesgos y peligros para las personas, los animales y el medio
ambiente, en particular si se comercializan sin haber sido examinados y autorizados oficialmente y se
emplean de manera incorrecta. Por este motivo, las materias activas son objeto de control continuo
con la finalidad de asegurar la no emisiéon de sustancias que pudieran ser nocivas para el medio
ambiente y los seres vivos. En lo referente a los desinfectantes quimicos del suelo, se presenta a
continuacién una lista de las principales sustancias recogidas como fumigantes del suelo y su

situacién legislativa.

Tabla 2. Lista Comunitaria de la situacion actual de sustancias activas de uso desinfectante del

suelo.
Materia Activa Funcién Inclusién Caducidad Condiciones
Metam sodio Fumigante 1/07/2012 30/06/2022 Uso exclusivo en pre-
plantacion (1 vez por cada 3
afos en el mismo campo)
1,3-Dicloropropeno Fumigante Presentado de nuevo para
su inclusién en la lista
comunitaria.
Cloropicrina Fumigante 23/06/2013
Dazomet Fumigante 1/06/2011 31/05/2021
Dioxido de carbono Fumigante 1/09/2009 31/08/2009

Datos publicados por el ministerio de medio ambiente y medio rural y marino 02/09/2013.
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En diciembre de 2013, el Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente, ha
autorizado de manera excepcional por un plazo de 120 dias la comercializaciéon de los productos
formulados a base de 1,3 Dicloropropeno para la desinfeccién del suelo en viveros de fresal. Esta

autorizacién tiene efecto a partir del 11 de Diciembre de 2013 hasta el 10 de Abril de 2014.

2.2.2. Desinfecciones No Quimicas del Suelo

El incremento de la presidn social y legislativa para restringir el uso de fumigantes quimicos ha
creado un interés en evaluar el aprovechamiento de alternativas para el manejo de enfermedades
del suelo destacando, entre estas, las técnicas de desinfeccion no quimicas (Chellemi et al., 1994).
Las desinfecciones no quimicas basadas en la utilizacion de calor como esterilizante y materia

organica, se consolidan como alternativas viables para los agricultores.

La desinfecciéon no quimica del suelo se fundamenta en criterios ecolégicos, constituyendo un
método bioldgico de desinfeccion de suelos. Los métodos de biodesinfeccion se basan en la
incorporacién de materia organica al suelo con o sin la posterior colocaciéon de un plastico, que
aumenta la temperatura del suelo, biofumigaciéon y biosolarizacién, respectivamente. El fundamento
de la biodesinfeccion se basa en la induccidn de procesos y en la produccidn de sustancias volatiles
gue actuan como fumigantes (biofumigacién) para el manejo de organismos patdgenos de origen
edafico de plantas, mediante la descomposicién de enmiendas organicas como estiércoles, abonos
verdes o residuos agroindustriales (Kirkegaard et al., 1993a,b, 1994,2008; Bello, 1998; Lazarovitis et
al., 2001, 2005; Diez Rojo, 2006, 2008a). Este método posee un efecto selectivo sobre la actividad
microbiana, disminuyendo las poblaciones de fitopatdgenos, favoreciendo a los sapréfagos y a los
organismos antagonistas. La susceptibilidad de los patégenos a los compuestos volatiles que se
desprenden durante la descomposicidon de la materia orgdnica aumenta al elevarse la temperatura
del suelo, por lo que su eficacia se incrementa cuando se combina con la solarizacion

(biosolarizacion).

La biodesinfeccion de suelos es considerada una practica cultural que puede ser integrada en los
sistemas agrarios para la gestién de restos agroindustriales, ya que incrementa a su vez la fertilidad
del suelo, asi como mejora las propiedades fisicas, quimicas, o biolégicas y reduce el consumo de
agua y fertilizantes. Ademas, reduce costes de produccién sin causa impacto en el medioambiente,
dando un valor afiadido a la materia organica, teniendo en cuenta que la naturaleza de la misma es

diversa (Castro Lizazo et al., 2011).
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BIOFUMIGACION

El concepto “Biological Fumigation” fue acufiado por Kirkegaard et al., (1993a), empleando el
término biofumigacién en Kirkegaard et al.,, (1993b) y Matthiessen y Kirkegaard (1993),
apareciendo, por primera vez, en una revista internacional en Angus et al., (1994). Kirkegaard vy
Sarwar (1998) definen la biofumigacién como: “the suppression of soil borne pest and pathogen by
Brassica rotation or green manure crops” (Angus et al., 1994; Kirkegaard et al., (1993a,b). En estos
trabajos, los efectos supresivos de microorganismos patdgenos se asocian a la liberacion de
isotiocianatos generados durante la hidrdlisis de los glucosinolatos, mediante la accion de la enzima

mirosinasa, presente en las Brassicas (Lazzeri y Manici 2000, Lazzari et al., 2004).

Posteriormente, Bello et al, (1999, 2001) y Tello y Bello (2002) amplian el término
biofumigacién, definiéndolo como “la accidon de las sustancias volatiles producidas en la
biodegradaciéon de la materia orgdnica en el control de los patdgenos de plantas”. Ademas, afirman
gue su eficacia se incrementa cuando se incluyen en un sistema de produccién de cultivos o forma

parte de un sistema de produccion integrada.

Segun la metodologia explicada por (Tello y Bello, 2002), los biofumigantes deben esparcirse de
forma uniforme para que no se produzcan focos de patégenos en las zonas no tratadas. Ademas,
debe ser incorporado de manera inmediata en el suelo y, tras un pase de rotovator, regar el
terreno hasta obtener un suelo saturado. En el suelo, recientemente inundado, la tasa de consumo
de oxigeno por parte de los microorganismos es mas alta que la difusién y los microorganismos
aerobios consumen todo el oxigeno. La ausencia de oxigeno en el suelo produce una reduccién en
su poblacidon obteniendo valores cercanos a cero. De esta manera, tiende a aumentar las
poblaciones de microorganismos anaerobios que llevan a cabo la descomposicién de la materia
organica utilizando compuestos oxidados del suelo (nitratos, éxidos de manganeso, férricos, etc.)
para su respiracion. La cantidad de oxigeno va disminuyendo desde la superficie del agua hasta las
capas mas profundas del suelo. En la parte superior de un suelo cubierto por una lamina de agua
encontramos una capa oxidada de suelo de mas o menos 1 cm de espesor, donde la difusion del
oxigeno es suficiente para ser consumido por la microbiota edafica. Dentro de esta capa, la
concentracién de oxigeno en disolucidn no es constante, varia entre la saturacion de la superficie
hasta casi cero. De esta manera, Blok et al., (2000) explican que, ademas de los efectos de los gases
emitidos por la descomposicién de la materia organica, se producen reacciones de oxido-reduccién

en el suelo, presentando efectos nocivos sobre los microorganismos tanto patéogenos como no
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patégenos. El resultado de estos procesos, conlleva a cambios en el pH del suelo; disminucion del

potencial redox y aumento de la conductividad eléctrica (Ponnamperuna 1976).

La técnica se ha ensayado con una amplia variedad de materias organicas ya que cualquier resto
organico puede actuar como biofumigante, dependiendo de la eficacia de sus caracteristicas, dosis
y método de aplicacidn. La elecciéon del material biofumigante es esencial para un buen resultado
del proceso. En el caso de uso de estiércol, el de ovino-cuprino es el que presenta mejores efectos,
seguido del equino y del vacuno (Martinez et al., 2009). El empleo de restos vegetales como
material biofumigante requiere de una labor de troceado, proceso que suele completarse con una
fresadora a la vez que se mezcla con el suelo. La biofumigacidn se diferencia del uso de enmiendas
organicas en las caracteristicas de los materiales biofumigantes y en el método de aplicacidn. Los
ensayos realizados por Bello et al.,, (1999, 2001) presentan resultados de la aplicacion de la
biofumigacién con enmiendas orgdanicas en cultivos de cucurbitdceas, pimientos, zanahoria,
tomate, otras hortalizas, fresén, platanera, citricos, frutales, vifiedos y flor cortada en diferentes
ambientes de la regidon mediterrdnea, obteniendo una eficacia similar a los pesticidas

convencionales.

En condiciones de laboratorio y de campo, la biofumigacion ha mostrado estimular la actividad
biolégica de los suelos incrementando las poblaciones de antagonistas de patdgenos como las
bacterias Pseudomonas fruorescens o Bacillus spp. (Lazcano et al., 2004). En funcién de estos
resultados, existiria una relacidon entre la actividad biolégica de los suelos y la supresién de la
actividad patogénica. De este modo, Fernandez et /a., (2000) analizan el valor de las enzimas del
suelo para determinar la capacidad de los microorganismos en la supresién de los patdgenos de
plantas, sefialando que los contenidos de ureasa y quitinasa estan inversamente correlacionados
con el nimero de nédulos de M.arenaria. Asi mismo, afirman que la aplicacion de compost
incrementa las poblaciones de bacterias y la actividad enzimatica (ureasa, quitinasa, proteasa,
catalasa y la hidrdlisis de diacetato de fluoresceina). Chavarria-Carvajal y Rodriguez-Kabana (1998)
estudian el efecto de compuestos aromaticos utilizados en el control de nematodos sobre la

actividad enzimatica del suelo.

También se han disefiado experimentos de biofumigacidn, con residuos de Brassicas, estiércol
de oveja y residuos de champifidon en un cultivo de zanahoria, bajo condiciones ambientales de
climas mediterrdneos, obteniéndose resultados satisfactorios en los tres materiales organicos

utilizados, confirmando que las técnicas de biofumigacion (Onta, 2000). El abono verde de Brassicas
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se ha considerado supresor de organismos productores de plagas y enfermedades cuando se
incorpora al suelo (Chan y Close 1987; Mojtahedi et al., 1991). Este efecto se atribuye, por lo
general, a compuestos biocidas como los glucosinolatos, que por hidrélisis dan lugar a sustancias
como isotiocianatos, que se han considerado como los productos mas toxicos (Brown y Morra

1997; Rose et al., 1997).

El proceso de biofumigacion sobre el suelo tiene como resultado un incrementado en el
numero de nematodos saprdéfagos, mejora las caracteristicas del suelo y la nutricion de la planta,
ademas se producen una secuencia de cambios microbiolégicos, con una proliferacién de
microorganismos inicial que depende de los recursos afiadidos (Bello et al., 2004). Los mecanismos
involucrados en el control de patégenos pueden ser de diversa indole incluyendo la accién de los
compuestos que resultan toxicos (Shetty et al., 2000; Tsao y Oster, 1981), la alteracion de las
propiedades del suelo que afectan la supervivencia de los organismos (Keinath, 1996), la
estimulacion de la actividad de los organismos de control bioldgico (Dutta e Isaac, 1979; Jordan et

al., 1972) asi como la mejora e induccion de resistencias (Hoitink y Boehm, 1999).

La eficacia de la biofumigacion es similar a la de los pesticidas convencionales, y aunque la
técnica es diferente a la solarizacion, se pueden complementar incrementando su eficacia (Bello et
al., (2000). Esta técnica puede ser de gran interés en paises en vias de desarrollo debido al bajo
coste y facilidad de aplicacion (MBTOC, 1997, 1998). De esta forma, esta técnica de biodesinfeccion
de suelos se considera una alternativa no quimica al BM (MBOTC, 1997) que regula la presencia de
patégenos del suelo a través de los procesos de degradacion de la materia organica (Bello et al.,
1997a, 1997b). Los gases obtenidos son el resultado de la biodescomposicion de esta materia
organica mediante el efecto biomejorador de los organismos del suelo o de aquellos que se
encuentran asociados a las enmiendas organicas sin conocerse efectos negativos sobre el ambiente
y la salud (Bello et al., 2000). Calderon et al., (2000) sefiala que la biofumigacién se encuentra entre

las mejores alternativas al BM en cultivos de tomate y Brassica en Guatemala.

Para prolongar el efecto de la biofumigacion se precisa de un manejo adecuado del sistema
agrario, especialmente de la relacién plantas-medio ambiente. Por lo que, incorporado a un sistema
de manejo integrado, se prolonga su efecto a través del tiempo combinandolo con la rotacién y
barbecho de cosechas, el uso de variedades resistentes, practicas culturales en general, agentes de

control bioldgicos y baja dosis de quimicos (Bello, 1994).
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SOLARIZACION

La desinfecciéon del suelo mediante solarizacidén se define como medida de control de patégenos
del suelo de los vegetales y de la flora arvense, descrita por primera vez por Katan et al. (1976). El
autor observo que al cubrir el suelo con [dminas de plastico transparente, durante los meses mas
calidos, se incrementd la temperatura del suelo debido a la captura de la radiacién solar. Este
incremento supuso una reduccidn de plantas afectadas por enfermedades causadas por

organismos patogenos.

El suelo previamente humedecido es cubierto por una ldmina de pldstico transparente de
polietileno de unos 0.03 mm de espesor durante periodos prolongados (= 4 semanas), hasta un
nivel que elimina a las poblaciones de patégenos de los vegetales del suelo (Katan et al., 1983). El
efecto de la técnica sugiere poseer un control biolégico y térmico, consiguiéndose alcanzar

temperaturas letales en las capas altas del suelo para los patégenos de plantas.

El procedimiento utilizado en la solarizacidn permite un mejor aprovechamiento de la energia
solar, asi como la disminucion de pérdidas por la evaporacién del agua del suelo gracias a la
colocacién de un plastico. De esta manera, la solarizacidon es un proceso natural de desinfeccion
hidrotermal del suelo que se produce por el calentamiento del suelo humedo, facilitado por el
recubrimiento del mismo con una envoltura pldstica que retiene la radiacién solar, hasta niveles
letales para los patdgenos y parasitos teldricos (36-50°C) (Katan, 1981). La eficacia de este método
de desinfeccién depende de la profundidad, deja de ser efectivo a partir de 30cm (Lacasa et al.

2004).

Tras aplicar la técnica de solarizacién, se observa el control de numerosos patégenos del suelo,
mayoritariamente flngicos (Mansoori y Jaliani, 1996; Martyn, 1986), y bacterianos (Khlaif, 2003;
Raio et al., 1997) junto con reducciones en la densidad de poblaciéon de nematodos (Ashworth y
Gaona, 1982; Katan, 1980; 1981; Staplenton et al., 1983). Su modo de accidén se relaciona con el
efecto directo que tiene el aumento de la temperatura sobre los patdgenos y el estimulo ejercido

sobre microorganismos benéficos (MBTOC, 1995).

Por otro lado, la aplicacién de esta practica ha manifestado un incremento en el crecimiento de
la planta, asi se recogen en diversos trabajos realizados en campo y en invernadero (Duniway,
2002; Gamliel y Katan, 1989; Gamliel y Katan, 1992; Greenberger et al., 1987; Kloepper et al.,
1980a, 1980b; Stapleton y DeVay, 1982b, 1984; Suslow y Schroth, 1982). Los mecanismos que
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podrian ser responsables de este fendmeno son muy variables, incluyendo la liberacion de
minerales en el suelo, la estimulacién de microorganismos beneficiosos y el control de patégenos
(Katan, 1981). La mejora del desarrollo de la planta se atribuye a la alteracién de varios factores
fisicos, quimicos y bidticos debido a que se producen importantes cambios en la actividad
microbiana durante y tras la solarizacidn, indicando que los propios microorganismos del suelo

juegan un papel crucial en el fenédmeno del incremento del crecimiento (Gamliel y Katan, 1993).

Los suelos solarizados se vuelven supresivos a patdgenos, es decir, en ellos, las enfermedades
causadas por determinados patégenos no se manifiestan o lo hacen minimamente, a pesar de que
dichos agentes se encuentren de manera natural o hayan sido introducidos artificialmente (Dianez,
2005). En cambio, otros microorganismos como las bacterias Pseudomonas aumentan tras

solarizar, colonizando la rizosfera y las propias raices.

La solarizacién es un método que por si solo no siempre es eficaz, especialmente en el control
de organismos moviles como pueden ser los nematodos que por la accidn del calor, estos
organismos, se desplazan en profundidad, siendo incorporados de nuevo con las labores a la
superficie del suelo (Escuer et al. 2004). En los casos donde la solarizacién ha sido eficaz se trata,
por lo general, de suelos con alto contenido en materia organica (solarizacion mas biofumigacion),

o de suelo poco profundos.

Con caracter general la solarizacion mejorada con técnicas complementarias (plasticos,
fumigantes o plaguicidas quimicos, antagonistas biolégicos, enmiendas orgdnicas, practicas de
cultivo adecuadas, etc.) puede ser una alternativa potencial a las fumigaciones con productos
guimicos, no asi la solarizacién utilizada de forma aislada (Barres et al. 2006). Se ha observado que
esta técnica resulta también eficaz cuando se combina con bajas dosis de fumigantes comerciales,
reduciendo el impacto ambiental de estos pesticidas, resultando una buena alternativa en los
cultivos de fresén en Huelva y zanahoria en Cadiz. La combinacion de la solarizacion con fumigantes
como el metam sodio, a dosis muy reducidas (100 cc:m’), es una practica bastante frecuente en

Espana, obteniendo resultados equiparables a los del BM.

BIOFUMIGACION CON SOLARIZACION (BIOSOLARIZACION)
El calentamiento del suelo por la colocacién de un plastico, ha demostrado tener efectos

variables en el control de enfermedades. Las carencias de algunos tratamientos de desinfeccién de
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suelo podrian compensarse mediante la combinacién de distintas técnicas (Katan 1981, 1983). En
caso de situaciones adversas como condiciones medioambientales desfavorables, presencia de
organismos patdgenos termoresistentes o que se distribuyen en el suelo a gran profundidad, se

aconseja combinar la solarizacion con otras técnicas compatibles (Stapleton, 2000).

El aporte de enmiendas orgdnicas al suelo y posterior acolchado de plastico (solarizacién)
incrementa la efectividad contra patégenos y reduce la cantidad de materia organica aplicada por
hectdrea (Bello et al., 1998, Gamliel y Stapleton., 1993). De esta manera, surge la posibilidad de
combinar la solarizacién con el aporte de enmiendas orgdanicas, principalmente materiales con
actividad biofumigante (biosolarizacién). Entre los beneficios de combinar ambas técnicas nos
encontramos con la reducciéon de las temperaturas necesarias para el control de las poblaciones de
patégenos, pudiendo aplicarse en aquellas zonas donde quedaba restringido su uso debido a
condiciones ambientales adversas (Keinath, 1996), del mismo modo, se minimizan los tiempos de la

aplicacién de la desinfeccién.

Gamliel y Stapleton (1993) valoraron el efecto de los compuestos volatiles sobre los hongos
patdgenos del suelo Phytium ultimum y Sclerotium rolfsii usando restos de coliflor. Estos ultimos
autores justifican la combinacion de técnicas indicando que la solarizacidn es pasiva y dependiente
de las condiciones meteoroldgicas, de modo que su integracion con otros métodos de control

fisico, quimico y bioldgico mejoran la eficacia en el control de patégenos.

El tratamiento de solarizacion con biofumigacion ve aumentado su poder biocida con la
repeticion del tratamiento en el tiempo (Yélamos et al., 2002). Debe considerarse que la repeticion
de la desinfeccién y la adicién continua de materia organica podria llevar asociados problemas de

contaminacidn por metales pesados y lixiviacién de nitratos asi como

En condiciones de campo, la combinacién de ambas técnicas ha mostrado inducir un largo
periodo de latencia en la expresién de nematodos, justo después de aplicar el tratamiento
(Pattinson et al., 2006; Stapleton y De Vay, 1983). La contribucién de las enmiendas organicas a la
supresion de nematodos ha sido descrita en numerosos estudios (Akhtar y Malik, 2000; Pandey,
2005; Rodriguez-Kabana et al., 1987) derivada principalmente de la actividad microbioldgica

antagonista.
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Blok et al., (1998) estudian en laboratorio el efecto sobre el control de Fusarium oxisporum f. sp.
asparagi de cinco materiales vegetales diferentes: Lolium perenne, Brassica oleracea convar
oleracea var gemmifera, restos de cultivos, frutales y residuos de jardin compostados, paja de trigo
(Triticum aestivum) vy alfalfa (Medicago sativa). Los diferentes materiales fueron incubados en
botellas de vidrio a 11 y 14 °C, encontrando que el consumo de oxigeno fue mayor a 24°C y, que
después de 7 semanas, no se detecta el hongo en los tratamientos con alfalfa y Brassica.
Posteriormente, se repitid el experimento en campo durante el verano del 1994 y 1995 utilizando
solo Brassica oleracea vy Lolium perenne, en parcelas experimentales cubiertas con plastico y sin
plastico, estudiando su efecto sobre F. oxisporum f. sp. asparagi, Rhizoctonia solani y Verticillium
dahliae a 15 cm de profundidad, en suelo franco arenoso. En 1995, se determind el efecto después
de 15 semanas encontrando una eficacia alta en el control de hongos del suelo cubiertos con
plastico, no encontrando alto efecto en el control de Globodera pallida, aunque se observo
reduccion de poblaciones de Pratylenvhus penetrans y Meloidogyne dallax. El control de estas
poblaciones se atribuyd a las condiciones de anaerobiosis creadas al incrementar el metabolismo
del suelo, con la incorporacion de la materia orgdnica durante el proceso de fermentacion.
Concluyen, que el efecto de control no se debe a las sustancias tdxicas volatiles desprendidas
durante la descomposicién, ya que no se obtienen control de hongos al incorporar brécoli sin
plastico, reconocen que las sustancias volatiles se producen pero no permanecen en el suelo el
tiempos suficiente para que actien en el control de los patdgenos, concluyendo que la
incorporacién de materia orgdnica puede ser importante pero es inconsistente. Los mecanismos de
control estan relacionados con la reduccion de oxigeno y la toxicidad de los productos quimicos
formados en condiciones de anaerobiosis. El bajo nivel de oxigeno no es suficiente por si solo para
el control de los patégenos, indicando que no es necesario que se produzcan glucosinolatos para el
control. Las diferencias de un afo a otro se deben a la cantidad de materia organica, existiendo el
riesgo de que el suelo sea recolonizado rdpidamente por los organismos patdgenos. Por
consiguiente, la eficacia depende de la cantidad de materia organica, tipo de cobertura y estado de

nutrientes en el suelo (Block et al., 2000).

El modo de accién de la biosolarizacion es complejo. Ademds de la destruccién directa del
inéculo debido al aumento de la temperatura del suelo (Juarez-Palacios et al., 1991; Bowers et al.,
1990) y del aumento de compuestos organicos volatiles (Gamliel y Stapleton, 1993 a), se han
propuesto otras hipdtesis. Blok et al. (2000) atribuyen la eficacia de la biosolarizaciéon a las
condiciones de anaerobiosis creadas al incrementar el metabolismo del suelo, con la incorporacion

de la materia organica, durante el proceso de fermentacién, sefialando que los mecanismos de
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control estan relacionados con la reduccién de la cantidad de oxigeno y la toxicidad de los
productos que se crean durante el proceso de anaerobiosis. Otra de las hipdtesis, defiende que la
incorporacion de enmiendas modifica la composicion de las comunidades microbianas, y como
resultado, aumenta la competencia y/o el antagonismo entre los microorganismos del suelo

(Hoitink y Boehm, 1999).

2.3. Enmiendas organicas empleadas en tratamientos de biodesinfeccion de suelos.

La incorporacion de materia organica en el suelo, incluyendo estiércoles de origen animal,
compost y abonos verdes, se ha venido realizando desde el inicio de la agricultura, principalmente
para aportar nutrientes a las plantas, obteniéndose ademds efectos beneficiosos sobre los
pardmetros fisicos, quimicos y bioldgicos relacionados con el suelo (Hader et al., 1992). En la
actualidad, se estan utilizando compuestos de origen organico para manejar los patégenos de
vegetales de origen edafico como bacterias, hongos, virus, nematodos y también flora arvense (Bello
et al., 2003; Didnez et al., 2003, Lopez-Martinéz et al., 2004; Santos et al., 2007, Zandn, 2009). En
este sentido, se ha observado en numerosos trabajos que la materia orgdnica reduce la incidencia de
enfermedades causadas por un amplio rango de patégenos y plagas de plantas incluyendo bacterias,
hongos y nematodos (Abiwi y Widner, 2000; Conn y Lazarovits, 2000; Cook, 1986; Gamliel et al.,
2000; Lazarovits et al., 2001), centrandose estos autores en aquellas enmienda con alto contenido en
nitrégeno, estiércoles y compost. Entre los principales problemas en el empleo de enmiendas
orgdnicas aparecen su falta de homogeneidad, la acumulacién de compuestos contaminantes y de

metales pesados.

La materia orgdnica es una fuente de elementos fertilizantes, especialmente de N, que si bien se
aporta en forma orgdnica poco apropiada para una asimilacion rapida y directa de los vegetales,
gracias a los organismos asociados y a los presentes en el suelo se transforma en nitrégeno
amoniacal primero y nitrico después, quedando en forma asimilable. La adicion de esta materia
orgdnica se realiza en un avanzado estado de descomposicidon cuando es incorporado al sistema
agricola como fertilizante del suelo (Aguirre, 1963). Asi mismo, uno de los principales factores
influyentes en la efectividad de la supresion de una enfermedad causada por patédgenos del suelo

estara estrechamente ligado al rango de descomposicion de la materia organica aplicada.

En cambio, la materia organica es aplicada en el estado de preparaciéon del suelo, en pre-
plantacion. La descomposicidon de estos materiales es en gran parte dependiente de la actividad de la
microflora y fauna del suelo, ademas de la diversidad bidtica del suelo afectan a los procesos de

descomposicion (Bettiol et al., 2002; Schloter et al., 2003; Fagan et al., 2006). Al mismo tiempo, la
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introducciéon de materia organica altera las propiedades fisica y quimicas del suelo, conllevando a
una alteracion bidtica del suelo (Pérez-piqueres et al., 2006; Escuadra y Amemiya, 2008). Las
enmiendas orgdnicas principalmente influyen en las comunidades microbiolégicas, incluidos algunos
hongos patdgenos saprofitos debido a que ellos utilizan la aplicacién de materiales como fuente de

alimento (Beding et al., 2004; Fang et al., 2011).

Estos cambios en la microflora pueden influir en todo el ecosistema del suelo a través de la
interaccion trépica con la red nutritiva del suelo (Sheu, 2000). La aplicacién de materia orgdnica
podria directa o indirecta cambiar la incidencia de una enfermedad causada por hongos patdgenos
habitantes del suelo. Las enmienda organicas directamente suprimen hongos del suelo como
Pythium, Rhizoctonia y Sclerotinia (Pane et al., 2011) y afectan a la susceptibilidad del cultivo a los
hongos patdogenos (Navrozidis et al., 2007). Las enmiendas organicas indirectamente disminuyen
enfermedades fungicas mediante la alteracion de la microflora del suelo y promueven
microorganismos supresores tales como hongos micorrizas y Pseudomonas (Neeraj y Singh, 2011;
Zaccardelli et al., 2013). Esto sugiere que los cambios producidos en la estructura de la comunidad

microbioldgica quedan estrechamente ligados a la incidencia en la podredumbre de la raiz.

2.3.1. Restos de cosecha

En los ultimos afios son multiples los trabajos dedicados al estudio del control de enfermedades
transmitidas por el suelo con el manejo adecuado de restos de cultivos (Bailey y Lazarovits, 2003).
Estos residuos considerados como desperdicios sin ningln valor y que son catalogados como fuente

de contaminacién pueden usarse como materiales biofumigantes (Piedra Buena et al., 2007).

Mediante su incorporacién al suelo, se aprovechan los metabolitos secundarios producidos en el
interior de los tejidos vegetales y que se liberan durante su proceso de descomposicion (Gamliel et
al., 2000). Usando los residuos de cosecha como biofumigantes, se liberan, principalmente, aldehidos

e isotiocianatos, ambos con actividad biocida (Abawi y Widmer, 2000; Garcia-Alvarez et al., 2004a).

Regalado et al. (2006) aportan informacion sobre la incorporacion de restos de cosecha de
pimiento, calabaza y tomate indicando que la utilizacidon de restos se considerara una alternativa
viable siempre que se disponga de la cantidad adecuada de biomasa. Como resultado sorprende que
los residuos que mejor funcionaron contra nematodos formadores de nddulos del género
Meloydogyne fueron los de tomate. Del mismo modo, Piedra Buena et al. (2006, 2007) emplean

contra estos nematodos la combinacidon de técnicas aprovechando los restos de pimiento mientras
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que Vilaseca (2007) estudia el efecto biofumigante de restos de tomate en el control de los virus

ToMV y PepMV asi como del hongo Olpidium brassicae.

BRASSICAS

Los productos de plantas bioactivos, incluyendo los residuos de plantas de la familia
Brassicaceae, introducidos como cultivos de cobertura o enmiendas orgdnicas, han adquirido
interés para su uso como medida de control de enfermedades del suelo. Los miembros de plantas
pertenecientes a la familia de Brassicaceae contienen compuestos conocidos como glucosinolatos
(Kjaer, 1976) que son hidrolizados por la accion de la enzima mirosinasa dando lugar a
isotiocianatos. Los glucosinolatos son inactivos contra microorganismos, pero los productos de
hidrdlisis son biocidas muy eficaces contra nematodos, hongos, bacterias, insectos y la germinacién
de semillas (Heaney Fenwick y Mullin, 1983; Brown y Morra, 1997; Smolinska et al., 1997). Los

resultados de la hidrdlisis dependen de las condiciones ambientales (Rosa et al., 1997).

En la bibliografia actual, numerosos son los estudios sobre biodesinfeccion de suelo con
diferentes especies de Brassicas como enmienda organica aportada al suelo. El estiércol verde de
brasicas tiene un buen efecto biocida por la produccién de glucosinolatos (Brown y Morra, 1997)
aunque no siempre resultan eficaces, Coelho et al. (1999) no obtuvieron un aumento de la eficacia
de la solarizacion con la aplicacion de col en el control de dos especies de Phytophthora. Stapleton
y Bafuelos (2009), describen las brasicas como posibles enmiendas de suelo por su poder de
liberacion de isotiocianatos durante la descomposicidon de la materia orgdnica. Este método parece
ser efectivo como desinfectante de suelo al iniciar la solarizacion en noviembre (Martinez et al.
2010). Los pellets de brasicas (subproductos del proceso de extracciéon de los aceites de las

semillas) han mostrado eficacia en el control de los patégenos del suelo (Lazzeri et al. 2004).

2.3.2. Residuos ganaderos

La mayoria de los efectos beneficiosos de la biofumigacién han sido obtenidos empleando como
biofumigantes estiércoles de cabra, oveja y vaca y residuos de arroz, setas, olivares, brassicas y
jardines (Bello, 2004). Las enmiendas orgdnicas, tales como el compost, se promueven normalmente
para su uso en sistemas de produccion agricola para diferentes formas de manejo del suelo,
incluyendo el control de enfermedades originadas por especies de Pythium (Mandelbaum y Hadar,

1990; McKellar y Nelson, 2003; Scheuerell et al., 2005).
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2.3.3. Residuos agroindustriales

Los procesos llevados a cabo sobre el uso y transformacién de los residuos agricolas y agro-
industriales podrian contribuir al desarrollo de productos biofumigantes. Un ejemplo de ello podria
observarse en desperdicios procedentes de la industria de zumo de naranja asi como los
subproductos de la produccién de tomate, pimiento, fresa o calabacin que mostraron tener un
control efectivo contra nematodos en condiciones de laboratorio (Piedra Buena et al., 2006, 2007) y
proteccion contra el marchitamiento por bacteria (Zandén et al., 2011). Asi mismo, otros
subproductos como los derivados de la remolacha azucarera, cafia de azucar o las vinazas han sido
citados al tener efectos inhibitorios en hongos patdgenos de suelo cultivados in vitro, siendo las

vinazas los subproductos los que presentaban efectos notables (Santos et al., 2008).

2.4. Microorganismos de los suelos cultivados

La importancia de los microorganismos en ambientes naturales deriva de su cantidad, diversidad
y, sobre todo, de su gran espectro de actividades, que en la mayoria de los casos repercuten en los
seres superiores con los que comparte un determinado habitat. Concretamente, en la fraccién de
suelo, los microorganismos son los componentes mas importantes, ya que desarrollan una amplia
gama de acciones que inciden en el desarrollo y nutricién vegetal. Los microorganismos del suelo y
sus procesos asociados, estan integramente involucrados en funciones determinantes de los
ecosistemas terrestres (Ogunseitan, 2005).Muchas de estas funciones tienen una importancia directa
en la produccidn agricola y la sostenibilidad (ciclos quimicos de nutrientes tales como C, N y
P).Ciertamente, es sabido que las bacterias y hongos del suelo desempefian un papel fundamental en

diversos ciclos bioquimicos (Molin y Molin, 1997; Trevors, 1998; Wall y Virginia, 1999).

La microflora del suelo estd compuesta por bacterias, algas, protozoos, hongos, actinomicetos y
virus. Entre las funciones mas importantes que cumplen asociadamente en los procesos

encontramos;

i.  suministro directo de nutrientes como la fijacion de nitrégeno
ii.  transformacién de compuestos organicos que la planta no puede tomar a formas inorgéanicas
gue si pueden ser asimiladas
iii.  solubilizacion de compuestos inorganicos para facilitar su absorciéon como el fosfato tricalcico
a fosfato monocilcico
iv. cambios quimicos en compuestos inorganicos debido a procesos de oxidacién y reduccion

como la oxidacién de azufre mineral a sulfato
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V. aumento del desarrollo radicular en la planta que permite una mejor asimilacion de

nutrientes
vi. reacciones antagonistas
vii. parasitismo
viii. control de patégenos

iX. mejorar las propiedades fisicas del suelo.

De este modo, los microorganismos también influyen sobre los ecosistemas del suelo
contribuyendo a la nutricién de las plantas (George, 1995; Timonen, 1996), la sanidad vegetal
(Srivastava, 1996; Filion, 1999; Smith y Goodman, 1999), la estructura del suelo (Wright y Upadhyaya,
1998) vy la fertilidad del suelo (Yao, 2000; o’Donnell, 2001).

En suelos no cultivados o con escasez de cubierta vegetal, existe una diversidad microbiolégica
baja, impidiendo una sucesién de los mismos durante la descomposicién de los escasos residuos
vegetales (Flanagan, 1981). La introduccién de plantas al sistema, supone un cambio drastico entre
las poblaciones teluricas, al ser las plantas las principales suministradoras de sustratos energéticos al
suelo, de los que los microorganismos se aprovechan cuando se encuentran en la zona préxima a la
raiz y proliferan en ella (Barea y Olivares, 1998). De manera que, la fraccion microbiolédgica del suelo
(hongos, bacterias, alga, protozoos y actinomicetos, en general) determinara el rendimiento de la
produccién del cultivo que el suelo sustente, demostrando la importancia de la microbiota edafica en

el mantenimiento de la fertilidad del suelo.

El estudio de la diversidad de microorganismos en suelos ha adquirido importancia debido a que
explica el éxito de cultivos agricolas en forma orgdnica y sustentable, asi como el manejo de ciertas
enfermedades de plantas causadas por hongos que habitan en el suelo (Mader et al., 2002; Mazzola,
2004). Sin embargo, los microorganismos del suelo pueden tener una accién benéfica o perjudicial

sobre la planta cultivada, dependiendo de su actividad bioldgica.

En este ultimo sentido, numerosos han sido los trabajos realizados sobre microorganismos
causantes de enfermedad debido a las grandes pérdidas ocasionadas sobre el cultivo, centrandose
en la densidad de inéculo del patégeno en el suelo, asi como de sus variaciones en el medio edéfico.
La importancia de la densidad de indculo de un patdégeno en el suelo deriva de la manifestacién de
que a mayor densidad de indculo mayor severidad de la enfermedad que ocasiona. Sin embargo,
Bouhot (1980) suscribe que la presencia de indculo en el suelo no es suficiente, pues debe ser tenida
en cuenta las capacidades infecciosas y saprofiticas propias del inéculo, los efectos del ambiente-
suelo, asi como, la sensibilidad de la planta y la predisposicién del cultivo ligada al ambiente (Louvet

y Alabouvette, 1988).
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Por lo tanto, la capacidad saprofitica de un patdgeno puede influir decisivamente en su
habilidad para parasitar, ademas de influir aspectos como el efecto de las condiciones ambientales,
la capacidad de acogida de un suelo para admitir como habitante a un extrano o, las propiedades
intrinsecas del mismo microorganismo cuando se ha alimentado de un tipo u otro de materia

organica.

Las afirmaciones anteriormente expuestas esclarecen la importancia del suelo, considerado
como un ente vivo sede de interacciones complejas y desconocidas de las poblaciones microbianas
gue lo habitan (Tello, 1988). Para Bello (1988) se hace necesario poder identificar los componentes
fundamentales del ecosistema suelo, especialmente aquellos que tienen una funcién reguladora y

cuya destruccién puede producir procesos de degradacién en el suelo.

2.4.1. Factores que afectan a la comunidad microbiolégica en suelos cultivados
El comportamiento de la microbiota teldrica sometida a la actividad agricola, se ve influenciada
por diversos factores, donde cualquier modificacién que se produzca en una propiedad del sistema

suelo-planta tendrd repercusiones significativas en los microorganismos que dicho suelo sustente.

La composicion de la microbiota eddfica reflejard, de alguna forma, las interacciones
microbianas existentes entre los mismos. Pero, ademas, esta composicién estara condicionada por
los factores fisico-quimicos del medio edafico, por la vegetacién presente y por las condiciones
climdticas. A continuacién, se desarrolla de manera mas especifica algunos de los factores que

podrian condicionar la presencia de determinados microorganismos en el suelo.

INFLUENCIAS EN LA COMPOSICION MICROBIOLOGICA DEL SUELO DEBIDA A LAS INTERACCIONES
ENTRE LOS MICROORGANISMOS DEL SUELO
En el suelo, las comunidades microbiolégicas, al compartir un determinado habitat
interaccionan entre si, pudiendo ser estas interacciones de varias categorias entre ellas
comensalismo, protocooperacién, mutualismo, neutralismo, competicidon, amensalismo, predacion y
parasitismo. La competicion, ha sido la mas estudiada en los microorganismos del suelo, y mas
concretamente, el fendmeno de la fungistasis, entendiendo este como una consecuencia de la
competicion por el alimento y por el espacio (Tello, 1988; Lockwood, 1977). La fungistasis posibilita la
perpetuidad en el tiempo de la microbiota teldrica entendiéndose como una consecuencia de la

competicion por el alimento y el espacio. La fungistasis evita el desgaste que ocurriria si la
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germinacion de esporas tuviera lugar en ausencia de sustrato explotable (Garret, 1970). Es decir, si
un suelo presenta un conjunto de elementos nutritivos escasos para el desarrollo y crecimiento de
todas las poblaciones que en él habita, se produce una inactividad de los microorganismos.

El suelo como medio posee una capacidad de acogida, entendida esta como la habilidad para
admitir entre sus habitantes a un extrafio. Louvet y Alabouvette (1988) explican que un suelo
infectado por microorganismos patdgenos no es solamente una fuente de infeccidn para el cultivo,
sino que es, igualmente, un medio de proteccidon de las plantas contra otros microorganismos
patégenos. Afiaden, que, cada suelo tiene un nivel de receptividad mds o menos grande a una
enfermedad concreta, es decir, que tiene una capacidad variable para permitir el desarrollo de una
enfermedad. El medio telurico es capaz de modular la expresion de las micosis en él originadas, hasta
el punto de impedir su manifestacion, pese a estar presente el indculo patégeno, el hospedador
sensible y el ambiente propicio como lo patentan los denominados “suelos resistentes” o suelos
supresivos (Rouxel, 1978; Alabouvette, 1983; Lemanceau et al., 1988).

Un ejemplo clasico de supresividad natural en los suelos es la supresividad frente a
marchitamientos vasculares producidos por Fusarium oxysporum. Este fendmeno fue por primera
vez reconocido en el siglo XIX en cultivos de algoddn (Atkinson, 1892; Weller et al., 2002) y fue
posteriormente descrito para otros muchos suelos y cultivos en todo el mundo (Smith y Snyder,
1971; Toussoun, 1975; Scher y Baker, 1980; Alabouvette, 1986; Hopkins et al., 1987; Sneh et al.,
1987; Peng et al., 1999; Dominguez et al., 2002). La supresividad a marchiteces vasculares producidas
por F. oxysporum en estos suelos limita o reduce la severidad de la enfermedad en muchas especies
vegetales (Cook y Baker, 1983; Alabouvette, 1990). Esta supresividad es generalmente de origen
natural, aunque puede ser en algunos casos inducida mediante practicas culturales como el
monocultivo de melén y de sandia (Sneh et al., 1984; Larkin et al., 1993). La naturaleza de la
supresividad en estos suelos es microbioldgica, ya que la supresividad en los mismos se pierde
cuando son sometidos a tratamientos con calor himedo, bromuro de metilo o radiaciones gamma
(Alabouvette et al., 1977; Scher y Baker, 1980; Alabouvette, 1986) y se restablece cuando se mezcla
un suelo conductivo previamente esterilizado con calor, con un pequefia parte del suelo original
supresivo (Scher y Baker, 1980; Alabouvette, 1986).

Entre los microorganismos descritos como responsables de la supresividad a las fusariosis
vasculares se encuentran tanto bacterias como hongos, siendo los mecanismos fundamentalmente la
competicion por el hierro y las fuentes de carbono en la rizosfera. Bacterias como Alcaligenes sp.
(Widnyana et al., 2013) o Pseudomonas spp. (Kloepper et al., 1980; Scher y Baker, 1982; Lemanceau
y Alabouvette, 1993) inhiben a Fusarium oxysporum mediante competicion por el hierro a través de

la produccién de sideréforos y hongos como Trichoderma harzianum (Sivan y Chet, 1989) o cepas de
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Fusarium oxysporum no patdgenas compiten por las fuentes de carbono (Rouxel et al., 1979;

Alabouvette et al, 1984; Albouvette, 1986; Larkin et al, 1996; Larkin y Fravel 1998, 1999).

INFLUENCIA DE LAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS SOBRE LOS MICROORGANISMOS EN
SUELOS CULTIVADOS.

Las relaciones entre los factores fisico-quimicos y las poblaciones de la microbiota telurica estan
poco definidas, parece que, un conjunto de las condiciones determinadas por estos factores limitan
la composicién de los microorganismos en el suelo. El tipo de suelo es considerado un factor primario
en la determinacién de la composicidn y/o funcidn de las especies fungicas (Bossio et al., 1998; Buyer
et al., 1999; Gelsomino et al., 1999; Girvan et al., 2003; Rasche et al., 2006). La variacidn en los
factores fisico-quimicos y medioambientales entre tipos de suelo interactuard de manera compleja
influenciando la diversidad y funcidn da la microbiota edafica. Dentro de los parametros fisico-
guimicos, el pH resulta ser un factor fuertemente asociado a las funciones catabdlicas del sueloy a la
estructura de la comunidad bioldgica, (escribir su asociacién a la comunidad bacteriana). Los cambios
de pH en la rizosfera también afectan a las poblaciones microbianas, en algunas ocasiones basta con
inducir cambios en la acidez del medio a través del manejo mecdnico, quimico, fisico o el uso de Ia
tierra para favorecer algunos grupos microbianos, que pueden resultar benéfico o daiino a la
plantacion. Existen una gama de compuestos que inducen cambios de pH en la raiz, entre ellos los
agroquimicos utilizados comunmente en fincas agricolas, ademas de compuestos quimicos naturales
como los acidos organicos que forman parte del Ciclo de Krebbs, estos son el acido citrico, dcido
acético y malico (Alexander, 1980).

La textura del suelo también esta correlacionada con la composicidn de la comunidad bacteriana
(Girvan et al., 2003; Johnson et al., 2003). Ambos factores, pH y textura del suelo tienen una mayor
influencia en la composicién de la comunidad bacteriana.

Por otra parte, como sefiala Lemanceau (1988), numerosos autores han demostrado que la
humedad vy la aireacion del suelo, en particular la presion parcial de oxigeno influyen en el desarrollo

de las poblaciones fungicas y microbianas.

INFLUENCIA DE LAS PRACTICAS CULTURALES SOBRE LOS MICROORGANISMOS EN
SUELOS CULTIVADOS

Las practicas culturales, incluyendo la rotacidn de cultivos y las aplicaciones de fertilizantes y

desinfectantes, influyen en la naturaleza y composicién de las especies fungicas (Subba Rao, 1999).
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En la actualidad, el incremento de la necesidad de abastecer la gran demanda de los productos
alimenticios, ha propiciado el aumento de la agricultura intensiva, caracterizandose por la tendencia
a realizar una agricultura basada en el monocultivo. El crecimiento prolongado, y a veces,
ininterrumpido de un cultivo en un mismo suelo presenta deficiencias en la produccién. Este hecho
ha sido, normalmente, asociado al fenédmeno conocido como fatiga o cansancio del suelo (Tello et al.,
2011), como fue el caso de cultivos de remolacha azucarera (Richard-Molard, 1983) o el trigo (Bodet,
1983) ambos descritos en Francia, o en el caso del cultivo del fresén (Roudeillac, 1983) y en las
plantaciones de esparragos en Suiza (Gindrat et al., 1983).

Basicamente, fatiga o cansancio del suelo se traduce en una reduccién del desarrollo de las
plantas y una disminucidn de las producciones obtenidas. Asi mismo, Bouhot (1983) la define como
la perturbacion de la fertilidad del suelo debida a causas multiples que pueden ser acumulativas,
sucesivas o simultaneas, mientras que, Cebolla y Maroto (2004) afirman que se manifiesta por un
crecimiento deficiente y andmalo de la planta, asi como una pérdida de produccién en sistemas de
cultivo. Las causas podrian deberse a un desequilibrio microbiolégico en el suelo conduciendo al
establecimiento de microorganismos perjudiciales en detrimento de los beneficiosos (Cebolla y
Maroto, 2004). Ademas de otros factores con efecto acumulativo podrian ser responsables del
sindrome de la enfermedad. En el cultivo del melocotén, una fitotoxina procedente de la
descomposicién de los residuos del cultivo anterior provocaba la enfermedad. El glucésido contenido
en la corteza de las raices del arbol se convierte en componentes tdxicos como benzaldehido y
cianamida de hidrégeno mediante la intervencidon de microorganismos del suelo (Subba Rao, 1999).
La manifestacidon de este fendmeno en cultivos intensivos es atribuida a la carencia de una rotacién
de cultivo (Zapater, 1989), asociada a la presencia de determinados microorganismos causantes de la
misma.

Ademads, numerosos trabajos han hecho visible la importancia de las aportaciones de materia
orgdnica sobre la microflora telurica. La cantidad y disponibilidad de materia organica presente en el
suelo tiene una relaciéon directa con el nimero de hongos que se encuentran en él (Subba Rao, 1999).
Este autor refirid que las fluctuaciones estacionales en el nimero de hongos presentes en el suelo no
son frecuentes en zonas no cultivadas, y que las prdcticas culturales son las que influyen en la
naturaleza y composicion de las especies fungicas. También indica que la cantidad de materia
orgdnica presente en el suelo tiene una relacion directa con el nimero de hongos que se encuentran

en el suelo ya que la mayoria de ellos poseen una nutricién heterétrofa.
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2.4.2. Variacion de la microbiota no patégena durante un ciclo de cultivo

Los trabajos que abordan el estudio de la variacién en la composicién microbiolégica del suelo a
lo largo del crecimiento vegetativo de la planta en cultivos horticolas, aunque escasas, la mayoria
vienen referidos a las poblaciones bacterianas. Tal es asi, que algunos autores como Acero (1994)
encontraron que la composiciéon de las poblaciones de microorganismos de la rizosfera del aliso
(Alnus) se alternaban entre las dominadas por Bacillus spp. en otofio-invierno y otras dominadas por

Pseudomonas spp. en primavera-verano.

Sgrensen (1997) estudié los cambios producidos en raices maduras de suelos cultivados y
advirtié que las sucesiones estacionales pueden observarse cuando la actividad microbiana varia con

la temperatura, el contenido de agua, la nutricién y los exudados de la raiz.

Parkinson (1957), Jackson (1960) y Parkinson et al. (1963) afirmaban que tras el trasplante y
durante las primeras semanas de desarrollo de la raiz en el suelo, puede aislarse de las proximidades
de ésta un gran numero de especies de hongos. Segun los mismos autores, la colonizacién de la zona
de actuacién de las raices por parte de los hongos no tiene lugar hasta que la raiz tiene unas semanas
de edad. Una vez establecida una poblacidn, ésta se mantiene constante hasta el momento de la
senescencia del sistema radical, de forma que la abundancia relativa de cada una de las especies

resulta poco alterada.

Fue Peterson en 1961, quien estudio el efecto de la intensidad de la luz sobre el desarrollo de
hongos sobre la superficie radical del trigo y la soja. No encontré ninguna influencia apreciable de
este factor sobre los hongos pobladores del suelo a pesar de las diferencias que se encontraron en el

desarrollo vegetativo de las plantas.

Tal y como sefialan otros autores como Taylor y Parkinson (1964), pueden ser muy diversas las

causas que motiven un cambio en la composicidn de la microbiota asociada a las raices del cultivo.

EFECTO DE LAS LABORES CULTURALES SOBRE LA COMPOSICION DE LA MICROBIOTA EN
SUELOS CULTIVADOS.

En referencia al laboreo, se ha comprobado que tras la roturacién y volteo del suelo las
poblaciones de actinomicetos, bacterias y hongos aumentan para posteriormente menguar
progresivamente (Martinez et al., 2009). Basicamente, algunas especies entran a formar parte del
suelo como consecuencia del enterrado de restos vegetales. Con la incorporacién de rastrojos de

trigo, Cladosporium spp. entré a formar parte de la microbiota del suelo, sin embargo, se observd
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gue este progresivamente desaparece después de introducir los restos de cosecha, donde parece no
poder sobrevivir. En contraposicidn, F. oxisporum y Penicillium spp, no parecian guardar relacién

ninguna con la labor del arado (Martinez et al.,2009).

EFECTO DE LOS APORTES DE MATERIA ORGANICA SOBRE LA COMPOSICION DE LA
MICROBIOTA EN SUELOS CULTIVADOS.

La importancia de las aportaciones de materia organica sobre la microflora telurica deriva de la
necesidad de suministrar nutrientes al suelo que serdn consumidos por la microbiota y las plantas
gue el terreno sustente. La cantidad y disponibilidad de materia orgdnica presente en el suelo tiene
una relacion directa con el nimero de hongos que se encuentran en él (Subba Rao, 1999), ya que la
mayoria de ellos tienen una nutricién heterétrofa. Las fluctuaciones estacionales en el nimero de
hongos presentes en el suelo no son frecuentes en zonas no cultivadas, siendo las practicas
culturales las que influyen en la naturaleza y composicién de las especies fungicas (Van der Wal et al.,
2006).

Asi mismo, el trabajo de Guillemat y Montegut (1956) realizado en la Estacidon Agricola en
Gingon (Francia), muestra que al abonar el suelo, los hongos se modificaban en dos sentidos: por un
lado entraban a formar parte del suelo nuevos organismos y por otro, la adicién de nutrientes
(abono) favorecia el desarrollo de nuevas especies y de las ya existentes. Algunas de estas especies
estaban ligadas a las particulas de abono, cuando estas se desintegraban desaparecian aquellas.

Otras nuevas parecian capaces de instalarse por si mismas.

EFECTOS DE LAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DEL MEDIO EDAFICO

En relacién a la influencia de la luminosidad sobre la colonizacién de hongos no patdgenos,
Harley y Waid (1955) llegaron a la conclusidon de que las condiciones en que se encuentra la planta
constituyen un factor de primera importancia en la determinacién de la naturaleza de la poblacién
cercana al sistema radicular, pero no sabian con certeza hasta qué punto la interaccién entre los

microorganismos ejercia influencia sobre la composicion de dicha poblacidn.

En cuanto a la influencia del pH del suelo para el desarrollo de una determinada poblacién de
microorganismos, Parkinson y Clarke (1961), observaron que Fusarium predominaba y se
multiplicaba en mayor medida en suelos acidos en todos los tipos de analisis realizados en medio

selectivos. Penicillium spp. y Trichoderma spp. eran los colonizadores dominantes cuando el valor del
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pH era minimo (3,2). Segun los mismos autores, Fusarium spp. parecia no estar influenciado solo por

el pH, sino por la abundancia de inéculo disponible y la capacidad competitiva de las cepas.

2.4.3. Habitantes e invasores
La interaccion de los microorganismo en el suelo, tal y como ha sido anteiormente comentada
en el apartado (2.3.2.Factores que influyen a la composicién de la microbiota telurica), es

extremadamente compleja.

La primera clasificacién en grupos ecoldgicos presentada por Burges (1960), y atribuida a
Winodragsky dividia a los organismos del suelo en dos grupos: autéctonos, que eran las verdaderas
formas del suelo y las mantenedoras de los procesos bioquimicos de forma mds o menos continua y
zimégenos, refiriéndose a aquellos que entraban en actividad cuando disponian de un sustrato
alimenticio apropiado. Surge el “concepto de flora autéctona” para agrupar cuando estan en fase

vegetativa y “flora zimégena” cuando estan en fase latente.

Ciertamente, esto puede ocurrirle a cualquier microorganismo del suelo y no es posible separar
una fase de otra que agrupe a los microbios por separado. Sin embargo, esto motivé trabajos para
diferenciar las hifas vegetativas de los reservorios de esporas, permitiendo encontrar micelio
vegetativo en el suelo aceptandose asi que los hongos son verdaderos organismos del suelo, puesto

que desarrollan su ciclo vital en él (Waksman, 1944).

Burges escribié sobre los hongos autdéctonos del suelo a los que denomina verdaderos
habitantes del suelo como los descomponedores iniciales de la materia organica aifadida al suelo
(zimégenos) y a los autéctonos como aquel grupo mas estable que no son afectados por dicha
materia organica. El autor observé la presencia de Zygorrhynchus, hongo cuyo micelio se ramifica
vigorosamente, en las capas mas profundas de suelos arenosos, demostrando que su fuente
alimenticia es la sustancia organica de la solucidn del suelo, compuesta por pequeias cantidades de

azUcares simples y aminodcidos.

A pesar de este planteamiento, algunos investigadores mantenian que ningin hongo es
verdaderamente autéctono. Por lo que, se considera verdaderos organismos del suelo a todos

aquellos que viven, naturalmente, en este medio sin asociarse a un huésped, animal o vegetal.

Garret (1956) define con mayor exactitud a los habitantes del suelo separandolos de los
invasores, siendo el parasitismo y en consecuencia las fuentes nutritivas los que delimitan a unos y

definen a otros:
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Habitantes del suelo, se definen como pardsitos primitivos en los que el parasitismo es

compatible con una vida saprofitica en el medio edafico.
Invasores son “aquellos del mas alto grado de especializacién que mueren ante la prolongada
ausencia de sus hospedadores, debido a su sustitucidn por saprofitos en la competicién por la

materia organica muerta”.

El mismo autor corrige sus definiciones, y asi habitantes del suelo son los organismos
caracterizados por la capacidad de conservarse indefinidamente como saprofitos del suelo. Mientras
gue los hongos habitantes de la raiz, equiparables a los invasores, se caracterizarian por una extensa
fase parasitaria en la vida de la planta hospedadora y por una fase saprofitica después de la muerte

del huésped.

Sin embargo, el estudio realizado por Rodriguez Molina (1996), muestra como en suelos no
cultivados (pinares) y cultivados (esparrago, cerezos, hortalizas, etc) aparecen las mismas especies de
los géneros de hongos Fusarium spp y Pythium spp. Debido a esto, algunos autores ponen en duda
que la especializaciéon patogénica sea incompatible con una vida saprofitica en el suelo (Cooke y
Whipps, 1980; Raper, 1968 y Lockwood, 1988). De hecho, los trabajos de Tello y Lacasa (1990)
demuestran como Fusarium oxisporum f.sp lini (parasito especializado) es capaz, en ausencia del
hospedador de germinar en turba de uso horticola y de esporular produciendo microconidias en un

sustrato organico enriquecido.

BACTERIAS

Las bacterias constituyen un grupo abundante y diverso de habitantes del suelo, posiblemente
por ser capaces de crecer rdpidamente y poder utilizar una gran variedad de compuestos como
fuentes de carbono y de nitrégeno. Las bacterias se localizan en la superficie de las particulas del
suelo, pudiendo interaccionar con las raices de las plantas, ya que hay una alta concentracion de
nutrientes. La funcién basica de las bacterias es la descomposicidon y mineralizacidn de los residuos
orgdanicos, de donde obtienen su fuente energética y alimenticia. Mediante su metabolismo liberan,
al medio, sustancias como enzimas, proteinas, reguladores de crecimiento, metabdlitos y algunos
nutrientes.

Las bacterias son agrupadas segun su habilidad para desarrollarse en distintos tipos de
ambientes, pudiendo ser aerobias, anaerobias o facultativas en funcidn de la presencia o ausencia de
oxigeno, asi como a diferentes niveles de pH en el suelo, siendo estas aciddfilas, basodfilas o

neutrdfilas. En algunos suelos acidos algunas bacterias neutrdfilas tienen la capacidad de neutralizar
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el suelo donde habitan para cumplir su funcién. Por otra parte, las bacterias pueden crecer
sintetizando compuestos organicos (heterétrofas) o inorganicos (autotrofas), y crecer en un amplio
rango de temperatura. La mayoria de las bacterias del suelo que son importantes para las plantas son
heterdtrofas, aerobias y meséfilas.

Algunas bacterias producen enddsporas o quistes latentes que les proporcionan resistencia a
situaciones adversas como cambios de temperatura, niveles extremos de pH y desecacién del suelo.
De esta forma, las bacterias son capaces de subsistir en el suelo hasta que las condiciones se tornen
favorables. Otras, se protegen de la depredacién y de la desecacidn emitiendo una capsula de
sustancia mucoide, existiendo otras que se desplazan en la solucidn del suelo mediante un flagelo
para encontrar mas facilmente el sustrato alimenticio.

Sin embargo, a pesar de la gran diversidad de bacterias encontradas en el suelo, las bacterias
edaficas benéficas que colonizan las raices de las plantas han sido objeto de numerosos estudios. En
la actualidad, un nimero importante de estas han sido comercializadas para cultivos. Las acciones de
estos microorganismos benéficos para las planta pueden ser directas o indirectas, promoviendo el
crecimiento y/o reduciendo la enfermedad producida por patégenos. El desarrollo y crecimiento de
la planta se puede ver favorecido por la disponibilidad de N, hormonas de crecimiento y nutrientes
como el hierro o el fésforo proporcionados como compuestos sintetizados por diferentes bacterias.
Mientras, la reduccion de enfermedades es atribuida a bacterias que controlan fitopatdgenos ya sea
produciendo sustancias inhibitorias o incrementando la resistencia natural de la planta.

La resistencia inducida aportada por ciertos microorganismos edaficos, no causantes de
enfermedad, en plantas, permite a la planta expresar una resistencia a patégenos que en ausencia de
ellos no se manifiestan. Bacterias como Bacillus spp., Clostridium spp., Pseudomonas spp. han sido
estudiadas en ambientes controlados, obteniendo resultados de resistencia a enfermedades, al
contrario de lo ocurrido cuando estos microorganismos eran introducidos en el ecosistema suelo-
planta-patdgeno. Sin embargo, esta induccién depende del nimero de bacterias que colonicen el
sistema radical (Van Loon et al, 1998).

Ademas ha sido demostrada, la capacidad de controlar patdgenos por géneros de bacterias
como Pseudomonas spp. y Bacillus spp., sintetizando moléculas antifungicas especialmente hongos
causantes de enfermedad. Asimismo, existen cepas bacterianas capaces de sintetizar sustancias
contra otras bacterias, los antibiéticos (Whipps, 2001).

Dentro de las bacterias promotoras del crecimiento radicular encontramos géneros como
Acetobacter spp., Azotobacter spp., Azospirillum spp., Burkholderia spp., Pseudomonas spp. y Bacillus
spp. (Kloepper, 1989). Sin embargo, algunas bacterias invaden los tejidos de la planta vivas, causando

infeccidon (Antoun y Présvost, 2006).
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HONGOS

Una importante fraccién de la biomasa total microbiana del suelo estd conformada por los
hongos. Estos crecen en forma de red extendiéndose su micelio hasta su estado reproductivo donde

dan origen a esporas sexuales o asexuales.

Una de las funciones fundamentales de los hongos filamentosos en el suelo es degradar la
materia orgdnica y ayudar en la agregaciéon de particulas del suelo. Ademas de esta propiedad,
ciertas especies de Alternaria spp., Cladosporium spp., Gliocladium spp., Humicola spp. o
Helminthosposium spp. producen sustancias similares a las sustancias humicas del suelo, y por lo
tanto, pueden ser importantes en el mantenimiento de la materia orgdnica del suelo. Los hongos
metabolizan compuestos carbonados de muy dificil degradacién como las celulosas, las
hemicelulosas y las ligninas, asi como, azucares simples, alcoholes, aminoacidos y acidos nucleicos.
Los hongos son muy importantes en suelos con desechos de cosecha. Su rdpido crecimiento
ramificado y la intensa actividad degradadora les permiten mantener un equilibrio en los

ecosistemas del suelo.

Las raices de las plantas estan pobladas de hongos que aprovechan las exudaciones radiculares
constituidas por azlcares, aminodcidos, dacidos organicos, nucleétidos, enzimas, vitaminas vy
sustancias promotoras del crecimiento. Los hongos movilizan nutrientes minerales hacia las raices de
las plantas, aumentan la capacidad de retener agua en sequia, fijan nitrogeno y fésforo, ademas de
proteger a las raices de fitopatdgenos, como se ha sefialado anteriormente, por competicion por el
espacio y emitiendo, en algunos casos, sustancias que inhiben el crecimiento del patégeno. Algunos
hongos entran en simbiosis con las raices de las plantas, hongos micorrizas que aportan efectos

benéficos en la planta.

La mayoria de hongos que son aislados del suelo estan dentro de la clase Hongos Imperfectos en
virtud del hecho de que producen abundantes esporas asexuales y carecen del estado sexual. Los
miembros de esta clase se distinguen por su micelio septado y el conidiéforo, del cual se forman

continuamente conidias o esporas.

Los géneros encontrados comunmente en el suelo y que se pueden aislar por métodos
convencionales son: Aspergillus spp., Botrytis spp., Cephalosporium spp., Gliocladium spp., Monillia
spp., Penicillium spp., Scopuraliopsis spp., Trichoderma spp., Verticillium spp., Alternaria spp.,
Cladosporium spp., Pulularia spp., Cylindrocarpon spp., Fusarium spp., Absidia spp., Cuninghamella
spp., Mortirella spp., Muco spp.r, Rhizopus spp., Zygorhynchus spp. y Pythium spp. (Oomiceto);

Chaetomium spp. (Ascomiceto) y Rhizoctonia spp..
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ESTUDIO TAXONOMICO DE LOS HONGOS COMUNMENTE AISLADOS

Los micromicetos componentes de la denominada microbiota total se han identificado siguiendo
los manuales mdas comunes en los laboratorios de Patologia Vegetal: Barnet y Hunter (1972), Sutton
(1980) al igual que hicieran Tello et al.,(1992), basandose en las fichas descriptivas de la EPPO. Para la
identificacidon de las especies del género Fusarium se utilizaron los trabajos de Gerlach y Nirenberg
(1982) y Nelson et al.,(1983). La taxonomia fungica es dindmica y progresiva, variando de un autor a
otro de ahi la clave de una breve identificacion morfoldgica radique, principalmente, en el material

bibliografico empleado para dicha identificacion.

Aspergillus spp.

Género perteneciente a la subdivisién Deuteromycotina, orden Moniliales, familia Moniliaceae.

En 1965, Rapper y Fennel, sefalaron la existencia de 18 grupos y reconocieron 132 especies. Su
aspecto en el medio agar malta acidificado es aterciopelado mostrando una pigmentacion en la
superficie verde-azulada, negra o amarillo-verdosa en funcién de la especie, que se caracteriza por la
producciéon de hifas especializadas, denominadas conidiéforos, sobre los que se encuentran las

células conidiégenas que originaran las esporas asexuales o conidios.

El micelio es septado, ramificado, generalmente sin colorear, las partes sumergidas en el agar
son vegetativas y las aéreas, en su mayor parte, fértiles. Las colonias a menudo, presentan zonas
circulares (Abarca, 2000). Los conidios de este grupo, son de color verde, y las ascosporas se
encuentran en ascas comprendidas en peritecios cuya coloracion va de amarilla a rojiza. El
conidiéforo, septado o no, surge de una célula basal, que es una célula micelial, agrandada y rodeada

de una gruesa cubierta. . i
Figura 5. Detalle de Aspergillus spp.

mediante microscopio.

La clasificacion del género Aspergillus spp.
en subgéneros y secciones estd basada
fundamentalmente en cuatro caracteristicas:
presencia de teleomorfo, presencia o ausencia
de métulas; disposicion de las métulas o fidlidas
sobre la vesicula y coloracién de las colonias

(Abarca, 2000).

En medio agar-malta acidificado, las

colonias de Aspergillus flavus son de rapido

Gema Pérez Molina
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crecimiento, granulosas, presentan un color que vira del amarillento al amarillo verdoso, el micelio es
blanco y apenas visible; los esclerocios, cuando estdn presentes, son de color marrdn, variables en
tamafio y forma. El reverso de la placa muestra colonias generalmente incoloras y en ocasiones,

amarillo crema.
Penicillium spp.

Género perteneciente a la subdivision Deuteromycotina, orden Moniliales, familia

Moniliaceae.

Penicillium spp, esta constituido por varios grupos y subgrupos con unas 150 especies (Pitt,
1979) basandose en la ramificacidon de cabezuelas o penicilios. La diferenciacién de especies de
Penicillium a demas de realizarse mediante la visualizacién morfolégica microscépica se utiliza
caracteres fisiolégicos macroscopicos, que incluyen el diametro de las colonias, la coloracién de

los conidios y los pigmentos de las colonias.

Las colonias de Penicillium son circulares si no hay interferencia alguna que impida su
crecimiento, con un borde neto muchas veces sin fructificacion y mostrando el color del micelio.
Normalmente, éste, suele ser blanco pero en algunas especies es amarillo, anaranjado, purpura
o pardo claro. La superficie de la colonia madura, puede ser aterciopelada, ligeramente

algodonosa o con pequerios haces de conidiéforos (Pitt, 1979).

El género se caracteriza por formar conidios en una estructura ramificada semejante a un
pincel que termina en células conididégenas llamadas fidlidas. Las ramificaciones se ubican
formando verticilos. El micelio es tabicado, penetra en el sustrato y después produce hifas
aéreas en las que se desarrollan los conidiéforos. Los filamentos o hifas alcanzan un didmetro
entre 2-3 um y tienen septos con un poro

central que no es visible al microscopio Figura 6. Detalle de Penicillium spp. mediante

Optico. _microscopio.
s
L >%;~
Con estas aclaraciones, se hace y o i

necesaria la correcta diferenciacién de los -
penicilios de otros géneros de hongos que
forman esporas en conidiéforos
ramificados. Uno de los mas similares es el
género Paecilomyces que tiene fidlidas con

el apice muy alargado, conidios elipticos y
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colonias de tonos pardos pero nunca verdes. Las esporas del género Gliocladium tienen fidlidas con
el extremo curvado y esporas mucosas que se aglomeran, mientras que los penicilios originan
xerosporas en fidlidas con un eje de simetria. También las especies de Trichoderma forman conidios

Mmucosos que se rednen en cabezuelas con tonos verdes.

Trichoderma spp.

Pertenece a la subdivisién Deuteromycotina, orden Moniliales, familia Moniliaceae. Trichoderma
es considerado un habitante comun del suelo, perteneciente a los hongos sapréfitos, a menudo, es

aislado de suelos tanto cultivados como no y en todas las latitudes.

El género se caracteriza por tener micelio septado

Figura 7. Detalle de Trichoderma spp.

(Frazier y Westhoff, 1978). Posee conidiéforos erectos, mediante microscopio.

también septados, altamente ramificados mas o menos o oty f
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pared.

El hongo crece y se ramifica en tipicas hifas que pueden oscilar entre 3 y 12 um de diametro,
segun las condiciones del medio en el que se esté reproduciendo. La esporulacién asexual ocurre en

conidios unicelulares de color verde.

ESTUDIO TAXONOMICO DE LOS OOMICETOS COMUNMENTE AISLADOS

Pythium spp.

El género Pythium pertenece a la clase Oomycetes, reino Chromista. El género se encuentra
ampliamente distribuido a lo largo del globo terrestre, y aproximadamente 150 especies han sido
descritas (Kirk et al., 2008). Varias especies son conocidas como patégenos de numerosas plantas, y
muchos de ellas muestran un amplio rango de hospedadores si es comparado con otros géneros

como ocurre para Phytophthora.
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La taxonomia de Pythium estd basada generalmente en las caracteristicas morfoldgicas como
son la forma y tamafio de los esporangios y los oogonios, la extension de las oosporas en el oogonio
(plerdtico o aplerdtico), el nUmero de anteridios por oogonio, y la posicién de los anteridios en

relacidn al oogonio (Waterhouse, 1963; Van der Pladst-Niterink, 1981; Dick, 1990).

Los miembros de Pythium son considerados un grupo de especies muy dificil de identificar
debido a que estas caracteristicas son, a menudo, muy similares entre diferentes especies vy, a veces,

las formas que delimitan a una especie u otra no se desarrollan en el medio agar.

La taxonomia de las especies del género Pythium, en general, se basa en unas cuantas
estructuras morfolégicas distintivas, relacionadas con la formaciéon de esporangios y oosporas o

conidios.

Esporangio: estructura en forma de saco que contiene un numero indefinido de esporas
asexuales méviles denominadas zoosporas. El tiempo requerido para la formacion de esporangios en
cultivo, asi como su morfologia y abundancia son factores variables en funcién de la especie. Dos

tipos de esporangios estan presentes, filamentosos y globosos.

Pythium es un oomiceto que produce micelio intracelular, segrega una cantidad indefinida de
enzimas. El micelio produce esporangios donde se desarrollan las zoosporas (son liberadas al medio).
El hongo puede permanecer en el suelo como saprofito, sin embargo, con el exceso de humedad, la
temperatura desfavorable para la planta, la repeticion de un cultivo en el mismo suelo son factores

que influyen en la patogenicidad de la especie.

Garret (1970) describe a los componentes del género como parasitos no especializados, debido
a que la mayoria de sus especies son poco especificas en sus ataques pudiendo actuar como

patdgenas sobre gran variedad de plantas.
Phytophthora spp.

El género Phytophthora pertenece al reino Chromista, Division Oomycota, familia
Peronosporales. Este género fue descrito por Bary en 1987 con P.infestans de Bary, reconocionando
a dicho oomiceto como responsable del “blight” tardio en la patata en Europa (1980). Phytophthora
ha sido estudiado en una gran variedad de investigaciones por las graves pérdidas econdmicas
ocasionadas asi como por su amplia distribucidon en el mundo. El género Phytophthora se distingue
de los verdaderos milius por sus esporangioforos con ramificacién indeterminada y de Pythium spp.
por la diferenciacién completa de zoosporas moéviles dentro de los esporangios antes de ser liberados

(Libro Enfermedades de plantas).
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Todas las especies del género poseen un micelio hialino, continuo, de paredes paralelas o
irregularmente calibradas, donde pueden observarse abundantes gotas oleaginosas. El micelio es
cenocitico, observandose solo raramente la presencia de algunos tabiques (1, 49). El micelio es capaz
de vivir de forma saprofita sobre las particulas de materia organica del suelo en ausencia del huésped
(13, 16). Sin embargo, segun otros autores (51) la invasion de materia organica por parte del micelio

es muy pobre, y el movimiento de este a través del suelo es pequeiio o nulo.

La presencia de esporangios es comun para todas las especies del género, son incoloros o de
color amarillo tenue y de manera general se insertan terminalmente en el es. El esporangiéforo no se
diferencia normalmente de las hifas, aunque en algunas ocasiones puede ser mds ancho o delgado

que estas.

La capacidad de producir estructuras sexuales es una caracteristica del género Phytophthora. El
oogonio es la componente femenina y el anteridio la masculina. El oogonio estd separado de las hifas
por un septo, es globoso o casi globoso, hialino (en ocasiones, se pigmenta ligeramente tomando
coloracién amarilla o marrén) (Erwin y Ribeiro, 1996). El anteridio puede ser esférico, oval,
claviforme o cilindrico, esta separado de la hifa por un septo y se une a la base del oogonio,
atrapandolo (anfigino) o por la parte hemisférica inferior (paragino). La forma de unién del anteridio

al oogonio es un cardcter diferenciador de grupos de especies.

2.4.4. Microorganismos asociados a la rizosfera

La rizosfera es entendida como la zona del suelo que rodea a las raices y es influenciado
bioldgica y fisicamente por las mismas (Kluepfel, 1993). En la rizosfera tiene lugar una interaccién
dindmica con los microorganismos y las caracteristicas quimicas y biolégicas se manifiestan en una
porcién de apenas 1 mm de espesor a partir de las raices (Coyne, 2000). En un sentido mas amplio, la
rizosfera se puede considerar como la porcion del suelo en la que se encuentran las raices de las
plantas, ya que es una zona donde se originan una serie de relaciones fisicas y quimicas que afectan a
la estructura del suelo y a los organismos que viven en él, proporcionandole unas propiedades
diferentes. Segin Dommerges Y Mangenot (1970) la rizosfera se define tedricamente como la zona
del suelo donde la microflora teldrica sufre la influencia de las raices, conformando un microhdabitat
con limites no muy bien definidos.

De manera general, se consideran dos zonas en la rizosfera, como consecuencia de no ser una

regidon homogénea, puesto que un gradiente de estimulacién de los microorganismos desde la propia
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superficie de la raiz 1-2mm donde el efecto es minimo (Barea y Azcén-Aguilar, 1982). Ademas, estos

autores describen una tercera zona:

Rizosfera: definida como la fina capa del suelo que se adhiere a las raices.

Rizoplano o rizoplana: constituida por una superficie de la raiz y los microorganismos que viven

en ella.

Endorizosfera: tercera regién formada por tejidos corticales de la raiz, invadidos y colonizados

por microorganismos saprofagos y simbidticos.

Las caracteristicas principales observables en la rizosfera si se le compara con el suelo no
colonizado por la raiz, es la estabilidad de las particulas del suelo, tanto por la accién mecanica de las
raices , como por la accion agregante de los exudados de los diferentes organismos presentes
(plantas y microorganismos). Por otro lado, por tratarse de una zona de actividad bioldgica intensa,
con una transferencia importante de agua y nutrimentos, generalmente los microorganismos, son
encontrados en mayor numero y diversidad, si se le compara con el suelo no rizosférico (Grant y

Long, 1989).

En general, los microorganismos que habitan en la rizosfera sirven como un intermediario entre
la planta, que requiere nutrientes inorganicos solubles y el suelo que contiene los nutrientes
necesarios pero mayoritariamente en formas inaccesibles y complejas. Kluepfel (1993) sefialé que
aunque existe una alta poblacién microbioldgica que se concentra en la rizosfera, ésta muy poco se
ha examinado con detalle. El grupo de microorganismos y otros agentes que se encuentran en la
rizosfera incluyen bacterias, hongos, nematodos, protozoos, algas y microartrépodos (Johansson et

al., 2004).

En la zona préxima a la raiz, Pochon y De Barjac (1958) suponen que las raices vegetales
modifican el equilibrio de las poblaciones microbianas del suelo. La produccién por parte de las raices
de gas carbdnico, sustancias de acciéon energética, enzimas o auxinas, asi como descamaciones
celulares que pueden ser metabolizadas por los microorganismos, modifican la microbiota telurica,
considerando asi que las raices de las plantas crean un nuevo microhdabitat, o al menos nuevas
condiciones en el habitat. El suelo soporta diferentes efectos debido a la presencia de las raices tales
como disminucion de la concentracidn de ciertos nutrientes minerales, descamacion parcial de la
zona por absorcién de agua, aumento de la cantidad de carbonatos por la eliminacidn del didxido de
carbono, incremento de las sustancias alimenticias para los microorganismos al exudar vy

desprenderse parte de ella.
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El crecimiento de la raiz a través del suelo ejerce importantes efectos sobre la poblacion
microbiana eddfica. La raiz activa y, en particular la zona situada inmediatamente por encima del
apice de la raiz, exuda sustancias organicas e inorgdnicas que refuerzan la actividad microbioldgica,

aunque algunas de ellas exudan sustancias nocivas para ciertos microorganismos.

Whipps et al. (2001) encontraron que la liberacién de material organico desde las raices, no solo
proporciona la energia necesaria para el desarrollo de poblaciones de microorganismos saprofitos y
patdgenos sino que también promueven la quimiostasis de los mismos hacia ellas, estableciéndose
competencia por el carbono, llegando a comportarse como saprofitos facultativos, dependiendo del
tipo de suelo, tamafio de la poblacién microbiana, contenido de materia orgdnica y distancia entre

planta, raices y semilla.

El estimulo de los microorganismos supone que estd motivado por sustancias procedentes de la
secrecion radicular y de la autobiosis de las células de la raiz muertas o proximas a morir (Prikryl y
Vancura, 1980; Schonwitz y Zeigler, 1982; Gardner et al., 1983; Rovira et al., 1988; Meharg y Killham,
1991; 1995). A este estimulo que deriva en un incremento de la actividad microbioldgica en la
rizosfera, recibe el nombre de efecto rizosférico, pudiendo afectar positiva o negativamente a la

actividad de la microbiota del medio edafico.

Numerosos estudios pusieron en evidencia que el efecto rizosfera depende de la especie vegetal
(Vancura y Hanzlikova, 1972; Curl y Truelove, 1985), de la edad, cantidad de proteinas y de
carbohidratos liberados por plantas herbaceas que se ven reducidos conforme aumenta la edad de la
planta (Juo y Stotxzky, 1970: Liljeroth y Baath, 1988; Parkinson, 1957; Frenzel, 1960; Jiménez et al.,
2009) y del vigor de la planta. Concretamente, la calidad de los componentes liberados por las raices
de las plantas parece influir fuertemente en la composicion y actividad en la rizosfera, un ejemplo de
ello se aprecia en la preferencia de ciertas bacterias por los exudados de raiz de diferentes plantas.
Asi, los mayores efectos de la rizosfera sobre los microorganismos se aprecian, en general, cuando la
planta alcanza su tamafio normal y empieza a florecer. De Cara (2007) compara hongos aislados de
suelo y de la raiz de la planta del melén apareciendo en ambos casos hongos de los géneros
Penicillium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Macrophomina phaseolina, Curvularia spp., Rhizopus
spp., Alternaria spp., Phoma spp., Paecilomyces spp., Trichoderma spp., Pythium spp., Stemphylium
spp.. Sin embargo, en las raices de las plantas aparecieron ademds Pythium spp., Monosporascus

cannonballus, Olpidium bornovanus y Fusarium oxisporum f.sp. melonis.

El origen de las sustancias excretadas pueden ser inorgdnicas, pero las que mas acttan sobre los

microorganismos son las organicas (azucares y aminoacidos). Entre estas sustancias se han descrito
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numerosos aminodcidos (lisina, glicina, serina, asparagina, leucina, treonina, glutamina, etc) vy
azucares (glucosa y fructosa). Los tipos de exudados que frecuentemente se encuentran son:
carbohidratos del tipo de los oligosacaridos, mono, di y trisacaridos. Como exudados importantes
también se encuentran factores del crecimiento como la tiamina, niacina, colina, inositol, piridoxina,
acido N-metil nicotinico, etc., que son necesarios para el desarrollo tanto de hongos, bacterias,
actinomicetos y algas como para la microfauna (protozoos, nematodos e insectos) (Ferrera-Cerrato y
Pérez-Moreno, 1995). Se encuentran también otros compuestos como son los nucledtidos,
flavomonas y enzimas (fosfatasas, invertasas, amilasas, proteasas), asi como hormonas vegetales

(auxinas, citoquininas, acido giberélico, etc.) y otros importantes para la actividad.
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3. Materiales y Métodos
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Emplazamiento del ensayo

El ensayo se realizd durante la campafia de primavera del 2012 en la finca experimental de la
fundacion UAL-ANECOOP, emplazada en el paraje Los Goterones, en la provincia de Almeria,
poligono 24, parcela 281 (longitud 2,1708° y latitud 36,5177°).

La superficie de la finca es de aproximadamente 140.000 m? ocupados principalmente por
diferentes invernaderos (la mayoria de ellos con estructura multitinel y de tipo “raspa y amagado”)
utilizados para la realizacién y el desarrollo de ensayos de investigacién. Asi mismos la finca presenta
también varias naves destinadas a distintos usos (oficinas, salas de sistemas de riego, laboratorio,

etc.
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Figura 8. Situacion de la finca experimental “Fundacién UAL-ANECOOP”. EP.

Figura 9. Localizacion de la finca UAL-ANECOOP. Fuente: Instituto de cartografia andaluza.
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Figura 10. Plano de la finca experimental “Fundacién UAL-ANECOOP”

3.2. Caracteristicas del invernadero
El ensayo se realizé en el invernadero U7, con una superficie invernada de 1917 m?y cultivada
de 1784 m? dividido este en dos tablares (Norte y Sur) suya superficie es de 892 m?. Este invernadero

fue construido en el afio 2004, siendo la campafia 2004-2005 la primera campafia agricola.

3.2.1. Estructura
El invernadero U7 posee una estructura de “raspa y amagado” o a dos aguas (siendo los mas
comunes en la provincia de Almeria). Este tipo de invernaderos presentan una gran resistencia
respecto al control del agua de lluvia que es evacuada mediante sistema de canaletas al exterior.
Este tipo de invernadero “raspa y amagado” surge de la evolucidn del invernadero plano. Consta de
una cubierta a dos aguas y una mayor altura en la cumbrera, mejorando la inercia térmica y

favoreciendo la captacion de radiacidn solar.

Gema Pérez Molina
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Figuras 11 y 12.Vista exterior del invernadero raspa y amagado donde se realizé el ensayo.

Presenta una distancia entre raspas consecutivas de 8 m., altura en la raspa o cumbrera de
4,70 m. (tubo + bloque). La distancia entre tubos de la misma fila es de 2 m., asi como la distancia de
amagados de la misma fila.

La altura de la banda del invernadero es de 3,40 m. La distancia entre pies perimetrales
consecutivos de la banda es de 2 m. y estan formados por perfiles de acero laminado IPN-120, con

una inclinacion de 60° aproximadamente respecto al suelo.

Referente a los materiales empleados en la estructura, los postes son tubos de acero
galvanizado y la cuadricula (33 x 33 cm.) de alambre de acero triple galvanizado. El material de la
cubierta es de plastico tricapa de 800 galgas, color blanco y 3 campanas de duracion. Este plastico
tiene efecto térmico para evitar o disminuir posibles riesgos de inversién térmica, favoreciendo en
este aspecto el desarrollo del cultivo, asi como un efecto de difusién de la luz que penetra en el

invernadero que reduce el sombreo o falta de luz en plantas y frutos.

El invernadero consta de dos entradas, ambas poseen doble puerta con antesala, cuya funcién

es impedir la entrada de insectos vectores en el invernadero al entrar y salir del mismo.

3.2.2 Orientacion
La orientacidn que presentan los invernaderos es Este-Oeste, mientras que las lineas de cultivo

presentan una orientacion Norte-Sur.

3.2.3 Sistemas de ventilacion
El invernadero dispone en las bandas de ventanas laterales enrollables de pldstico con

apertura automatizada. El sistema de ventilacidn cenital es de tipo cremallera, también con apertura
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automatizada. En total, presenta 108 m. lineales de ventanas, divididos en 3 ventanas de 36 m. cada
una, siendo el ancho de unos 0,70 m., y construidas con tubos galvanizados de 25 x 25 mm., y
protegidas con mallas antitrips de 20 x 10 hilos/cm para evitar la entrada de plagas e insectos

vectores de enfermedades.

3.2.4. Suelo

Se trata de un suelo de desmonte con enmienda fisica. Presenta un enarenado tipico
almeriense, en el que, sobre el suelo original previamente nivelado y enmendado con gravilla, se
aportdé una capa de estiércol con un espesor de unos 8 mm. y sobre ésta capa, otra de arena de

granulometria gruesa de unos 10 cm de espesor.

En la tabla 3 figuran los datos del analisis del extracto saturado realizado al suelo de la finca el

19 de septiembre de 2005 en los “Laboratorios EYCOM S.L.” de Almeria.

Tabla 3. Analisis del extracto saturado del suelo de la finca.

Resultados
PARAMETRO
Materia Organica (%) 1,91 <2% Nivel bajo
Carbono organico (C9 (%) 1,11
Carbonatos totales (CaCO3) (%) 35,8 25-40 Contenido alto
Caliza activa(CaCO3) (%) 6,0 0-60 Normal
Potasio asimilable (ppm) 471 >250 Contenido alto
Fésforo asimilable (Olsen) (ppm) 86 >10 Nivel rico
Nitrégeno nitrico (ppm) 97
ANALISIS TEXTURAL Textura Franco-Arenosa
Arena:60%. Limo:25%. Arcilla:15%
CATIONES DE CAMBIO ppm meq 100 g* % meq
Sodio 293 1,27 1,49
Potasio 471 1,20 1,41
Calcio 16158 80,63 94,28
Magnesio 294 2,42 2,83
Cationes totales 17215 85,52
EXTRACTO SATURADO
pH 7,7 Alcalino
CE (1uS/cm) 3350 Salinidad escasa
Relaciones Iénicas
Ca*'/mg™ 33,35
Ca""/Na" 63,33
K'/mg™ 0,50
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3.2.5 Sistemas de riego

El sistema de riego de toda la finca experimental de la fundacién UAL-ANECOOP es gestionada
desde la sala de cabezales de riego. El sistema se compone basicamente por los siguientes
elementos: dos balsas impermeabilizadas, sistema de inyeccion de fertilizantes, sistema de impulsién

de la solucion final a los goteros, ordenador y cuadro de control.
Balsas de riego

La finca dispone de 2 balsas para riego, cada una con una capacidad de unos 5000 m>.,
impermeabilizadas y cubiertas con polietileno negro, evitando asi pérdidas por evaporacién,
descomposicion y proliferacidon de algas. Una de las balsas almacena agua procedente de la planta
depuradora de Almeria, que presenta una CE 1,8-2 dS m™. La otra balsa almacena agua de lluvia, que
es recogida por las canaletas instaladas en los invernaderos de la finca y reconducida a través de una

red de tuberias, su CE es de 0,3-0,6 dS 'm™.

Para el impulso del agua, existen dos bombas centrifugas multicelulares (una para cada balsa). El
sistema permite bombear y mezclar el agua hasta el tanque de mezclas situado en el cabezal segin
requerimientos del cultivo, es decir, en funcién de la conductividad eléctrica deseada. El agua una
vez mezclada se divide en dos caudales para abastecer los dos cabezales de riego utilizados en los
invernaderos enarenados y cultivo sin suelo respectivamente, se filtra a través de dos filtros de
anillas correspondientes a cada caudal y se registran los volimenes de riego consumidos que pasan

en dos caudalimetros,, situados aguas arriba de los cabezales.

Figura 13.Detalle de las balsas en las que se almacena el agua de riego.

Cabezal de riego

Sistema de impulsién: basicamente consta de una bomba centrifuga de impulsién de 3

CV de potencia y de un piezémetro de estabilizacion del flujo de agua
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Sistema de inyeccion de fertilizantes: el ensayo es abastecido mediante un cabezal
en el que se inyectan los fertilizantes. Los elementos del equipo de fertirriego se gestionan
desde la sala de cabezales de riego mediante un programador. Mediante el sistema de
inyeccion se realiza la mezcla de las soluciones madre de fertilizantes y acido con el agua de
riego para obtener la solucidn de riego final. Consta de los siguientes elementos:

- Tanque de solucién de fertilizante madre

- 5tanques con capacidad para 1000 L cada uno

- 1tanque con capacidad para 500 L para microelementos
- Bomba inyectora de fertilizante

- Electrovalvula

- Ordenador de control

El agua llega a un tanque de mezclas con capacidad de 200 litros, provisto de una boya para
mantener su nivel, sobre este tanque se inyecta la proporcién designada de cada uno de los
tanques de solucién. El sistema cuenta con dos sensores de pH y dos de CE para detectar
posibles errores en el circuito. En caso de error, el sistema estd programado para detener el

abastecimiento hidrico.

Sistema de filtrado: dispone de un filtro de mallas que retiene las impurezas que puedan

existir en la solucion fertilizante.

Figura 14. Detalle del cabezal de riego de la finca experimental UAL-ANECOOP

Red de distribucion

La red de distribucidn comienza con una tuberia de impulsidon que se extiende desde el
cabezal de riego hasta el invernadero. Existe una electrovalvula principal con la que se controla el

paso del agua desde el sistema de fertirriego hasta los ramales de riego.
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En el invernadero, el sistema se divide en cuatro sectores de riego independientes, que son
controlados con electrovélvulas. El sistema por goteo del que dispone el invernadero queda
restringido a un total de 44 ramales portagoteros constituido por 21 lineas dobles y dos lineas
simples en los extremos, por la superficie total de la que consta el invernadero, 1750 m?% Dichos
ramales portagoteros se encuentran colocados en lineas pareadas con 0,5 m de separacién entre
ambas, y 1,50 m de separacidn entre ramales en pasillos. Los emisores empleados son

autocompensantes, antidrenantes y de caudal nominal de 3h™.

3.3. Material Vegetal

La produccién de semilla triploide (que después producira frutos sin semilla) se logra mediante el
cruce de una linea tetraploide como el componente femenino con una linea diploide como donante
de polen. El polen que producen las plantas triploides no es viable y la cantidad del mismo es
minima. Es por ello que en un campo de produccién de sandias sin semillas se debe de sembrar las

plantas triploides acompaiadas con un polinizador diploide.

Variedad comercial

La especie empleada en este ensayo fue Citrullus lanatus cv. Fenway, siendo una variedad
comercializada por la empresa MONSANTO COMPANY. Se trata de una variedad triploide de planta
muy vigorosa y productiva. Frutos redondos, uniformes y con un peso medio de 4-5 kg. La piel
externa es oscura. La carne es de color roja, destacando por su sabor, textura y alto contenido en

azucar. Se trata de una variedad bien adaptada a las condiciones de invernadero y aire libre.

Figura 15. Detalle del aspecto exterior del cv. Fenway.
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Variedad polinizadora

La especie empleada en el ensayo como superpolinizador fue Citrullus lanatus cv. Crisby, una

sandia diploide.

Figura 16. Detalle del aspecto exterior de la variedad Crisby.
3.4. Técnicas de cultivo
A continuacidn se detallan los procedimientos culturales seguidos en cada etapa del ensayo.

3.4.1 Ciclo de cultivo
El ciclo de cultivo, un ciclo corto de primavera, se llevé a cabo del 1 de Febrero al 15 de Mayo del

2012 cuando se realizé la segunda y ultima recoleccion.

Febrero Marzo Abril Mayo

| COLMENA |
| [ | |

1 2 3 4

Figura 17. Detalle de muestreo por meses.

1- 1 de Febrero de 2012: Trasplante de la plantula procedente de semillero.
2- 17 de Marzo de 2012: Introduccidn de la colmena en el invernadero.

3- 10 de Abril de 2012: Retirada de la colmena.

4- 8y 15 de Mayo de 2012: Cosecha del cultivo.

3.4.2 Marco de plantacién

Se trabajé con un marco de plantacién de 4 m entre cada linea de cultivo y de 1 m entre plantas,

dando como resultado una densidad de plantacién de 0.25 plantas/m?®.
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Figura 18: Detalle del marco de plantacion de sandia
En total, el ensayo constaba de 400 plantas entre todas las divisiones parcelarias que se

realizaron.
3.4.3 Trasplante

Cuando las plantulas adquirieron el tamafio adecuado en el semillero se trasplantaron
directamente al suelo del invernadero del ensayo con una densidad de 0,25 planta/m?. El trasplante
se realizd el 1 de Febrero de 2012. Se trasplantaron 10 plantas por tratamiento, siendo 7 plantulas de
la variedad comercial y 3 de la polinizadora. En el esquema que se presenta a continuacidn se refleja

con mayor claridad (Figura 19).

ToRy

TiRy

() Variedad Comercial (Fenway)

(O Variedad Polinizadora (Crisby)

Figura 19. Detalle de distribucion de las variedades plantadas.

3.4.4. Recoleccién
La recolecciéon fue realizada por personal experto en el corte de sandia, de manera que

Unicamente se cortaron aquellos frutos que comercialmente eran aceptables.

Se realizaron dos cortes uno el 8 de Mayo de 2012 (97 D.D.T.) y el segundo el 15 de Mayo de
2012 (104 D.D.T.). D.D.T. dias después del trasplante.
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3.4.5. Polinizacion

Abejas (Apis Mellifera)

El 17 de Mazo se introdujo en el invernadero una colmena de abejas. Se dispuso de una colmena

propiedad de un apicultor particular.

Las colmenas se situaron en la banda del invernadero, buscando un sitio fresco para la
colocacién de éstas y situadas en altura, sobre una caja, para evitar problemas de humedad y de

invasién de hormigas dentro de las colmenas.

3.5. Riego y fertilizacion
El riego por goteo es el sistema mas extendido en cultivo de sandia en invernadero, con aporte
de agua y nutrientes en funcidn del estado fenolégico de la planta, asi como del ambiente en que

ésta se desarrolla (tipo de suelo, condiciones climaticas, calidad del agua de riego, etc.).

En cultivo en suelo y en enarenado el establecimiento del momento de riego vendra dado
basicamente por siguientes parametros: tensiéon del agua en el suelo, tipo de suelo,
evapotranspiraciéon del cultivo, eficiencia de riego y calidad del agua de riego. En la presente tabla se
proporcionan las cantidades aportadas de las aplicaciones de fertirriego para cada mes durante el

ciclo del cultivo.

Tabla 4. Plan de Fertirrigacion del cultivo de Sandia

Fertilizante (kg) Febrero Marzo Abril May:
Acido Nitrico 8,0 18,2 30,9 0,
Acido Fosférico 1,0 10,6 18,0 1,
Nitrito Potasico 7,4 15,6 25,7 16,
Nitrato Calcico 5,2 9,5 16,1 9,
Nitrato Amonico 0,7 3,8 6,4 0,
Nutrigeo Mix 0,1 0,1 0,4 0,
Sulfato Potasico 2,2 11,4 19,3 8,
Sulfato Magnésico 0,7 1,9 3,2 1,
3.6. Clima

El clima caracteristico en la zona de muestreo ensayado es subdesértico, mediterraneo, calido y

seco caracterizado por ausencia de heladas y muy escasas precipitaciones.
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La estacién meteoroldgica situada en la finca UAL-ANECOOP, fue instalada por GEONICA S.A., en
ella se realizan mediciones simultaneas de temperatura del aire y suelo, ademas de humedad

relativa, velocidad y direccion del viento, radiacién solar y presion barométrica.

100

| RN TN TH

80 | Tl
70 | Il

T2(2C) — HR(%)

a) b)
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Figura 20a, b. Evolucion de los valores de Temperatura (°C) y humedad relativa (%), suministrada por la
estacion meteoroldgica UAL-ANECOOP, durante todo el ciclo de cultivo de sandia. a) Exterior del invernadero
b) Interior del invernadero.

3.7. Diseio experimental y Distribucion de tratamientos

El ensayo se llevo a cabo en la parcela U7 de la finca experimental UAL-Anecoop, donde se
desarrollé un cultivo de sandia de ciclo de primavera, con trasplante el 1 de Febrero de 2012. Previo
al trasplante se realizaron tratamientos de biodesinfeccién con los distintos materiales, que

conformaron los siguientes tratamientos experimentales:
To: Tratamiento testigo, sin aportar materia organica al suelo antes del trasplante.
T,: Aplicacién de Biofence® a razén de 0,3 kg-m'z.
T,: Aplicacidn de restos vegetales del cultivo de Brassicas oleracea a razén de 0,8 kg:m™

Se practicaron 4 repeticiones para cada tratamiento, lo que hace un total de 12 unidades
experimentales virtuales (u.e.v.). Cada u.e.v. consistié en cuatro portarramales contiguos de cultivo,
a uno u otro lado del pasillo central. Las unidades experimentales virtuales fueron cubiertas en un
50% de su superficie con plastico para llevar a cabo la biodesinfeccién con solarizacién (To,:Testigo
solarizacién, T,,:Biofence 0,3Kg m?, T,p:Brassicas 0,8 Kg m?). La otra mitad de la u.e.v. no se cubrié
con plastico tras aplicar la materia orgénica (To:Testigo sin materia organica, T;:Biofence 0,3Kg m?,
T,:Brassicas 0,8 Kg m?). De este modo contamos con 24 unidades experimentales verdaderas de 40

m? cada una.
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Las aplicaciones de materia organica se hicieron mediante biodesinfeccién con dos técnicas
diferentes: Biofumigacion y Biosolarizacion. En la Biofumigacién, las materias organicas fueron
enterradas bajo la arena y para mantener el sellado, tras un primer riego a saturacion de 4 horas (24
I-m™), se aplicaron riegos de 1 hora (6 I-m2) cada 3 dias durante los 30 que abarcd el tratamiento. En
la Biosolarizacién, se aplicé sélo una vez el riego a saturacion (24 I-m™), después de haber cubierto el
suelo con un polietileno transparente. Una vez realizada la aplicacién de dichos tratamientos se
procedid con un cultivo de tomate de ciclo de otofio, tras el cual le sucedié el cultivo de sandia

objeto de estudio

1R~ LR ToR:

By ~ » - - f 1 |
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Figura 21. Distribucion de los tratamientos en el invernadero

3.8. Toma de muestras

Se realizaron 4 muestreos de suelo en distintos momentos del ensayo.

M1: Previo al trasplante. Una vez realizada la biodesinfeccion de suelo y tras finalizar el cultivo

de tomate de ciclo corto.

M2-M3: Durante el cultivo de sandia

M4: Tras finalizar el cultivo de sandia
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Tabla 5. Fecha en dias después del trasplante (D.D.T.) en las que se extrajeron los diferentes

Muestreos D.D.T.

muestreos.

M1 18/01/2012
M2 28

M3 70

M4 117

En cada uno de los puntos de muestreo, se retir6 la capa superficial de arena, de

aproximadamente 10 cm con la ayuda de una azada (Figura 22a). Las muestras de aproximadamente

500g, fueron tomadas siempre en el mismo punto, a una profundidad de 0 a 30 cm, y a 20cm del

bulbo hiumedo empleando para ello una barrena (Figura 22b). La desinfeccién de la barrena entre

toma de muestra era obligatoria para evitar posibles contaminaciones en la lectura de la microbiota

flngica y bacteriana de un suelo a otro. La barrena era introducida en un barrefio con agua y lejia

(Figura 22d). Los muestreos se realizaron sélo en el lineo central de la unidad experimental para

III

evitar e

efecto borde”. Las muestras eran recogidas en bolsas de plastico cada una de ellas

enumerada segun el tratamiento y la repeticion de la que procedia para ser trasportadas del

invernadero al laboratorio (Figura 22c).

Gema Pérez Molina
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Figura 22. a)Detalle de la eliminacion de la capa superficial de suelo con ayuda de una azada. b)Detalle de la
extraccion de la muestra de suelo con barrena. c)Detalle del embolsado de la muestra de suelo.
d)Desinfeccion de la barrena.

3.8.2. Preparacion de las muestras de suelo

A su llegada al laboratorio, las muestras de suelo se sometieron a un proceso de desecacién al
aire, a la temperatura ambiente del laboratorio. Las diferentes muestras de suelo se colocaban en
bandejas de plastico forradas con papel de fieltro secante. Una vez reducida la humedad de las
muestras, se podian considerar como biologicamente estables (Rouxel y Bouhot, 1971), de forma que
esto permitid mantenerlas almacenadas en el laboratorio durante el breve periodo de tiempo que se
tardd en analizarlas escalonadamente. Una vez realizado el proceso de desecacién, se procedio al
triturado y tamizado. Siguiendo las indicaciones de Tello y Lacasa (1990), Tello et al. (1991), Rodriguez
Molina (1996). La desecacién se hizo a temperatura ambiente (Figura 23), durante un tiempo

variable (entre 7 y 9 dias) segun la himedad de la muestra a su llegada al laboratorio.

Figura 23. Secado de las muestras de suelo a temeratura ambiente.
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Para la trituracién, se empled un mortero de pocelana y para el tamizado, un tamiz de 200 mm de
luz (Figura 24). La muestra primeramente se vertia en el mortero y se trituraba hasta visualizar una
muestra homogenea de suelo eliminando las piedras y donde los terrones quedaban reducidos a
fragmentos mds pequefios. Posteriormente, eran aifadidos al tamiz donde se agitaba hasta obtener

una muestra considerable de suelo en polvo.

Figura 24. a)Triturado de la muestra de suelo. b) Tamizado de la muestra de suelo

Una vez utilizados, ambos instrumentos eran desinfectados entre muestra y muestra
flameandolos con alcohol, tomando las precauciones necesarias que harian alcanzar la seguridad

necesaria.

3.9. Metodologia Analitica

Los métodos analiticos empleados para conocer la composicién microbiolégica de los suelos fueron

(Tello et al., 1991):

3.9.1. Método de las diluciones sucesivas del suelo en agua estéril
Esta técnica ha sido utilizada en el trabajo para cuantificar la microbiota total (hongos y bacterias
pobladores del suelo). Consiste en elaborar una suspensién de suelo en agua estéril y a partir de ella

ir confeccionando diluciones sucesivas.

En suelos desconocidos es conveniente hacer analisis previos para decidir el rango de diluciones a
ensayar, segun Tello et al., (1991) los suelos espafioles estan bien representados utilizando diluciones
102,107 y 10™. En nuestro trabajo realizamos lectura de anélisis en dilucién 10y 10 para cada uno

de los tratamientos y por muestreo.

El medio de cultivo utilizado fue agar-malta acidificado. Se realizaron 10 repeticiones por muestra,

para cada uno de los 4 muestreos realizados. La incubacion se realizé en el laboratorio a temperatura
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ambiente durante 4-7 dias. Transcurrido el tiempo indicado, se procedié al conteo de las U.F.C.
totales (Z) presentes en cada repeticién. Elegida, en este caso, la dilucién 107, los resultados se
expresan, tanto para biofumigacién como para biosolarizacién, como Zx10* U.F.C.-g™* de suelo seco.

A continuacidn se describe la aplicacion de dicha técnica:

- Cada muestra de suelo de 10 g se afiade a un matraz Erlenmeyer con 90 ml de agua estéril.
Se agita manualmente para homogeneizar la suspension.

- Se toman con una pipeta estéril 5 ml que son incorporados en otro matraz con 45 ml de agua
estéril obteniendo la dilucién de rango 10

- De la dilucién 10 se toman 5 ml y se afiaden a otro matraz con 45 ml de agua estéril,

obteniendo ahora la dilucién de rango 107

suelo.

b)
Figura 26. Procedimiento para la obtencion de diluciones sucesivas. a) Incorporacién de los 5ml para obtener
la dilucién 102 b) Extraccion de 5ml de la diluciéon 10-2. c) Incorporaciéon de los 5ml procedentes de la
dilucién 107 sobre matraz de 45ml para la obtencién de 107,
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Una vez realizadas las diluciones y elegida aquella cuyo rango nos aporté una informacidn
completa del estudio de la microbiota, las muestras obtenidas en cada uno de los muestreos eran
procesadas. Finalmente, se trabajé con ésta Gltima dilucién (10°%), debido a que andlisis preliminares
revelaron que las muestras de suelo quedaban asi bien representadas. Se analizaron 10 ml repartidos

en 10 placas de Petri a razén de 1ml-por placa usando para ello una pipeta estéril.

Figura 27. Incorporaciéon de 10ml pertenecientes a la dilucién 10-3 a la placa Petri.
A continuacién, se afiaden a cada placa de Petri 10 ml de medio agar-malta acidificado (Figura 28
a,b). Por ultimo, con unos suaves movimientos se uniformiza la muestra de suelo en el volumen

agregado de medio de cultivo.

La incubacion se realizé en el laboratorio a temperatura ambiente durante 5-7 dias. Transcurrido

el tiempo indicado, se procedio al conteo de las colonias.

Figura 28.a) Materiales utilizados para la adicién del medio nutritivo. b) Adicién del medio nutritivo Agar-
Malta acidificado.
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a)

Figura 29. a) Muestras de suelo incubadas a temperatura ambiente, transcurrido el period de 5-7 dias. b)
Conteo de la microbiota bacteriana edafica.

Medio de cultivo Agar- Extracto de Malta acidificado.

Componentes del medio Agar-Malta

- Extracto de Malta.......cccoeeuvceinnneicreceee e, 10 gramos
= AN e e s 10 gramos
V(U - TSRO 1 litro

Se esteriliza en autoclave a 121 °C durante 30 minutos.

Una vez preparado el medio, antes de su vertido a las placas con la muestra del tratamiento
diluida, este es acidificado mediante el aporte de 0,25 g de acido citrico por 1000 ml de agar-

malta, cuando se ha enfriado a 42-43 °C.

3.9.2. Método de las trampas vegetales con pétalos de clavel

El método de las Tasas de Contaminacién descrito por Ricci (1974) basado en el empleo de
pétalos inmaduros de clavel como trampas o cebos vegetales fue el empleado para evaluar la
presencia de oomicetos (Tello et al., 1991). El proceso consiste en la incorporacion de una porcion de
suelo, agua para evitar la colonizacién de otros patdgenos incapaces de generar zoosporas, y las
trampas a una placa petri. Los pasos a seguir se detallan a continuacion:

- Seincorpora a la placa Petri pequefias porciones de muestra de suelo con una cuchara,
previamente desinfectada. Durante la manipulacion de las distintas muestras, la
cuchara es flameada con alcohol.

- Se vierte en la placa una cantidad de agua suficiente para cubrir la muestra de suelo

adicionada.
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- Posteriormente en cada placa de Petri se depositan 5 pétalos de clavel inmaduros. La
altura de la suspensién en la que flotan los pétalos no debe ser superior a los 10 mm
debido a la dificultad de las zoosporas para alcanzar las trampas vegetales.

Se realizaron 5 repeticiones por muestra para cada uno de los 4 muestreos realizados, por lo
qgue, en total, obtuvimos 120 placas en cada muestreo. Cada una de las repeticiones contenia 5
pétalos de clavel. La incubacidn se realizé en el laboratorio a temperatura ambiente durante 4-5 dias.
Transcurrido el tiempo indicado, se procedié a la lectura, determinando presencia o ausencia de
oomicetos en cada una de las réplicas, para ello se considerd presencia cuando se encontraron
oomicetos en al menos uno de los pétalos. Los resultados se expresan, para cada uno de los 4

muestreos realizados, en % de repeticiones con presencia de oomicetos-técnica de desinfeccién ™.

Procedimiento del método de las trampas de clavel a traves de la visualizacién de imagenes:

Figura 31.a)Capullos de clavel para la extraccién de pétalos inmaduros b)Extraccion de petalos de clavel
inmaduros.
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Figura 32. a)Introduccion de los 5 pétalos de clavel inmaduros por placa. b) Incubacién de las muestras de
suelo a temperatura ambiente para su posterior analisis.

3.10. Analisis estadistico

Con el fin de testar diferencias significativas en las variables analizadas (UFC de hongos, UFC de
bacterias y % presencia de oomicetos) entre los distintos tratamientos aplicados (Tg, Top, Ty, T1p, T2 ¥
T,p) y para cada uno de los momentos de muestreo (M1, M2, M3 Y M4), se aplicéd un test no
paramétrico (Kruskal Wallis), dado que no se encontré una transformada con la que se cumplieran
las asunciones de normalidad y homocedasticidad requeridas por los tests paramétricos (debido a la
elevada variabilidad de los valores de las variables estudiadas como efecto de la heterogeneidad que

estas variables presentan de forma natural en el suelo).

Para la realizacion del anadlisis estadistico de todos los datos obtenidos se utilizd el paquete

informatico STATGRAPHICS V 5.1 para Windows.
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4.Resultados y Discusion
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente apartado se describen y discuten todos los resultados obtenidos procedentes de
los muestreos realizados durante el ciclo de cultivo de sandia en un suelo arenado. Previamente, el
suelo fue tratado mediante diferentes técnicas de biodesinfeccidn entre ellas Biofumigacion y

Biosolarizacién seguido por un cultivo de tomate de ciclo corto.

La literatura especializada no abunda en trabajos sobre la microbiota fungica, bacteriana y
oomicetos que habita un suelo tal y como aqui se ha planteado. Son mds frecuentes las
investigaciones sobre la densidad del indculo, y sus variaciones, de un microorganismo fitopatdgeno.
Muchos de estos estudios tratan hacer vélido que a mayor densidad del patégeno en el suelo mayor
severidad de la enfermedad ocasiona. Esta forma de razonar simplifica extraordinariamente el
sistema y no son tenidos en cuenta aspectos como la capacidad saprofita del pardsito, o las
propiedades intrinsecas del mismo microorganismo cuando se ha alimentado de un tipo u otro de
materia, fundamento que sostendria los beneficios de la antigua recomendacidon de rotar el cultivo
para disminuir la accién parasitaria del microorganismo que origina la enfermedad. O, el efecto de las

IM

condiciones del “ambiente suelo” en la expresién de la enfermedad, o la “capacidad de acogida” de

un suelo y las propiedades “antagonistas” de algunos de sus habitantes para admitir o no a un

Ill

extrafio en su medio. Aspectos todos ellos, que muestran la complejidad del “ambiente suelo”.

Una de las aportaciones mas interesantes de los estudios con microorganismos edéficos ha sido
la resistencia inducida en las plantas por la presencia de microorganismos no causantes de
enfermedad (como ejemplo algunos géneros de bacterias: Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, y

I”

otros), pero que siempre son estudiadas separadas del “ambiente suelo”. En cambio, son escasos los

estudios de la microbiota no patdgena de un suelo tratando de esclarecer su papel

Para comprender e interpretar mejor los resultados de este trabajo, no sélo debe tenerse en
cuenta la complejidad atribuida al suelo y anteriormente expuesta, también hay que considerar la
imperfeccion de las técnicas analiticas disponibles para la microbiologia del suelo, imperfeccion
secundada por la propia experiencia y por el trabajo de Martinez et al. (2009), que estudia la ecologia
de la microbiota fungica de los suelos de los invernaderos de pimiento del campo de Cartagena,
tratandose éste del Unico estudio en la linea del presente trabajo hasta donde nuestro conocimiento
alcanza. Asi, muestra de la enorme complejidad de la materia considerada, de ese trabajo se
concluyen distintos comportamientos de la microbiota fungica en diferentes invernaderos, asi como,
en diferentes afios para un mismo invernadero, aun tratandose del mismo suelo con el mismo

cultivo, y en el que se han practicado similares tratamientos de desinfeccidn. Asimismo, Torsvik et al.
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(1990) estimo que en 1 g de suelo hay 4.000 bacterias diferentes basandose en la asociacion ADN-
ADN. Aproximadamente el 1% de la poblacion bacteriana del suelo puede ser cultivado mediante
practicas de laboratorio. De este modo, no se conoce si este 1% es representativo de la poblacion
total bacteriana. Existe una estimacién de 1.500.000 de especies de hongos en el mundo (Giller et al.,
1997) pero al igual que las bacterias, muchos hongos no pueden ser cultivados a través de los
métodos estandar de laboratorio, en los que los medios de cultivo empleados limitan la expresién de
la microbiota presente en las muestras de suelo, esencia de la competicidn por el sustrato nutritivo, y

en definitiva por el subsistema (Thorn, 1997; Van Elsas et al., 2000).

Por ello, debemos afiadir la incertidumbre proveniente del analisis empleado y la representacion
de los datos obtenidos. Rouxel y Bouhot (1971) estimaron la precisién del método analitico mediante
la comparacion de desviaciones tipicas de numerosas muestras obtenidas a partir de suelos de
diversas procedencias. De esta comparacidn, se concluyo que las fluctuaciones de las desviaciones
tipicas son funcidon del nimero de propagulos de un microorganismo por gramo de suelo, es decir,
cuanto mayor es el nimero de unidades formadoras de colonias, menores son las fluctuaciones de la
desviacidn tipica y, por tanto, mayor es la precision del método analitico. Esta conclusion, fue
ademas reafirmada por Rodriguez Molina (1996) quien trato de ajustar la técnica analitica usada para
los hongos del género Fusarium spp. aislados del suelo desde varias vertientes: variabilidad de los
resultados dependiendo de la dilucion de la muestra; variabilidad de los resultados en funcion del
tiempo de almacenamiento de la muestra; precision, repetibilidad y reproducibilidad del método

analitico; y variabilidad de las poblaciones de Fusarium en el suelo y representatividad del muestreo.

La autora examind de forma intensa una calicata de 1x1x0,80m, diferenciando 4 horizontes en
cada una de sus caras de 10 cm de profundidad. Adicionalmente, se marcaron 4 horizontes mas en
una de sus caras. Las muestras se tomaron de la linea media de cada horizonte, recogiendo de 35-
45g de tierra sustraidos de 10 puntos equidistantes entre si. Los resultados obtenidos determinaron
que “las conclusiones y generalizaciones de los muestreos de suelo deben ser realizados con
precaucioén, ya que el muestreo intenso de un espacio pequefio de suelo muestra que la variabilidad

que existe en el medio es tal, que en realidad una muestra solo se representa a si misma”.

El método de la técnica de las diluciones sucesivas ha sido objeto de muchas criticas por sus
limitaciones. A pesar de ello, es considerado uno de los métodos mds utiles y productivos para
estudiar algunos aspectos de la microbiota del suelo. Es, tal vez, el mads util para observar los cambios
debidos a un tratamiento de incorporacion de materia organica al suelo (Burges, 1960).Una de las
limitaciones que sefald Burges, es que los microorganismos aislados no son todos los que se supone

gue hay en el suelo. Solo se aisla una parte de la microbiota fungica, que vendra determinada por el
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medio de cultivo elegido (Brierley, 1927). Incluso, el método no permite precisar la unidad fisiolégica
o morfoldgica que origino la colonia. Para el caso de las Bacterias, ha sido muy criticado el
razonamiento de si cada colonia procede de una sola célula, mientras que para los hongos esta
afirmacién no es aceptable, ya que las hifas crecen y se ramifican en el suelo, tardando en morir y
ademas esporulan. La mayoria de las colonias de hongos proceden de esporas y no de fragmentos
miceliares (Loper et al., 1984; Lemanceau et al., 1988). El conjunto de las limitaciones del método
analitico empleado tendrdn repercusiones importantes a la hora de separar a los hongos que son

verdaderos habitantes del suelo de los colonizadores transitorios.

Por tanto, en este estudio llama la atencién los elevados errores tipicos asociados a las estimas
realizadas, lo que confirma la poca precisién y el caracter fundamentalmente cualitativo de las
técnicas empleadas, que nos proporcionan fundamentalmente informacién sobre la presencia o
ausencia de determinados microorganismos. Los errores cometidos con la técnica empleada son
elevados porque en ella, ademds, se puede producir una sobreestimacién. Un ejemplo de ello seria la
sobreestimacion de hongos debido a la fragmentacién del micelio y/o dispersion de esporas, o por el
contrario, puede existir una posible interaccién entre microorganismos debido a la produccién de
antibidticos y/u otros diferentes mecanismos de antagonismo (Parkinson et al., 1971; Wollum, 1982).
Esto obliga a tomar con precauciones estos resultados a pesar de que cada muestra ha sido analizada

en 10 placas de petri para cada una de las 4 repeticiones realizadas.

4.1. Microbiota total presente en las enmiendas organicas empleadas

Previo a los tratamientos de biodesinfeccidn, se realizaron analisis para conocer la microbiota
total presente en las enmiendas organicas aplicadas al suelo. El andlisis de la microbiota total se
realizd por recuento en placa de las UFC presentes en cada materia organica. La tabla 6 muestra los
resultados de las poblaciones totales de hongos y bacterias, valores tanto para el caso de los hongos
(0,5-6,0 x10> UFC) como de las bacterias (0,1-23,0 x10° UFC) son muy pobres si se comparan con los
obtenidos por Tello y Lacasa (1990) en estiércoles producidos en Almeria (hongos: 397-3820 x10"
UFC) y por Dianez (2005) en el compost de orujo de vid (hongos:219,89-526,32 x10° UFC; bacterias:
601,76-1470,15 x10° UFC).

En el caso de pellets de Brassicas, los hongos aislados pertenecian exclusivamente al género
Penicillium spp.. Asi mismo, en el trabajo de Tello y Lacasa los hongos aislados pertenecen

principalmente a los géneros Aspergillus spp., Cladosporium spp, Penicillium spp, y Fusarium spp., y
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en el de Didnez (2005), los géneros de hongos aislados pertenecen a los géneros Aspergillus spp,

Penicillium spp, Fusarium spp y Rhizopus spp.

Tabla 6. Poblaciones de hongos y bacterias en las materias organicas empleadas en los

tratamientos de biodesinfeccion, expresado en x10> UFC-g™* suelo seco.

Materia organica Hongos (UFC) Bacterias (UFC)
Biofence® 0,80+0,79 0,10+0,32
Brassicas -- --

-- no se realizd analisis

4.2. Cuantificacion e identificacion de la microbiota fungica

4.2.1. Cuantificacion de la densidad de poblacién fungica en funcion de los
tratamientos.
La tabla 7 muestra los valores de UFC de hongos obtenidos antes del trasplante y durante todo
el ciclo de cultivo: 28, 70, 117 en dias después de trasplante (D.D.T.), en funcién de las distintas

materias organicas empleadas y aplicadas mediante biofumigacion y biosolarizacién.

Antes del trasplante y después del ciclo de cultivo de tomate (M1)
Las muestras de suelo analizadas no presentan diferencias significativas entre tratamientos (p-
valor > 0,05, mediante el test de Kruskal-Wallis) aplicados tanto en biofumigacién como en

biosolarizacion.

Durante el cultivo

e M2 (28 D.D.T)

En biofumigacidn, la densidad de poblacién de la microbiota fungica, una vez realizado el
trasplante, presenta diferencias significativas entre tratamientos (p-valor < 0,05 mediante el test de
Kruskal-Wallis). El recuento de UFC-g™ de suelo seco obtenido para T;=Biofence® presenta una mayor
densidad de poblaciéon fungica si se compara con los resultados registrados en M1, mientras que la

densidad de poblacidn fungica disminuye levemente para T,=Brassicas.

En Biosolarizacion, la densidad de poblacion de la microbiota fungica presenta diferencias
significativas entre tratamientos (p-valor < 0,05 mediante el test de Kruskal-Wallis). Los datos
obtenidos de las muestras analizadas sobre la microbiota fungica total revelan un comportamiento

similar al ocurrido para los diferentes tratamientos aplicados al suelo en biofumigacién. La densidad
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de poblacion fungica aumenta tanto para el suelo con aportes de materia organica como para el
testigo si se compara con los datos registrados en M1. Sin embargo, el recuento de UFC-g™ de suelo

seco obtenido para T,=Biofence® y T,=Brassicas es bastante inferior al obtenido en Ty=Testigo.

e M3(70D.D.T.)

En biofumigacién, la densidad de poblacién de la microbiota flngica total presenta diferencias
significativas entre tratamientos (p-valor < 0,05 mediante el test de Kruskal-Wallis). La densidad de
poblacién fungica sufre una disminucién para los tratamientos To=Testigo y T,=Biofence® obteniendo
resultados en el recuento de UFC-g-1 de suelo seco similares a M1, no obstante, para el tratamiento

T,=Brassicas aumenta si se compara con los datos obtenidos en M2 (28 D.D.T.).

En Biosolarizacién, la densidad de poblacién de la microbiota fungica total presenta diferencias
significativas entre tratamientos (p-valor < 0,05 mediante el test de Kruskal-Wallis). La densidad de
poblacién de la microbiota fungica de los diferentes tratamientos aplicados al suelo mediante
biosolarizacién en M3 sufre una disminucidn para los tratamientos y el testigo con respecto a M2,

siendo To=Testigo el suelo con el mayor valor de UFC-g™* de suelo seco.

Al finalizar el cultivo

e M4 (D.D.T.)

En biofumigacion las muestras de suelo analizadas no presentan diferencias significativas entre
tratamientos (p-valor > 0,05 mediante el test de Kruskal-Wallis). La densidad de poblacion fungica
sufre un aumento para T,=Biofence®, T,=Brassicas y To=Testigo si se compara con los resultados

obtenidos en M3.

En biosolarizacién las muestras de suelo analizados presentan diferencias significativas entre
tratamientos (p-valor < 0,05 mediante el test de Kruskal-Wallis). Los datos obtenidos de las muestras
analizadas sobre la microbiota fungica total revelan un comportamiento similar al ocurrido para los
diferentes tratamientos aplicados al suelo en biofumigacion. La densidad de poblacién fungica
aumenta tanto para el suelo con aportes de materia organica como para el testigo si se compara con

los datos registrados en M3.
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Tabla 7. Efecto de las distintas materias orgdnicas aplicadas mediante biofumigacion y
biosolarizacidon sobre la densidad de poblacion fluingica, valores (media * desviacion estandar)
expresados en UFC-g" de suelo seco antes del trasplante y durante el ciclo de cultivo: 28, 70; asi
como al finalizar el cultivo: 117 en dias después del trasplante (D.D.T.)

Hongos (x10° UFC)

Tratamientos

M1 (Antes)

M2 (28 D.D.T.)

Biofumigacion Biosolarizacion Biofumigacién Biosolarizacion

To= Testigo 0,5310,96 0,93+1,73 47,35+79,96  20,50+25,60

T,=Biofence® 0,3 Kg-m'2 1,08+1,62 2,70%4,52 17,05+18,32 5,75%4,35

T,=Brassicas 0,8 Kg-m'Z 1,10+1,57 0,95+1,32 0,98+1,67 3,43+2,46

p-valor 0,0960283 0,439857 3,95E-09 2,42E-02
M3 (70 D.D.T.) M4 (117 D.D.T.)

Tratamientos Biofumigaciéon Biosolarizacion Biofumigacion Biosolarizacion

To= Testigo 1,28+1,38 2,13+2,17 15,80+11,93 21,3+33,55
T,=Biofence® 0,3 Kg-m? 2,08+2,23 0,60+0,81 12,70+14,50 29,53+£32,54
T,=Brassicas 0,8 Kg-m™ 4,3513,36 1,25+ 1,45 17,43£21,94 18,98+20,03
p-valor 4,99649E-05 0,0073589 0,0810193 0,0447192

Evolucion de Tratamientos en Biofumigacion
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Figura 33. Densidad de poblacion fungica total segun distintas materias organicas aplicadas mediante
biofumigacién, expresadas en x10° UFC-g-1, antes de realizar el trasplante y durante el ciclo de cultivo: 28,
70; asi como al finalizar el cultivo: 117 en dias después del trasplante (D.D.T.). Testigo en biofumigacion:
testigo sin materia orgdnica.

Gema Pérez Molina
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Evolucion de Tratamientos en Biosolarizacion
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Figura 34. Densidad de poblacion fungica total segin distintas materias organicas aplicadas mediante
biosolarizacién, expresadas en x10° UFC-g'l, antes de realizar el trasplante y durante el ciclo de cultivo: 28,
70; asi como al finalizar el cultivo: 117 en dias después del trasplante (D.D.T.). Testigo en biofumigacion:
testigo sin materia organica.

4.2.2. Cuantificacion de la densidad de poblacién fungica en funcion de las distintas

biodesinfecciones.

La tabla 8 muestra las densidades de poblacién fungicas registradas antes del trasplante y
durante todo el ciclo de cultivo de la sandia: 28, 70, 117 en dias después del trasplante (D.D.T.) en
funcion de las diferentes desinfecciones (Testigo: Testigo sin materia orgdnica; Solarizacién: testigo
sin materia organica + solarizacion; Biofumigacidén: con materia orgdnica (Biofence® + Brassicas);

Biosolarizacién: con materia organica (Biofence® + Brassicas) + solarizacion.

Antes del trasplante y tras el cultivo de tomate (M1)

Las muestras de suelo presentan diferencias significativas entre desinfecciones (p-valor < 0,05
mediante el test de Kruskal-Wallis) (Tabla 8). En M1, suelo sin cultivo, los valores de densidad de
poblacion de bacterias para Biosolarizacion son muy préximos a cero siendo similares a los valores
obtenidos para el Testigo. Por el contrario, los andlisis realizados sobre el suelo desinfectado

mediante Solarizacién sustenta el mayor recuento en UFC-g-1 de suelo seco para suelo desnudo.
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Durante el ciclo de cultivo

e M2 (28 D.D.T)

Las muestras de suelo analizadas, a los 28 D.D.T., muestran diferencias significativas entre
desinfecciones (p-valor < 0,05 mediante el test de Kruskal-Wallis), obteniéndose valores de densidad
de poblacién similares tanto en Biofumigacidn como Biosolarizacidon siendo semejantes a su vez al
Testigo (Tabla 8). De los resultados obtenidos, si se les compara con M1, podria decirse que las
bacterias tanto en Biofumigacidon como en Biosolarizacidn, presentan una tendencia generalizada a
los 28 D.D.T. presentando valores de densidad similares. A excepcidn de lo que ocurre en
Solarizacion, donde la densidad de poblacion de bacterias disminuye obteniendo valores inferiores a

los registrados en las distintas desinfecciones y en el testigo (Figura 35).

e M3(70D.D.T)

Las muestras de suelo analizadas, en M3, muestran diferencias significativas entre
desinfecciones (p-valor < 0,05 mediante el test de Kruskal-Wallis), obteniéndose valores en la
densidad de poblacion de bacterias muy superiores a las demdas desinfecciones en el caso de

biofumigacion (355,71 x 10° UFC-g™ de suelo seco).

Para todas las desinfecciones aumenta la densidad de poblacién de bacterias con respecto a los
28 D.D.T. La razén de este aumento en la presencia del nimero de bacterias puede ser debido al

estado fenoldgico de la planta asi como la disponibilidad de fuentes nutritivas.

Al finalizar el cultivo

e M4 (117 D.D.T)
Las muestras de suelo analizadas, en M4, muestran diferencias significativas entre desinfecciones (p-
valor < 0,05 mediante el test de Kruskal-Wallis), manteniéndose valores en la densidad de poblacion
de bacterias muy superiores a las deméas desinfecciones para el caso de biofumigacién (368,18 x 10°

UFC-g™ de suelo seco) siendo el valor més alto registrado durante todo el ciclo de cultivo.

La densidad de poblacion de bacterias aumenta para todas las desinfecciones realizadas y los testigos

con respecto alos 28 D.D.T.
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Tabla 8. Efecto de distintas desinfecciones sobre la densidad de poblacidn flingica, valores (media +
desviacién estandar) expresados en x10° UFC-g™, antes de realizar el trasplante y durante el ciclo
de cultivo: 28, 70; asi como al finalizar el cultivo: 117 en dias después del trasplante (D.D.T.).
Testigo: testigo sin materia organica; Solarizacion: testigo sin materia organica + solarizacion;
Biofumigacion: con materia organica (Biofence® + Brassicas); Biosolarizacion: con materia organica

(Biofence® + Brassicas) + solarizacion.

Hongos (x10° UFC)
Desinfecciones M1 (Antes) M2 (28 D.D.T.) M3 (70D.D.T.) M4 (117 D.D.T.)
Testigo (To) 0,53+0,96  47,35+79,96 1,28+1,38 15,80+11,93
Solarizacién (Top) 0,93%1,73 20,50+25,60 2,13+2,17 21,30+33,55
Biofumigacion (T+T,) 1,09+1,58 9,01+15,25 3,21+3,06 15,06%18,63
Biosolarizacion (T.p + T,p) 1,83+3,43 4,59+3,70 0,93+1,21 24,25+27,37
p-valor 0,121114 0,00570737 2,27E-06 8,44E-03
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Figura 35. Densidad de poblacién fungica segun distintas desinfecciones, expresadas en x10° UFC-g‘l, antes,
antes del trasplante y durante el ciclo de cultivo: 28, 70; asi como al finalizar el cultivo: 117 en dias después
de trasplante (D.D.T.). Testigo: testigo sin materia organica; Solarizacion: testigo sin materia organica +
solarizacion; Biofumigacion: con materia organica (Biofence® + Brassicas); Biosolarizacion: con materia
organica (Biofence® + Brassicas) + solarizacion.
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4.2.3. Resumen

Tras los tratamientos de biodesinfeccidon realizados en los suelos analizados, antes del cultivo de
tomate y posterior cultivo de sandia contemplado en este trabajo, ambas técnicas de biodesinfeccion
(Biofumigacidn y biosolarizacién) tuvieron un efecto desinfectante frente a hongos (Marin-Guirao et
al., 2012). El mismo trabajo sugiere que el suelo arenado actia como desinfectante del suelo aun sin
aporte de materia orgdnica puesto que en suelos donde no se adiciono materia organica, se observé

una disminucién de densidad de poblacién fungica.

En Biofumigacion, durante el periodo de transicién entre el cultivo de tomate y el cultivo de
sandia, el suelo soporta una densidad de poblacidn fungica minima para ambos tratamientos con
aporte de materia organica no existiendo diferencias significativas entre tratamientos. La entrada del
cultivo de sandia repercute en la densidad de poblacién flngica, observandose un aumento en los
suelo tratados con Biofence® si se compara con los suelos tratados con Brassicas. Sin embargo, en los
dos ultimos muestreos se observa un cambio en densidad de poblacidn siendo mayor en los suelos
tratados con Brassicas que los suelos tratados con Biofence®. Al final del cultivo, la densidad de
poblacién fungica aumenta para todas las muestras de suelo no presentando diferencias

significativas.

En Biosolarizacion, los suelos tratados con Biofence® sustentan densidades de poblacién fungica
superior a los suelos tratados con Brassicas para todos los muestreos excepto a los 70 D.D.T. Al hilo
de los resultados obtenidos, el comportamiento de la microbiota fungica en suelos tratados con
Biofence® presenta una tendencia general donde su poblacién incrementa en todos los muestreos
excepto para M3 (70 D.D.T.) independientemente del método de biodesinfeccién de suelo. En
cambio, la microbiota fungica presenta un comportamiento desigual en los suelos tratados con

Brassicas dependiendo del tipo de biodesinfeccién realizado (biofumigacion o biosolarizacién).

En general, la poblacion fungica presenta un comportamiento similar para todos los muestreos
realizados en los suelos Testigo, Solarizados, Biofumigados y Biosolarizados. La densidad de
poblacién incrementa su valor tras el trasplante, para posteriormente disminuir y volver a aumentar
al final del cultivo. Sin embargo, existen diferencias significativas del valor de esas densidades entre
las distintas biodesinfecciones aplicadas al suelo y el Testigo. En los suelos tratados, la alteracién en
la densidad de poblacién fungica por la entrada del cultivo de sandia es mds leve en comparacién con
el Testigo. Los suelos biofumigados sustentaron los mayores valores en la densidad de poblacién
flngica, mientras que los suelos tratados mediante Solarizacién soportaron los valores mas bajos. No

hay ninguna diferencia en cuanto a densidad fungica, si se aplica enmienda organica como si no,
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debido a la ausencia de plastico que retenga los gases producidos por la descomposicion del material

vegetal.

Al igual que en el presente estudio, los resultados obtenidos durante el cultivo de tomate, no
permitieron una interpretacion de las variaciones de la microbiota fungica a lo largo del periodo

considerado. No se encontro relacidn ni con el régimen de riego ni abono ni otras practicas.

La entrada de plantas al sistema supone una variable de cambio que repercute en la poblacién
microbioldgica del suelo. Parkinson (1957), Jackson et al. (1960) y Parkinson et al. (1964) afirmaron
que tras el trasplante durante las primeras semanas, la raiz podia ser colonizada por un amplio rango
de hongos para, posteriormente, dejar paso a otra microbiota mas estable y tipica. La planta es Ia
que tiene asociados determinados géneros de hongos, que se repiten, independientemente de los
tratamientos efectuados y siempre aparecen para unos suelos de similares caracteristicas (Garbeva

et al., 2004; Martinez et al., 2009).

Las enmiendas organicas incrementan la actividad de microbios antagonistas, la competicién
contra patégenos por los recursos nutritivos, liberan compuestos fungitdxicos durante la
descomposicién de la materia orgdnica, e incluso, pueden inducir resistencia en la planta
hospedadora (Bonanomi et al., 2007). Asi como lo refieren Garcia et al. (2004), la incorporacion de
materia organica aportada al suelo influye de manera significativa en la densidad de poblacién
microbioldgica incrementandose su actividad. Por el contrario, el hecho de someter la enmienda
orgdanica aplicada al suelo a un proceso de biosolarizacién se traduce en una menor viabilidad para

muchas esporas de distintas especies y/o géneros fungicos (Martinez et al., 2009).

La supresidn de patogenos del suelo mediante métodos de biofumigacion es atribuida a otros
factores ademas de la liberacién de isotiocianatos (Berbegal et al., 2008). En esta linea, Motisi et al.
(2010) concluye que la eficacia en el control de patdgenos a través del aporte de tejidos de Brassicas
depende de varios factores (cultivo, patdégeno, propiedades del suelo, clima, etc.), ademas de por el
hecho de afiadir materia organica fresca (Ochiai et al., 2008; Omirou et al.,, 2011). La hidrdlisis
enzimatica derivada de los productos de glucosinolatos podria no solo actuar como fungicidas sino
también como compuesto fungistatico limitando el desarrollo y actividad de las poblaciones de

hongos (Manici et al., 2000).

Burges (1960) afirmé que tras la realizacion de una desinfeccién quimica del suelo la microbiota
fungica posee el mismo patron de comportamiento, produciéndose inicialmente (tras la
desinfeccién) un desmoronamiento de la poblacion del suelo, seguido de un gran aumento en la

misma hallandose densidades de poblacidn superiores a la de partida. Mas tarde, la densidad sufre
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un descenso gradual para volver a alcanzar el nimero que tenia al principio. Este modelo de
comportamiento es observable en los analisis realizados, salvo con la distinciéon de que al final del
cultivo el nivel de densidad de poblacién fungica no disminuye sino que sus valores se incrementan.
Martinez et al., (2011) durante el estudio del efecto de diferentes métodos de desinfeccién de suelo
(Biosolarizacion, Biofumigacidn, Solarizacion y desinfeccion con Bromuro de Metilo) en un
monocultivo de pimiento, observaron un incremento poblacional en la densidad de Fusarium spp. al
final del cultivo, relacionandolo con una posible “fatiga del suelo”. Estos autores afirman que podria
ser un indicador del efecto acumulativo provocado por la ausencia de fumigacién. Asi lo refieren
Tello y Lacasa (1990) al estudiar la micoflora, y en particular las especies pertenecientes al género
Fusarium spp., en distintos suelos con cultivo de clavel. El efecto rizosférico aumenté mensualmente

hasta el dia 100 después del trasplante atribuyéndolo a la creciente actividad de las plantas.

4.2.4. Identificacion y cuantificacion de los géneros de hongos aislados de los distintos
tratamientos de desinfeccion aplicadas al suelo.

La diversidad de poblacion de la flora fdngica aislada de las muestras de suelo estudiadas para

los diferentes tratamientos de biodesinfeccidén del suelo y el testigo se puede observar en la tabla 9.

Los géneros mas frecuentemente aislados en los muestreos realizados a lo largo del cultivo
(Cuadro_) fueron Acremonium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Cladosporium spp. y Penicillium
spp. con predominio de Aspergillus spp. Mientras que, los géneros de hongos aislados de manera
continla durante el cultivo de tomate fueron los anteriormente mencionados a excepcion de
Acremonium spp. que estuvo ausente en todos las muestras de suelo analizadas. El trabajo de
Martinez et al., (2009) tras realizar biofumigacion y biosolarizacién, en un suelo no arenado durante
el ciclo de cultivo de pimiento concluydé que los géneros mas frecuentes fueron Aspergillus spp.,

Fusarium spp., Rhizopus spp. y Penicillium spp., igualmente con predominio de Aspergillus spp .

Las especies de Fusarium aisladas de las muestras de suelo analizadas fueron F.solani y
F.oxysporum, siendo F.oxysporum la especie mayoritariamente aislada en las distintas muestras de
suelo analizadas. Los suelos tratados mediante Solarizacidn, Biofumigacidon y Biosolarizacién reducen
las densidades de poblacion de Fusarium spp.. La variacidn de los niveles de indculo fue mucho mas
moderados en Biosolarizaciéon y Biofumigacion que en los suelos Solarizados y el Testigo. La
reduccion de las densidades de poblacion podria estar relacionada con la aplicacion de materia

organica (Bibliografia de supresion o reduccion del género Fusarium).
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El suelo no desinfectado (Testigo) alberga ausencia en la densidad de poblacion de
Cladosporium spp., mientras que los suelos tratados con las diferentes técnicas de desinfeccidn
recogen densidades de poblacion de Cladosporium spp., presentando excepcién para M4 (117 D.D.T)
donde no se aisld este género. La aparicidon de Cladosporium spp. en Biofumigacion y Biosolarizacién
podria estar asociada a la incorporacién de materia organica al suelo. En adicién, la incorporacién de
materia orgdnica incluye la entrada de nuevos géneros de hongos, obligando a la microbiota fungica
manifestar su habilidad saprofitica competitiva por el alimento (Lockwood, 1977) y por el espacio

(Tello, 1988).

Un comportamiento similar al de Cladosporium spp. se observa para las densidades de
poblacién de Acremonium spp. Los suelos tratados mediante las diferentes técnicas de
biodesinfeccién albergan densidades de poblacion de Acremonium spp.. Sin embargo, el suelo no
desinfectado (Testigo) recoge bajos niveles de densidad de poblacion de Acremonium spp. para los
70 D.D.T. y 117 D.D.T., mientras que para el suelo desnudo y a los 27 D.D.T. este género de hongos
no fue aislado. La presencia de Acremonium spp. podria estar asociada al cultivo de sandia, pudiendo
ser estimulado su desarrollo por la secrecidén de sustancias nutritivas éptimas para este género, por
parte de las raices de la planta. Las afirmaciones de Garbeva et al. (2004), nos indican que en unas
ocasiones, es el tipo de suelo y en otras la planta, el factor clave para el establecimiento de una

determinada diversidad de microorganismos que interactuan con la planta.

Con respecto a la diversidad de hongos, se observa un ligero aumento para los suelos tratados
mediante Biofumigacion respecto de los Biosolarizados. Adicionalmente, la diversidad de hongos y
las especies dominantes residentes en los suelos han sido influenciadas por la aplicacién de materia
organica. La incorporacién de tejidos de plantas al suelo incrementa la biomasa microbioldgica
(Lynch y Pating, 1980) con la ventaja de aumentar la actividad microbioldgica. La mejora de la
fertilidad puede suprimir patdgenos del suelo mediante el incremento de la competicidn
microbioldgica y el antagonismo, mientras, al mismo tiempo, reduce el potencial de indculo a través

de la geminacidn y la lisis de propagulos del suelo (Lumsden et al., 1983).

Las observaciones de Parkinson et al. (1964) referidas a la rizosfera de la col, cebada y haba,
sostienen que la colonizacién inicial de la parte cercana a la raiz, por parte de la poblacién flngica,
podria estar constituida por un amplio rango de hongos, para posteriormente, dar paso a otra

microbiota mas estable y tipica.
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4.2.5. Resumen

La composicion de la microbiota fungica del suelo estara condicionada por las fuentes nutritivas
que el suelo sustente, enmiendas orgdnicas incorporadas, practicas culturales (en nuestro estudio
métodos de biodesinfeccién de suelos), habilidad saprofitica competitiva de la microbiota del suelo y

de los exudados de las raices de las plantas.

Un trabajo de Kreutzer recogido por Tello (1997) organiza la recolonizacién del suelo por la
poblacién microbioldgica; comienza por una reactivacidon y desarrollo de Bacterias, seguido por la
recolonizacién de actinomicetos, con la posterior recolonizacidon de hongos. Los géneros de hongos
recolonizan el suelo en funcién de las fuentes nutritivas disponibles; primero, las especies de hongos
que emplean azucares y 4cidos libres ej: Mortirella, Pythium, Mucor, Aspergillus, Rhizopus,
Trichoderma, etc.; posteriormente, las especies que utilizan complejos hidrocarbonados ej:

Alternaria, Chaetomium, Penicillium, etc.

Los géneros y especies de hongos aislados de las muestras de suelo tomadas han sido agrupados
en funcién de la fecha de aislamiento. El grupo 1 estd constituido por aquellos géneros de hongos
presentes antes, durante y después del cultivo de sandia siendo estos: Acremonium spp.,
Cladosporium spp., Penicillium spp. y F. oxisporum. El grupo 2, géneros aislados antes del cultivo:
Verticillium spp. En el grupo 3, se presentan los géneros aislados solo durante el cultivo de sandia:
Trichoderma spp. y Rhizoctonia spp. Mientras que en el grupo 4 se incluyen los géneros de hongos y
especies aisladas durante el cultivo y al finalizar el mismo, estando constituido por Rhizopus spp.,

Mucor spp., F.solani, Phoma spp. y Humicola spp.

La cantidad y disponibilidad de materia organica presente en el suelo tiene una relacidn directa
con el nimero de hongos que se encuentran en él (Subba Rao, 1999). Este autor refirid que las
fluctuaciones estacionales en el nimero de hongos presentes en el suelo no son frecuentes en zonas
no cultivadas, y que las practicas culturales son las que influyen en la naturaleza y composicidn de las
especies fungicas. También indica que la cantidad de materia organica presente en el suelo tiene una
relacidn directa con el nimero de hongos que se encuentran en el suelo ya que la mayoria de ellos
poseen una nutriciéon heterétrofa. En este mismo sentido, Alexander (1980) afirma que cada especie
o variedad de planta induce un efecto rizosférico caracteristico, pero cuando las raices envejecen
este efecto desaparece progresivamente, dando lugar a la proliferacién de los microorganismos que
intervienen en la descomposicion de los tejidos vegetales muertos. Las raices pueden influir sobre el
crecimiento de especies de microorganismos, seleccionando algunos al inhibir el crecimiento de

otros (Walker et al., 2003).
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Tabla 9. Presencia de géneros de hongos y especies y Oomicetos aislados de las muestras

procedentes de los suelos tratados mediante Biofumigacion y Biosolarizacion.

Géneros + M1 M2 M3 M4 Frecuencia
Especies BIOSOLA. | BIOFUM. | BIOSOLA. | BIOFUM. | BIOSOLA. | BIOFUM. | BIOSOLA. | BIOFUM. | BIOSOLA. BIOFUM.

Absidia spp. - - - - - - - - 0 0
Acremonium spp. + + + + + - + + 4 3
Alternaria spp. - + - + - + + - 1 3
Aspergillus spp. + + + + + + + + 4 4
Botrytis spp. - - - - - - - - 0 0
Cladosporium spp. + + - + + + + - 3 3
F.equiset - - - - - - - - 0 0
F.soxysporum + + + + + - + + 4 3
F.solani - - - + - + + + 1 3
Humicola spp. - - - - - + + - 1 1
MacroPhoma spp. - - - - - - - - 0 0
Mucor spp. - - - + - - + - 1 1
Penicillium spp. - + + + + + + + 3 4
Phoma spp. - - - + - - - + 0 2
Rhizoctonia spp. - - - + - - - - 0 1
Rhizopus spp. - - - + - - - + 0 2
Stachibotrys spp. - + + - + - - - 2 1
Verticillium spp. - + - - - - - - 0 1
Trichoderma spp. - - + + - - - - 1 1
Ulocladium spp. - - - - - - - - 0 0
No identificado - + - + + + + + 2 4
Pythium spp. + + + + + + 3 3
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Tabla 10. Variacidon en la densidad de los principales géneros de hongos aislados antes, durante y al
finalizar el ciclo de cultivo de sandia para las diferentes biodesinfecciones aplicadas y el testigo.

Valores (media + desviacién estandar) expresados en 10° UFC-g™ de suelo seco.

Muestreo
Género (D.D.T.) Testigo Solarizacion Biofumigacién Biosolarizacidn
Acremonium spp. Antes 0,00+0,00 1,5+1,18 0,10+0,32 2,48+3,99
28 0,00£0,00 2,47+1,74 0,30£0,57 2,05+1,58
70 0,10+0,32 0,40+0,52 0,00+0,00 0,30+0,48
117 1,2+1,03 1,5¢1,51 8,35%8,45 49,9+10,82
Aspergillus spp. Antes 0,10+0,31 0,00+0,00 0,42+0,85 0,28+0,56
28 0,10+ 0,32 9,90+3,28 3,7016,80 0,27+ 0,45
70 0,85+0,88 1,55+1,82 1,9413,22 0,33+0,55
117 0,60+1,00 0,33£0,55 4,1948,03 7,44+10,38
Cladosporium spp. Antes 0,00+0,00 0,85+1,04 0,35+0,49 0,15+0,49
28 0,00+0,00 2,10+1,45 0,90+0,74 0,00+0,00
70 0,00£0,00 0,30£0,47 0,15+0,37 0,53%0,94
117 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
F.oxysporum Antes 0,00+0,00 0,00+0,00 0,10+0,32¢ 0,20+0,42
28 181,60+31,39 62,60+6,85 1,07+1,23 4,14+4,48
70 1,2040,63 1,20+1,36 0,0040,00 0,73£1,05
117 2,23+2,64  26,57+37,24  2,50%2,26 1,95+2,33
Penicillium spp. Antes 0,40+0,70 0,50+0,53 0,20+0,42 0,00+0,00
28 1,00+0,92 0,00£0,00 0,1340,35 0,3410,69
70 0,13+0,35 0,89+1,29 1,40+2,34 0,38+0,75
117 0,1040,32 0,0040,00 2,1042,59 0,2040,42

D.D.T.: Dias después del trasplante
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4.3. Cuantificacion de la microbiota bacteriana

4.3.1. Cuantificacion de la densidad de poblacion de bacterias en funcidén de los
distintos tratamientos.

La tabla 11 muestra los valores de UFC de bacterias obtenidos antes del trasplante y durante
todo el ciclo de cultivo: 28, 70 y al final del cultivo 117 en dias después de trasplante (D.D.T.), en
funcidon de las distintas materias organicas empleadas y aplicadas mediante biofumigacién y

biosolarizacion.

Antes del trasplante y después del ciclo de cultivo de tomate (M1)

En biofumigacién: existen diferencias significativas entre tratamientos (p-valor < 0,05). Los
suelos tratados con Brassicas registran la mayor densidad de poblacion de bacterias antes de realizar
el trasplante, valores muy superiores a los observados en los suelos tratados con Biofence®. El
testigo, por el contrario, presenta valores préximos a cero.

En biosolarizacidn: existen diferencias significativas entre tratamientos (p-valor < 0,05). Los
suelos tratados con Biofence® recogieron una mayor densidad de poblacion bacteriana respecto de
los suelos tratados con Brassicas, sin embargo los valores son semejantes si son comparados con las
muestras de suelo pertenecientes al Testigo donde se registraron valores de densidad de poblacién 3

veces superior a los suelos tratados.

Una de las diferencias que caracteriza esta muestra es la ausencia de plantas debido a que la
muestra se tomé durante el periodo de transicién de un cultivo a otro, coincidiendo con el final del
ciclo de cultivo de tomate. De esta manera, las muestras de suelo van a estar condicionadas por las
fuentes nutritivas que el suelo sustente asi como de la habilidad de la microbiota para permanecer

en estado de latencia.

Durante el cultivo

e M2 (28 D.D.T)

En biofumigacién existen diferencias significativas entre tratamientos (p-valor < 0,05 mediante
el test de Kruskal-Wallis) durante toda la secuencia de cultivo (Tabla 11). La densidad de poblacién de
bacterias 28 D.D.T. (una vez realizado el trasplante), presenta un leve aumento para los tratamiento

To=testigo y T,=Biofence®, no obstante, para el tratamiento T,=Brassicas disminuye.
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En Biosolarizacidn existen diferencias significativas entre tratamientos (p-valor < 0,05 mediante
el test de Kruskal-Wallis), siendo superiores la densidad de poblacién de bacterias en T,=Biofence® y
T,=Brassicas con respecto a To=Testigo. Sin embargo, el recuento de UFC de bacterias aumento para
To=testigo y T,;=Biofence® mientras que disminuye T,=Brassicas si se le compara con los resultados

obtenidos en M1, suelo sin cultivo, previo al trasplante y posterior al cultivo de tomate.

e M3(70D.D.T.)

En biofumigacién existen diferencias significativas entre tratamientos (p-valor < 0,05 mediante
el test de Kruskal-Wallis), presentando una mayor densidad de poblacién bacteriana T,=Biofence®
respecto a Tp=Testigo y T,=Brassicas. En este muestreo, la planta presenta un estado fenolégico

avanzado.

En biosolarizacidn existen diferencias significativas entre tratamientos (p-valor < 0,05 mediante
el test de Kruskal-Wallis). La densidad de poblacion de bacterias a los 70 D.D.T. para la desinfeccion
mediante biosolarizacidon presenta un aumento en todos los tratamientos, siendo especialmente
considerable para T,=Brassicas donde se produce un aumento en la densidad de poblacién

bacteriana si es comparado con los resultados obtenidos a los 28 D.D.T.

Al finalizar el cultivo

e M4 (D.D.T.)

En biofumigacién las muestras de suelo analizadas presentan diferencias significativas (p-valor <
0,05 mediante el test de Kruskal-Wallis). La densidad de poblacion bacteriana posee un
comportamiento diferente segun el tratamiento empleado. El recuento de UFC-g™ para T,=testigo y
T,=Brassicas mayor en el Ultimo muestreo si es comparado con los resultados obtenidos a los 70
D.D:T., mientras que el recuento de UFC.g" para T,;=Biofence® disminuye. El tratamiento que
sustenta la mayor densidad de poblacién de bacterias se produce para T,=Brassicas durante todo el

estudio en la desinfeccion mediante biofumigacion del suelo.

En biosolarizacion las muestras de suelo analizados no presentan diferencias significativas entre

tratamientos (p-valor > 0,05 mediante el test de Kruskal-Wallis).
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Tabla 11. Efecto de las distintas materias organicas aplicadas mediante biofumigacion vy

biosolarizacion sobre la densidad de poblacion de bacterias, valores (media + desviacion estandar)

expresados en UFC-g™ de suelo seco, antes del trasplante y durante el ciclo de cultivo: 28, 70; asi

como al final del cultivo: 117 en dias después del trasplante (D.D.T.).

Tratamientos

To= Testigo
T,=Biofence® 0,3 Kg-m”
T,=Brassicas 0,8 Kg-m™

p-valor

Tratamientos
To= Testigo
T,=Biofence® 0,3 Kg-m'z

T,=Brassicas 0,8 Kg~m'z

Bacterias (x10° UFC)

M1 (Antes)
Biofumigacion Biosolarizacion
11,78+18,46 148,3+243,39

30,18+49,08 31,08+51,01

181,08+273,67 14,15+10,9
6,08483E-05 0,229596
M3 (70 D.D.T.)

Biofumigacion Biosolarizacion

257,55+248,27 98,9+£130,35
451,23+342,23 150,15+147,20

260,20+212,98 209,7+247,42

M2 (28 D.D.T.)

Biofumigacion Biosolarizacion

92,054+92,81 36,4+39,75

59,18+43,17 125,43+220,55

115,2+71,72 73,15+42,43
7,97E-03 2,25E-05

M4 (117 D.D.T.)
Biofumigacion Biosolarizacion
291,75+118,04 137,58+91,71
256,3+225,87 196,2+146,37

480,05+365,63 153,38+85,98

p-valor 0,00342133 0,00156036 0,0224176 0,205623
Evolucion de Bacterias en Biofumigacion
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Figura 36. Densidad de poblacion de bacterias segun distintas materias organicas aplicadas mediante
biofumigacidon, expresadas en x10° UFC-g-1, antes de realizar el trasplante y durante el ciclo de cultivo: 28 y
70; asi como al finalizar el cultivo: 117 en dias después del trasplante (D.D.T.). Testigo en biofumigacion:

testigo sin materia organica.
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Evolucion de Bacterias en Biosolarizacion

250

N
o
o

150

= 0= Testigo
100 —4¢— 0,3 kg Biofence

={l— 0,8 kg Brassicas

x103U.F.CBacterias-g

(O
o

0 20 40 60 80 100 120 140
D.D.T.

Figura 37. Densidad de poblacion de bacterias segun distintas materias organicas aplicadas mediante
biosolarizacion, expresadas en x10° UFC-g-1, antes de realizar el trasplante y durante el ciclo de cultivo: 28,
70; asi como al finalizar el cultivo: 117 en dias después del trasplante (D.D.T.). Testigo en biosolarizacion:
testigo sin materia organica + solarizacion.

4.3.2. Cuantificacion de la densidad de poblacién de bacterias en funcion de las

distintas desinfecciones.

La tabla 12 muestra las densidades de poblacidén registradas antes del trasplante y durante el
ciclo de cultivo de la sandia: 28, 70, asi como al finalizar el cultivo: 117 en dias después del trasplante
(D.D.T.) en funcién de las diferentes desinfecciones (Testigo: Testigo sin materia organica;
Solarizacion: testigo sin materia orgdnica + solarizacién; Biofumigacién: con materia organica

(Biofence® + Brassicas); Biosolarizacion: con materia orgdnica (Biofence® + Brassicas) + solarizacién.

Antes del trasplante y tras el cultivo de tomate (M1)

Las muestras de suelo presentan diferencias significativas entre desinfecciones (p-valor < 0,05
mediante el test de Kruskal-Wallis) (Tabla _). En M1, suelo sin cultivo, los valores de densidad de
poblacién de bacterias para Biosolarizacion son muy proximos a cero siendo similares a los valores
obtenidos para el Testigo. Por el contrario, los analisis realizados sobre el suelo desinfectado

mediante Solarizacién sustenta el mayor recuento en UFC-g-1 de suelo seco para suelo desnudo.
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Durante el ciclo de cultivo

e M2 (28 D.D.T)

Las muestras de suelo analizadas, en M2, muestran diferencias significativas entre
desinfecciones (p-valor < 0,05 mediante el test de Kruskal-Wallis), obteniéndose valores de densidad
de poblacién similares tanto en Biofumigacidn como Biosolarizacidon siendo semejantes a su vez al
Testigo (Tabla 12). De los resultados obtenidos, si se les compara con M1, podria decirse que las
bacterias tanto en Biofumigacidon como en Biosolarizacidn, presentan una tendencia generalizada a
los 28 D.D.T. presentando valores de densidad similares. A excepcidn de lo que ocurre en
Solarizacion, donde la densidad de poblacidn de bacterias disminuye obteniendo valores inferiores a

los registrados en las distintas desinfecciones y en el testigo (Figura 38).

Por el contrario, para el suelo desinfectado mediante Biosolarizacidn se observa un aumento en

la densidad de poblacién de bacterias presentando un comportamiento similar al Testigo.

e M3(70D.D.T)

Las muestras de suelo analizadas, en M3, muestran diferencias significativas entre
desinfecciones (p-valor < 0,05 mediante el test de Kruskal-Wallis), obteniéndose valores en la
densidad de poblacién de bacterias muy superiores a las demas desinfecciones en el caso de

biofumigacién (355,71 x 10° UFC-g" de suelo seco).

Para todas las desinfecciones aumenta la densidad de poblacion de bacterias con respecto a M2
(28 D.D.T). La razdn de este aumento en la presencia del nimero de bacterias puede ser debido al

estado fenoldgico de la planta asi como la disponibilidad de fuentes nutritivas.

Al finalizar el cultivo

e M4 (117 D.D.T)

Las muestras de suelo analizadas, en M4, muestran diferencias significativas entre
desinfecciones (p-valor < 0,05 mediante el test de Kruskal-Wallis), manteniéndose valores en la
densidad de poblaciéon de bacterias muy superiores a las demds desinfecciones para el caso de
biofumigacion (368,18 x 10° UFC-g™ de suelo seco) siendo el valor mas alto registrado durante todo el

ciclo de cultivo.

La densidad de poblacion de bacterias aumenta para todas las desinfecciones realizadas y los
testigos con respecto a M2 (28 D.D.T.). La razéon de este aumento en la presencia del nimero de
bacterias puede ser debido al estado fenoldgico de la planta asi como la disponibilidad de fuentes

nutritivas.
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Tabla 12. Efecto de distintas desinfecciones sobre la densidad de poblacion de bacterias, valores
(media * desviacién estandar) expresados en x10° UFC-g-1, antes de realizar el trasplante y durante
el ciclo de cultivo: 28, 70, asi como al finalizar el cultivo: 117 en dias después del trasplante
(D.D.T.). Testigo: testigo sin materia organica; Solarizacion: testigo sin materia organica +
solarizacidn; Biofumigacidon: con materia organica (Biofence® + Brassicas); Biosolarizacidon: con

materia organica (Biofence® + Brassicas) + solarizacidn.

Bacterias (x10° UFC)
Desinfecciones M1 (Antes) M2 (28 D.D.T.) M3 (70 D.D.T.) M4 (117 D.D.T.)
Testigo (To) 11,78+18,46  92,05+92,81 257,551+248,27 291,75+£118,04
Solarizacion (Top) 148,30+243,39 36,40+39,75 98,90+130,35  137,58%91,71
Biofumigacion (T+T,) 105,63+209,59 87,19165,22 355,71+299,09 368,18+322,27

Biosolarizacion (T,p+T,p) 22,61+37,62 99,29+159,98 179,93+204,49 174,79+121,21

p-valor 0,000732341  0,00106414 1,35E-09 5,44E-07
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Figura 38. Densidad de poblacion bacteriana segun distintas desinfecciones, expresadas en x10° UFC-g‘l,
antes de realizar el trasplante y durante el ciclo de cultivo: 28, 70, asi como al finalizar el cultivo: 117 en dias
después de trasplante (D.D.T.). Testigo: testigo sin materia organica; Solarizacidn: testigo sin materia
orgdanica + solarizacién; Biofumigacion: con materia orgdnica (Biofence® + Brassicas); Biosolarizaciéon: con
materia organica (Biofence® + Brassicas) + solarizacion.
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4.3.3. Resumen

Tras la desinfeccion, en el cultivo de tomate, ambas técnicas de biodesinfeccién (Biofumigacion
y biosolarizacién) tuvieron un efecto desinfectante frente a bacterias (Marin-Guirao et al., 2012). El
mismo trabajo sugiere que el suelo arenado actia como desinfectante del suelo aun sin aporte de
materia orgdnica puesto que en suelos donde no se adiciono materia organica, se observé una

disminucién de densidad de poblacién bacteriana.

En biofumigacion, en el suelo libre de cultivo, periodo de transicién entre el cultivo de tomate y
el cultivo de sandia se presenta la menor densidad de poblacién de bacterias en T,=testigo y
T,=Biofence®. La entrada del cultivo de Sandia al sistema estimula levemente la actividad bacteriana
para ambos suelos, mientras que T,=Brassicas disminuye. A medida que avanza el cultivo, en los
suelos tratados con Biofence® se observa un crecimiento en la densidad de poblacién de bacterias
alcanzando el mayor recuento de UFC-g' a los 70 D.D.T., para posteriormente mostrar un
decrecimiento poblacional al final del cultivo. Por el contrario, Brassicas tras la disminucién en la
densidad de poblacién de bacterias registradas a los 27 D.D.T., la actividad bacteriana aumenta de

manera exponencial obteniéndose el mayor recuento de UFC.g " suelo seco a los 117 D.D.T.

En Biosolarizacion, la densidad poblacional bacteriana presente en los suelos tratados con
Biofence® y Brassicas poseen valores similares al inicio del cultivo. Para Biofence®, se observa un
aumento progresivo durante todo el ciclo de cultivo a diferencia del suelo tratado con Brassicas que
experimenta el mayor recuento de UFC-g™ de suelo seco a los 70 D.D.T., seguidamente desciende Ia

densidad de poblacidn de bacterias al final del cultivo.

En general, los diferentes andlisis realizados para las distintas desinfecciones empleadas al suelo
y los testigos, sobre las variaciones producidas en la densidad de poblacidn de bacterias, muestran
un comportamiento similar basandonos en los resultados obtenidos. Se observa una tendencia
general incrementando la densidad de poblacién bacteriana para todos los suelos muestreados. Sin
embargo, los valores de densidad de poblacién varian significativamente entre desinfecciones y

tratamiento.
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La adicion de enmiendas organicas mediante biofumigacién influye en la poblacion
microbioldgica del suelo. Un ejemplo del efecto estimulante sobre la comunidad bacteriana, lo
corrobora el trabajo realizado por Sacristan et al., (2004) afirmando que el aporte de diferentes dosis
de restos de fresa como biofumigante estimula la poblacién de anaerobios mientras que los aerobios
aparecen inalterados. Esto vendria a justificar las afirmaciones realizadas por Bonanomi et al., (2007)
qguienes aseguran que la incorporacién de enmiendas organicas al suelo mejoran las propiedades y
fertilidad del suelo. El incremento de la actividad microbiolégica debido al aporte de materia
organica fresca segun Janvier et al., (2007) puede ayudar al control de patégenos del suelo a través
de la competicidn, antibiosis, parasitismo/predacidn, etc. Asimismo, la mejora de las propiedades
fisico-quimicas y la fertilidad del suelo podrian influir en la produccién del cultivo. Segun Marin-
Guirao et al. (2012) la produccién de las parcelas con Biofence® (T,) (Biofumigacion=9,60 kg/m’ y
biosolarizacién=9,84 kg/m?) fue mayor que en las parcelas donde se adicionaron restos vegetales de
Brécoli (T,), (Biofumigacion=9,02 kg/m? y Biosolarizacion=9,30 kg/m?) aunque no mostré diferencias
significativas. La aplicacién de Biofence® mediante biosolarizacion si mostré diferencias significativas

con el tratamiento testigo.

La poblacion de bacterias experimenta fluctuaciones para los diferentes muestreos realizados
durante el cultivo. El estudio realizado por Nufiez-Zofio et al. (2012) mostré que los suelos
biodesinfectados mejoraban las propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas en comparacién con
los suelos sin aporte de materia organica y suelos solarizados. Del computo total, los actinomicetos y
las bacterias pertenecientes al género Pseudomonas spp. predominaron en suelos tratados con
Brassicas Sinapis. La aplicacion de Brassica napus al suelo incrementa las poblaciones de bacterias
amonio-oxidadoras y Streptomyces spp. (Cohen et al., 2005). Como apuntd Beyer et al. (1993), la
actividad enzimatica estd estrechamente relacionada con el contenido en materia organica. En este
mismo sentido, Omirou et al. (2011) cité que la biofumigacién influye sobre las agrupaciones de
microorganismos del suelo como respuesta a la adicién de materia organica fresca, descartando un
efecto toxico directo sobre los microorganismos del suelo. Estos estudios justifican la alta densidad
de poblacién de bacterias obtenida durante el cultivo en comparacion con los suelos Biosolarizados y

Solarizados.

La densidad de poblacién de bacterias podria ser consecuencia de la proliferacién, eliminacién o

dormancia de algunos grupos de bacterias limitantes causada por la biosolarizacién del suelo como
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apunto Mowlick et al. (2013). Mowlick et al., (2013), afirmé que la presencia de condiciones de
anaerobiosis durante el proceso de biosolarizacién influye en la comunidad microbioldgica, donde
comienzan a predominar grupos de bacterias anaerdbicas, como es el caso de Clostridia y Bacillus. La
combinacion de temperaturas superiores a 43°C y la adicién de enmiendas organicas al suelo
reducen la poblacién de bacterias (Davi et al., 1981; Islam y Toyora, 2004). Las bacterias podrian
tener una distribucién universal en el suelo y tener una pre-disposicidon para la supervivencia en
tratamientos con condiciones extremas y recuperarse tras los tratamientos (Kampfer, 2006).
Similares conclusiones obtiene Mowlick et al., (2009) afirmando que las comunidades de bacterias

podrian recuperarse durante el cultivo en los suelos Biosolarizados.

Asimismo, debe ser considerado que la presencia de plantas tiene un efecto rizosférico en el que
se liberan compuestos bioquimicos a través de las raices, estimulando la actividad microbiolégica
(Bradi et al., 2009). Qiujun et al. (2014) afirma que existe una correlacién negativa entre la diversidad

de bacterias del suelo y la incidencia de enfermedades causadas por patégenos del suelo.

La estructura de la comunidad de bacterias del suelo es compleja y podria estar condicionada
por numerosos factores como el tipo de suelo, factores edaficos, clima y uso de suelo (Preem et al.,
2012; Shen et al., 2013; Wallenius et al., 2011; Peralta et al., 2013). Sin embargo, segun Tello et al.,
(2010) el pH y la conductividad eléctrica parecen no ser alterados por la aplicaciéon de métodos de

biodesinfeccion.

4.4. Evaluacion de la presencia de Oomicetos.

4.4.1. Evaluacion de la presencia de Oomicetos en funcion de los distintos
tratamientos.

La tabla 13 muestra la presencia de Oomicetos obtenidos antes del trasplante y durante el ciclo
de cultivo: 28, 70, asi como al finalizar el cultivo: 117 en dias después de trasplante (D.D.T.), en
funcién de las distintas materias organicas empleadas y aplicadas mediante biofumigacién vy

biosolarizacion.

En ninguna de las muestras de suelo estudiadas se detectd la presencia del género

Phytophthora, sin excepcidn este género de hongos estuvo ausente en el suelo sin tratar (Testigo) y
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en los suelos tratados con diferentes métodos de biodesinfeccion (Solarizacion, Biofumigacién vy
Biosolarizacién). Por el contrario, hongos del género Pythium fueron detectados en diversas

muestras estudiadas.

Antes del trasplante y después del ciclo de cultivo de tomate (M1)
Antes del trasplante, las muestras de suelo estudiadas tanto en los suelos en los que se
realizaron tratamientos de biodesinfeccidn como en los suelos de las parcelas testigo, no se detecta

poblacién alguna de oomicetos.

Durante el cultivo

e M2 (28 D.D.T)

Las muestras de suelo analizadas en M2, manifiestan presencia de Pythium en Biofumigacién en
los suelos tratados con Brassicas, mientras que para los suelos tratados con Biofence® y el testigo no

se detectd este género.

Las muestras de suelo analizadas para el caso de Biosolarizacidn revelaron la presencia de
Pythium para suelos tratados con Biofence®, mientras que para los suelos tratados con Brassicas y el

testigo se observo una ausencia del género

e M3(70D.D.T.)
Las muestras de suelo analizadas en M3, revelan presencia de Pythium spp. en Biofumigaciéon en
los suelos tratados con Biofence®, mientras que para los suelos tratados con Brassicas y el testigo no

se detecto este género.

Las muestras de suelo analizadas para el caso de Biosolarizacidon revelaron la presencia de
Pythium para los suelos tratados con Brassicas, mientras que para los suelos tratados con Bionfece®

y el testigo se observo una ausencia del género.

Al finalizar el cultivo

e M4 (117 D.D.T.)
Las muestras de suelo analizadas en M4, manifiestan la presencia de Pythium spp. en

Biofumigacién para todos los tratamientos aplicados al suelo y el testigo.
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Del mismo modo, en Biosolarizacion se hace patente la presencia de Pythium en todas las
muestras de suelo analizadas correspondientes a los tratamientos con Brassicas, Biofence® y el

Testigo.

Tabla 13. Variacion de la presencia de Pythium spp. durante y al finalizar el cultivo de sandia para
las diferentes tratamientos aplicados al suelo y el testigo. Valores expresados en porcentaje (%).

Pythium

M1 M2 (28 D.D.T.) M3 (70 D.D.T.) M4 (117 D.D.T.)
Tratamientos Biof/Biosol. Biofumig. Biosol. Biofumig. Biosol. Biofumig. Biosol.

% % % % % % %
To= Testigo - - - - - 75,0£30,0 45,0+19,1
T.=Biofence 0,3 Kg-m? - - 25,0£50,0 10,0+20,0 - 40,0+32,7 45,0+30,0
T,=Brassicas 0,8 Kg-m’ -
2 5,0+10,0 - - 25,0£50,0 25,0+37,9 50,0+38,3
p-valor - 0,367879 0,367879 0,367879 0,367879 0,137 0,90874

Evolucion de Pythium en diferentes
tratamientos de Biofumigacion

80

70
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40 === 0,3 kg Biofence

»
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0 20 40 60 80 100 120 140
D.D.T.

% Presencia

10

Figura 39. Presencia del género Pythium segun distintos tratamientos aplicados al suelo mediante el método
de Biofumigacidn, expresado en % durante el ciclo de cultivo: 28, 70; asi como al finalizar: 117 en dias
después del trasplante (D.D.T.).
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Evolucion de Pythium en diferentes
tratamientos de Biosolarizacion
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Figura 40. Presencia del género Pythium spp. segun distintos tratamientos aplicados al suelo mediante el
método de Biosolarizacion, expresado en % durante el ciclo de cultivo: 28, 70; asi como al finalizar el cultivo:
117 en dias después del trasplante (D.D.T.).

4.4.2. Presencia de poblacion de Oomicetos en funcién de las distintas
biodesinfecciones.

La tabla 14 muestra la presencia de Oomicetos obtenidos antes del trasplante, durante el ciclo
de cultivo: 28, 70, asi como al finalizar el cultivo: 117 en dias después de trasplante (D.D.T.), en
funcién de las distintas materias organicas empleadas y aplicadas mediante biofumigacion y

biosolarizacion.

En ninguna de las muestras de suelo estudiadas se detectd la presencia del género
Phytophthora. Sin excepcidn, este género de hongos estuvo ausente en el suelo sin tratar (Testigo) y
en los suelos tratados con diferentes métodos de biodesinfeccion (Solarizacién, Biofumigacion y
Biosolarizacién). Por el contrario, hongos del género Pythium fueron detectados en diversas

muestras estudiadas.

Antes del trasplante y después del ciclo de cultivo de tomate (M1)
Antes del trasplante, las muestras de suelo estudiadas tanto en los suelos en los que se
realizaron tratamientos de biodesinfeccidn como en los suelos de las parcelas testigo, no se detecta

poblacién alguna de oomicetos.
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Durante el cultivo

e M2 (28 D.D.T.)y M3 (70 D.D.T.)

En M2 y M3, las muestras de suelos estudiadas para las diferentes biodesinfecciones de suelo
revelan de presencia de Pythium en Biofumigacién y Biosolarizacién, mientras que en el suelo Testigo
y en Solarizacién, no se detectd este género. Cabe destacar que el porcentaje de presencia de
Pythium se mantuvo constante en M2 y M3 para los suelos Biosolarizados (% Presencia=12,5+35,4).
No ocurridé lo mismo para suelos Biofumigados, donde el porcentaje de presencia de Pythium fue

mayor en M2 que en M3.

Al finalizar el cultivo

e M4 (117 D.D.T)

En M4, todas las muestras de suelo estudiadas para los diferentes tratamientos de
biodesinfeccion de suelo y el Testigo revelaron presencia de Pythium. Los suelos tratados con la
cubierta de plastico, ya sea con o sin el suplemento de materia organica, obtuvieron valores similares
en el porcentaje de presencia de Pythium (% presencia de Pythium en Biosolarizacién = 47,5+32,0; %
presencia de Pythium en Solarizacion = 45,0£19,1). Los suelos tratados mediante Biofumigacion

presentaron el porcentaje mas bajo de presencia de Pythium.

Tabla 14. Variacién de la presencia de Pythium durante y al finalizar el ciclo de cultivo para los
diferentes métodos de biodesinfeccion de suelo y el testigo. Valores expresados en porcentaje (%)
durante el ciclo de cultivo: 28, 70; asi como al finalizar: 117 en dias después del trasplante (D.D.T.).
Testigo: testigo sin materia orgdanica; Solarizacion: testigo sin materia orgdnica + solarizacion;
Biofumigacion: con materia organica (Biofence® + Brassicas); Biosolarizacidn: con materia organica

(Biofence® + Brassicas) + solarizacion.

Pythium
Desinfeccién M1 M2 (28 D.D.T.) M3 (70D.D.T.) M4 (117 D.D.T.)
% % % %
Testigo (To) - - - 75,0+30,0
Solarizacién (Tgp) - - - 45,0+19,1
Biofumigacion (T, + T,) - 25,0+7,1 5,0+14,1 32,5+33,7
Biosolarizacion (T.p + T2p) - 12,5+35,4 12,5+35,4 47,5+32,0
p-valor - 0,789417 0,789417 0,225403
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Evolucion de las desinfecciones durante el
ciclo de cultivo de Sandia
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Figura 41. Presencia del género Pythium segun distintas biodesinfecciones, expresado en % durante el ciclo
de cultivo: 28, 70; asi como al finalizar: 117 en dias después del trasplante (D.D.T.). Testigo: testigo sin
materia organica; Solarizacién: testigo sin materia orgdnica + solarizacion; Biofumigacion: con materia
organica (Biofence® + Brassicas); Biosolarizacion: con materia organica (Biofence® + Brassicas) + solarizacion.

4.4.3. Resumen

Una vez realizada la desinfeccion de suelo, en el cultivo de tomate, ambas técnicas de
biodesinfeccién (Biofumigacion y biosolarizacién) tuvieron un efecto desinfectante frente a hongos
(Marin-Guirao et al., 2012). El mismo trabajo sugiere que el suelo arenado actia como desinfectante
del suelo aun sin aporte de materia organica puesto que en suelos donde no se adiciono materia
organica, se observé una disminucion en la poblacién de Oomicetos. Al igual que en el presente
estudio, los resultados obtenidos durante el cultivo de tomate, no permitieron una interpretacion de
las variaciones de la microbiota flngica a lo largo del periodo considerado. No se encontré relacion ni

con el régimen de riego ni abono ni otras practicas.

Los géneros Pythium spp. y Phytophthora spp. se han descrito como hongos tipicos del suelo,
pero a pesar de ello, existen aspectos como su distribucién, actividad y supervivencia en el suelo que
son poco conocidos. En general, la no deteccién de Phytophthora spp. en los muestreos realizados
antes del trasplante y a lo largo del cultivo podria ser atribuida a la ausencia del mismo en los suelos
estudiados, o bien a la baja densidad de indculo presente en el suelo siendo insuficiente para su
deteccion. Asimismo, la imperfeccidon de las técnicas analiticas (Rodriguez-Molina, 1996) es otro
factor que podria relacionarse con la no deteccidon del género Phytophthora spp. Las especies de

Phytophthora spp. no se consideran efectivos competidores saprofiticos en el suelo, aunque en
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suelos estériles algunas especies presentan cierta habilidad competitiva saprofitica, siendo esta

actividad muy baja en suelos naturales (Zentmyer y Erwin, 1970).

Por el contrario, Pythium spp. posee una amplia habilidad competitiva saprofitica. Barton (1961)
indica que muchas especies de Pythium spp. son colonizadores pioneros capaces de colonizar
sustratos virgenes con contenido en carbono disponible. De esta manera, Pythium spp. es
caracteristico de suelos cultivados, ya que el aporte frecuente de materia organica fresca estimula su
desarrollo. Sin embargo, Pythium spp. ha sido aislado de suelos de pinar y robledal (Rodriguez-
Molina, 1996) donde su presencia estaba ligada a que en esos suelos, se producian aportes de
sustratos virgenes adecuados para el desarrollo de especies del género, o bien que la habilidad de

competicion saprofitica es mayor a la supuesta.

A pesar de no haber sido aislado Pythium spp. en suelos desinfectados mediante Solarizacién y
en los suelos Testigo en los primeros 3 muestreos, al final de cultivo, se detectd la presencia del
género Pythium spp., al igual que ocurrid para los suelos Biofumigados y Biosolarizados. El
aislamiento de Pythium spp. en todos los suelos muestreados pareceria estar influenciado por el
estado fenolégico de la planta, donde su avanzado estado de descomposicién o la exudacién de
sustancias facilita la disponibilidad de nuevas fuentes nutritivas, comportdndose como estimulante

de la diversidad microbioldgica del suelo.

Hansen y Keinath (2013), Blok et al.(2000) y Motisi et al. (2010) observaron que las enmiendas
organicas estimulan las poblaciones de patégenos en ausencia de un ambiente anaerdbico (Motisi et
al., 2010). Asimismo, la biofumigacién con Brassicas (B. napus y B. juncea) no fue efectiva para
reducir las densidades de poblacién de Pythium spp. en comparacion con el suelo control (Njoroge et
al., 2008). En algunos casos, las poblaciones de Pythium spp. aumentaron a raiz de la incorporacién
de las enmiendas del género Brassicas en biofumigacion. B. napus, G. max y S. alba incorporados al
suelo estimulan el crecimiento de Pythium spp (Mazzola et al., 2012). En suelos biofumigados con B.
napus las poblaciones de Pythium spp. se incrementaron respecto de los suelos control durante un
periodo de observacion de 12-18 semanas (Cohen et al., 2005). Por el contrario, Brassicas juncea
parece inducir la supresion de enfermedades causadas por P. abappressorium una vez inoculado al
suelo de 2-12 semanas después de la aplicacion de la enmienda organica (Weerakoon et al., 2012).
Lazzeri et al., (2004) afirma que los pellets de brasicas ejercen un control sobre los patdgenos del

suelo.
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La biosolarizacion realizada con Biofence® en Agosto, es eficaz para suprimir la capacidad de

generar enfermedad de hongos patégenos como P. capsici (Hernandez, 2011).

El nivel de infeccidn, crecimiento de la planta y mortalidad dependen de las distintas especies de
Pythium que el suelo sustente. Especies no patégenas de Phtyium spp. podrian disponer una mayor
habilidad competitiva o incluso parasitar especies patégenas de Pythium spp. (Hansen y Keinath,
2013). P. oligandrum suprime in vitro el crecimiento de Verticillium dahliae e incrementa el peso
fresco en plantas de pimiento en invernadero comparado con el control, en ausencia y presencia de
V. dahliae (Al-Rawahi y Hancock, 1998). El medio teldrico podria modular la expresion de la
enfermedad, impidiendo su manifestacién a pesar de estar presente el patdgeno, el hospedador

sensible y el ambiente propicio (Rouxel, 1978; Alabouvette, 1983; Lemanceau, 1988).

El avanzado estado en descomposicidon del cultivo facilita la disponibilidad de nuevas fuentes
nutritivas, comportandose como estimulante de la diversidad microbioldgica del suelo. Asi lo refieren
Tello y Lacasa (1990) al estudiar la microflora, y en particular, las especies pertenecientes al género
Fusarium spp., en distintos suelos con cultivo de clavel. El efecto rizosférico aumenté mensualmente

hasta el dia 100 después del trasplante atribuyéndolo a la creciente actividad de las plantas.
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5.Ensayo de Sintesis y Conclusiones
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5. ENSAYO DE SINTESIS Y CONCLUSIONES

Conscientes de la complejidad del “ambiente suelo” y de la imperfeccion de los métodos analiticos,

los resultados han permitido establecer las siguientes conclusiones.

La entrada del cultivo de sandia incrementd, de forma generalizada, el nimero de UFC de hongos asi
como el numero de géneros aislados para todos los suelos muestreados. Los géneros presentes de
manera continua en todos los muestreos realizados a lo largo del cultivo han sido Acremonium spp.,

Aspergillus spp., Cladosporium spp., Fusarium spp y Penicillium spp.

La densidad de poblacidn bacteriana se incrementé progresivamente a lo largo del cultivo de sandia,
alcanzando de manera generalizada mayores valores de UFC tras el cultivo en comparacién con los

valores obtenidos en estudios de muestreos previos.

Tras finalizar el cultivo, la presencia de oomicetos se incrementd en todos los suelos analizados. Estos
resultados sugieren que la raiz de las Cucurbitaceas, y en concreto de la sandia, pueden tener

capacidad multiplicadora de Pythium spp.

No se ha encontrado una interpretacion a las variaciones de la microbiota fungica y bacteriana a lo
largo del periodo considerado. Especialmente llamativos, son aquellos muestreos en los que tras
presentar valores elevados de hongos y/o bacterias, el muestreo posterior presenta valores
practicamente nulos. No se encuentra relacion ni con el regimen de riego, ni con el abonado, ni con

otras practicas culturales a lo largo del cultivo.
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