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PREAMBULO






El lector interesado tiene en sus manos un libro que presenta un modelo
sobre el comportamiento de los hongos microscépicos del suelo, cuando son so-
metidos a la actividad agricola. Actividad que se ha simplificado hasta reducirla a
la desinfeccién. Sabido es que la desinfeccién del suelo en horticultura intensiva
se ha convertido en una practica agricola mas. Haya o no una justificacién para
ello. Ciertamente que los agricultores realizan esta labor —costosa, por otro lado,
no solo en su vertiente econdmica— por alguna razén: el incremento de produc-
cién. Un ejemplo lo brinda el trabajo contenido en esta obra para un modelo muy
concreto: monocultivo de pimiento bajo invernadero, desde hace méas de 25 afos,
en el Campo de Cartagena de la Comunidad Auténoma de la Regién de Murcia.
Modelo que pone de manifiesto que no siempre se eleva el rendimiento de la co-
secha y que, ademaés, puede estar la desinfeccién enmascarando un fenémeno,
conocido desde antiguo, denominado “fatiga del suelo” o “tierras cansadas”. De-
nominaciones que ponen en evidencia la importancia de la fraccién viva del suelo
(hongos, bacterias, insectos, 4caros, gusanos y un largo etcétera) en el manteni-
miento de la fertilidad, hasta el punto de poder afirmar que un suelo completa-
mente estéril es un suelo improductivo. De esta realidad no se libran los sustra-
tos inertes o no que se utilizan para cultivos sin suelo.

Desde esta dptica, se ha escrito que algunos desinfectantes del suelo son
“biocidas totales’, para significar que esterilizan completamente. Nada mas lejos
de la realidad, como se pone de manifiesto en el trabajo experimental que se ex-
pone en las paginas de este libro. Y habria que apresurarse a afadir la fortuna
de que las cosas hayan sucedido asf.

La literatura especializada no abunda en trabajos sobre la microbiota flungica
que habita un suelo. Son mas frecuentes las investigaciones sobre la densidad
del inéculo, y sus variaciones, de un hongo fitopatégeno. Estudios que en nume-
rosas ocasiones —la mayoria— pretenden hacer vélido el aserto: a mayor densi-
dad del patégeno en el suelo mayor severidad de la enfermedad que ocasiona.
Se justificaria asi que una desinfeccién que disminuya la densidad de inéculo
mermaria la expresién de la enfermedad. Esta forma de razonar simplifica ex-
traordinariamente el sistema y aspectos como la capacidad saprofitaria del para-
sito —su saprofitismo— no es tenida en cuenta, cuando puede influir decisiva-
mente en su habilidad para parasitar. O, las propiedades intrinsecas del mismo
microorganismo cuando se ha alimentado de un tipo u otro de materia, funda-
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mento que sostendria el efecto benéfico de la antigua recomendacién de rotar el
cultivo para disminuir la accién parasitaria del microorganismo que origina la en-
fermedad. O, el efecto de las condiciones del “ambiente suelo” —tan complejo y
tan contrapuesto de un tiempo a otro— en la expresién de la enfermedad. O, la
‘capacidad de acogida” de un suelo para admitir entre sus habitantes a un extra-
fo. Esta “capacidad” ha sido, desde hace afios olvidada, magnificando las propie-
dades “antagonistas” de muchos de los habitantes del “medio teldrico”. Evaluadas
“in vitro” y lanzadas al mercado como si lo medido en condiciones de laboratorio
debiera cumplirse en el suelo agricola. Sin olvidar la “explotacién” a la que han
sido sometidos estos “agentes de control biol6gico’, para extraer sus metabolitos
como fungicidas y bactericidas, o, incluso utilizar los genes que regulan la pro-
duccién de esas sustancias, para mediante las técnicas de ingenieria genética,
adicionarlos al genoma de las plantas. Piense, en este punto, sobre las plantas
trasgénicas de maiz resistentes a los insectos taladradores del tallo, cuya resis-
tencia procede del gen de una bacteria del suelo denominada Bacillus thurin-
giensis. Sin entrar en otras consideraciones —evaluaciones, registros, principio de
precaucion, etc— esta breve enumeracién conduce a especular sobre la inmen-
sa riqueza microbiolégica del suelo, cuya complejidad ha sido no suficientemen-
te estudiada, pero no por ello ha dejado —y seguird siendo— utilizada de manera
lineal, si se razona comparativamente.

Una de las aportaciones mas interesantes de los estudios con los microorga-
nismos edaficos ha sido la resistencia inducida en las plantas. Es decir, microorga-
nismos no causantes de enfermedad permiten que las plantas expresen una resis-
tencia a las plagas y enfermedades que en su ausencia no se manifiesta. Han sido
numerosas las bacterias teldricas las que se han estudiado desde esta dptica (Ba-
cillus, Clostridium, Pseudomonas y otros géneros), pero siempre separadas del
“entorno suelo”. Cuando estas individualidades se han aplicado a las semillas o a las
plantas, en las diferentes fases de un cultivo, se ha apreciado una ventaja en el cre-
cimiento de las plantulas, pero el control de las enfermedades o plagas en la reali-
dad del campo no ha tenido, ni aproximadamente, una respuesta suficiente.

Son escasos, en contraposicion, los estudios de la microbiota no patégena de
un suelo tratando de esclarecer su papel. {No son parasitos? éSon pardsitos dé-
biles que no llegan a expresar su perjuicio con la magnitud de los que conside-
ramos agentes causales de enfermedades? Qué les relaciona con los vegeta-
les, puesto que aquellos hongos y bacterias que se aislan del suelo horticola no
se diferencian en su composicién de los que permiten los medios de laboratorio
aislarlos de la rizoplana? Es mas, el contenido de las paginas que siguen a este
preambulo pone en evidencia la imposibilidad de separar los habitantes de la ri-
zosfera de los de la rizoplana y éstos, a su vez, de los del suelo desnudo, esté hu-
medecido o seco. La razén para que este hecho —fundamental en la ecologia mi-
crobiana del suelo— ocurra puede ser debido a las técnicas analiticas disponibles
y al modelo estudiado: monocultivo de pimiento con una duracién anual en torno
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a 9 meses. Casi podria decirse que todo el suelo del invernadero es una rizopla-
na, ya que las raices, incluso las plantas, quedan en el suelo de un cultivo a otro.

En las reflexiones precedentes se ha evocado la imperfeccion de las técni-
cas analiticas disponibles para la microbiologia del suelo. La mas reciente lleva
utilizandose mas de medio siglo. épor qué tanta duracién pese a su inexactitud?
Carecemos de respuesta para tal pregunta. Ciertamente que han habido intentos
muy sugerentes para paliar algunas deficiencias, tal es el caso de los trabajos de
BouHoT —las referencias de los autores para el lector interesado aparecen al final
del libro— sobre el “potencial infeccioso” de los suelos contaminados con
Pythium que no tuvieron el eco esperado. Recientemente, DE CARA GARCIA, ha re-
tomado el tema para evaluar los agentes causales del colapso del meldn, ponien-
do a punto una fitopatometria de suelos, ya utilizada hace méas de cinco decenios
pero sin continuidad, y que entronca con los trabajos del “potencial infeccioso del
suelo”. En esencia, estas técnicas no cuantifican por separado las diferentes frac-
ciones microbianas del suelo, valiéndose para ello de medios y procesos més o
menos selectivos. Estudian las fracciones microbianas y su relacién con las plan-
tas que se utilizan a modo de “trampas’. Muchas observaciones seran necesarias
para evaluar la representatividad de estas técnicas. Esperemos que no vuelvan a
quedar relegadas en el rincon de cualquier anaquel.

6Dénde residen las debilidades de las técnicas analiticas utilizadas en este
trabajo? Es de todo punto necesario tomar aqui los datos aportados por RODRI-
GUEZ MOLINA sobre la microbiologia de suelos incultos y cultivados. La autora
trata de ajustar la técnica analitica usada para los hongos del género Fusarium
aislados del suelo desde varias vertientes: variabilidad de los resultados depen-
diendo de la dilucion de la muestra; variabilidad de los resultados en funcion
del tiempo de almacenamiento de la muestra; precision, repetibilidad y repro-
ducibilidad del método analitico; y, variabilidad de las poblaciones de Fusa-
rium en el suelo y representatividad del muestreo.

En este trabajo se han analizado decenas de muestras de suelo bajo diferen-
tes condiciones de cultivo. Un primer problema —iy no pequefo!— se planted a la
hora de decidir qué muestra tomar para cada situacion. En este punto, en el tra-
bajo de RODRIGUEZ MOLINA se analiza, intensamente, una calicata de 1x1x0,80
m. En las caras se marcaron cuatro horizontes de 10 cm de profundidad cada
uno. En una de las caras se marcaron, adicionalmente, cuatro horizontes mas
hasta alcanzar una profundidad de 80 cm. En la linea media de cada horizonte
se marcaron 10 puntos equidistantes entre si 10 cm. De cada punto se tomé una
muestra de tierra de 35-45 g con la humedad que tenia “in situ”. Los resultados
no pudieron ser méas elocuentes: “las conclusiones y generalizaciones a partir de
los muestreos de suelo deber ser realizados con precaucion, ya que el muestreo
intenso de un espacio pequefo de suelo muestra que la variabilidad que existe
en el medio es tal, que en realidad una muestra sélo se representa a si misma”
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Con ser importante este resultado, todavia debera ser ajustado, lo cual apor-
tara la dimension de la imprecision analitica.

En ocasiones, la densidad de poblaciéon en el suelo es tan elevada que la
muestra deberd ser diluida. En esta ocasién se utilizé talco como diluyente. Se
analiz6 una muestra utilizando la técnica de anadir el suelo directamente a un
medio de cultivo selectivo para Fusarium, que estaba fundido a una temperatura
entre 39 y 42° C. Las cantidades de suelo por placa de Petri (9 cm de didmetro)
oscilaron entre 0,0123 y 0,0194 g, el nimero de colonias del hongo fue tan ele-
vado que no permitieron su cémputo. Se diluyé la muestra en talco adoptando las
siguientes proporciones: 1:5 (1 parte de suelo en 4 de talco), 1:10 y 1:15. Los
resultados se presentan en la Tabla I).

Efecto de la dilucion del suelo en talco, sobre el nimero de colonias (U.F.C) de Fusarium
(tomado de Rooriguez MoLina, 1996)

N U.FC. g'suelo
Dilucion : :
F. oxysporum F. solani F. roseum Fusarium total
1.0 8872 4959 ¢ 301+ 200 d 1928 +1.002 ¢ 11101 £ 4261 ¢
15 16.353 £ 10981 ab M7 +292b 2237 £ 1538 ¢ 19313 £ 11.702 b
110 16,694 + 11.869 a 44 + 44) ¢ 4531 £ 3673 a 21071 £ 14342 a

1:15 10.776 + 12,55 b 1081 £ 736 a 3486 + 4310 b 20.349 + 16.381 b

Los valores (media + desviacion tipica) en cada columna seguidas de la misma letra no difieren significativamente (p < 0,05). Andlisis de la varian-
za sequido del Test de Student-Newman-Keuls para los grupos homogéneos.

El ejemplo seleccionado ilustra sobre como la dilucion en talco permite es-
timar densidades de poblacién mas elevadas en las muestras diluida que la
misma sin diluir. Y, ademas, el efecto de la dilucién varia en funcién de la espe-
cie de Fusarium.

A partir de la pregunta: 6Cuanto tiempo debera conservarse una muestra de
suelo para que su alteracion sea minima? éBajo qué condiciones debera trans-
currir el periodo de conservacion? RODRIGUEZ MOLINA, trabajando con 18 mues-
tras de suelo recogidas tanto de campos cultivados con cerezo, esparrago, taba-
co, hortalizas, como de suelos de pinar y dehesa, estudia la microbiota fusérica
después de O, 6, 12 y 18 meses de conservacion en el ambiente del laboratorio.
Los resultados pusieron en evidencia que: “la densidad de la poblacién fusérica
disminuye con el tiempo de almacenamiento a temperatura ambiente. La veloci-
dad de descenso varia segun la muestra”

Un ejemplo lo conforman 18 muestras, que durante 9 meses de conserva-
cién presentaron, en conjunto, las siguientes densidades de Fusarium (Tabla I1)
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Efecto del tiempo de almacenamiento sobre el nimero de U.F.C. g' de suelo de Fusarium
(tomado de Rooricuez MoLina, 1996)

Tiempo de almacenamiento (meses) U.FC. g’ suelo
0 9979 + 8333 a
6 4705 + 4194 b
9 983 £ 1142 ¢

Los valores (media + desviacion tipica) en cada columna sequidas de la misma letra no difieren significativamente (p < 0,08). Test de Student-New-
man-Keuls para los grupos homogéneos. Recalculado de Ny« F= 098546 « gl1=2+gl2=162.

Cabe ahora abordar, sin por ello agotar las posibilidades, la precision, re-
petibilidad y reproducibilidad del método analitico para los hongos del géne-
ro Fusarium en el suelo. La repetibilidad se estima estudiando las diferencias
entre los resultados de andlisis sucesivos de la misma muestra y en las misma
condiciones: la misma técnica de anélisis, el mismo analista, el mismo laborato-
rio, los mismo aparatos, y un corto intervalo de tiempo (8-10 dias) entre los ané-
lisis sucesivos de la misma muestra. La reproducibilidad se estima estudiando
las diferencias entre los resultados de andlisis realizados sobre las mismas
muestras y empleando la misma técnica de andlisis, pero en condiciones dife-
rentes: diferentes analistas, diferentes laboratorios, diferentes aparatos y mo-
mentos diferentes.

Para no agotar la paciencia del lector, contrastada si ha llegado hasta aqui, la re-
peticion del andlisis de la misma muestra (repetibilidad) se presenta en la Tabla Ill.

Efecto de la tanda de andlisis, sobre el nimero estimado de U.F.C. g* de suelo de Fusarium
(tomado de Rooriguez MoLina, 1996)

. U.EC. g suelo
Grupo de muestras Nimero de muestras Nndlisi Nndlisis 2
1 B 10.263 + 3.089 15213 + 5,020
2 B 7657 + 2.534 6.020 + 2.336
3 B 5373 +1.200 8.245 + 1,699

Los valores (media % desviacion tipica) de los tres grupos de muestras difieren segdin la tanda de andlisis. Test de Wilcoxon para muestras aparea-
das, T= 2,20 en los tres grupos; p < 0,05.

Es claro, por tanto, que existen diferencias significativas entre el primer y se-
gundo andlisis, aunque haya sido realizado por el mismo analista.

La reproducibilidad (misma muestra analizada bajo iguales condiciones, por
dos analistas diferentes), se refleja en la Tabla IV.
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Efecto del analista sobre el nimero estimado de U.F.C. g* de suelo de Fusarium
(tomado de Rooriguez MoLina, 1996)

. U.FC. g'suelo
AITTES 6 LB Andlisis 1 Andlisis 2
4 5502+ 3506 | 8999 + 3388

Los valores (media + desviacidn tipica) obtenidos por cada analista difieren significativamente. Test t para muestras apareadas, t = -5, 43; (p < 0,09).

Después de comprobar lo que sucede con la repetibilidad no deberia sor-
prender que el andlisis de la misma muestra por dos analistas diferentes arroja-
se resultados estadisticamente diferentes.

Parece, por tanto prudente, adoptar el criterio de valorar las tendencias de las
poblaciones medidas mas que empecinarse en mantener como Unico criterio va-
lido los valores numéricos absolutos.

Pues bien, teniendo en cuenta estas limitaciones se realizé el trabajo que se
presenta en las paginas siguientes. Pese a esas limitaciones, la investigacion ha
conformado un modelo sobre el efecto de los diferentes tratamientos de desinfec-
cién (quimicos y biolégicos) aplicados en los suelos de los cultivos de pimiento bajo
invernadero del Campo de Cartagena (Murcia). Es decir, sobre el efecto desinfec-
tante, sobre su permanencia a lo largo del cultivo y sobre la microbiota fungica que
puebla estos suelos. Se han evidenciado aspectos como que ningun desinfectante
hace desaparecer las poblaciones de hongos en el suelo. ftem mas, el comporta-
miento de un fumigante es diferente de un suelo a otro en lo concerniente a dis-
minucién de poblaciones microbianas. No se han apreciado diferencias entre trata-
mientos, sean quimicos o bioldgicos, en lo que se refiere al efecto desinfectante. Es
decir la aplicacién de materia organica fresca con solarizacién se aproxima al efec-
to de los quimicos mas potentes cuando se evalla las densidades de especies fun-
gicas. El modelo se perfecciona con la siguiente observacién: cualquiera que haya
sido el tratamiento la recolonizacién por hongos se produce de la misma manera,
finalizando con las mismas poblaciones que las existentes antes de aplicar el trata-
miento. Finalmente, el modelo ha permitido explorar el parasitismo de ciertos hon-
gos como Fusarium solani y Aspergillus sp, los mas abundantes en los suelos es-
tudiados, que no son reconocidos como patégenos del pimiento.

Este aviso previo, acogido como preambulo, tiene la intencién de guiar a
quien desee explorar el contenido, poniéndole en antecedentes para que su po-
sible utilidad no le defraude.

Asi lo deseamos.

M? CARMEN RODRIGUEZ MOLINA, M?® ANGELES MARTINEZ FRANCES,
ALFREDO LACASA PLASENCIA, JULIO CESAR TELLO MAQUINA
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1. INTRODUCCION GENERAL
PARTE |. EL MODELO DE ESTUDIO
1.1. EL CULTIVO DE PIMIENTO EN LA REGION DE MURCIA

1.1.1. Situacion del cultivo de pimieto en el contexto nacional y regional.
Algunas partularidades

Espana ostenta ser el primer pais europeo productor de pimiento represen-
tando el 4% de la produccién mundial (FAO, 2003), por detrds de paises como
China, con un 49% o Méjico, con un 8%. De hecho, el pimiento es uno de los cul-
tivos horticolas bajo invernadero con mayor superficie cultivada en nuestro pais.
En el afio 2003, el cultivo de pimiento en Espafa ocupaba 22.000 ha, con una
producciéon de 994.200 t que se cultivaron en su mayoria bajo plastico, seguin
datos obtenidos de la Estadistica Agraria del Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion.

Es en el Sudeste peninsular donde se concentra més de 88% de la produc-
cién. Almeria, con unas 8.600 ha y una produccién que supera ligeramente las
500.000 t (Estadisticas Agrarias. Consejeria de Agricultura y Pesca. Junta de
Andalucfa) en 2003, fue con diferencia, la provincia con mayor superficie de pi-
miento en invernadero a la que le siguié Murcia con 1.810 hay 147140 ten el
mismo ano.

Mientras que en Almeria predomina el cultivo realizado en el periodo otofio-
invernal, consiguiendo cosechas tardias de frutos cuadrados cortos (California),
en Murcia se persiguen cosechas tempranas con cultivos realizados en invierno
y primavera utilizando, cada vez mas, variedades tipo California frente a las tradi-
cionales de pimientos largos y semilargos del tipo Lamuyo.

En cuanto a los cultivos en invernadero, el pimiento es el segundo gran cul-
tivo bajo invernadero (1.761 ha en 2006) en la Regién de Murcia, por detras del
tomate (3.100 ha en 2006). Debido a las connotaciones de nuestra Regién, ni
qué decir tiene que el 100% de la superficie dedicada al cultivo de hortalizas se
encuentra en regadio.
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La evolucién tan espectacular que ha sufrido el cultivo viene explicada por di-
ferentes motivos: el primero de ellos, originado sin duda alguna, por la llegada de
los caudales provenientes del Trasvase Tajo-Segura que comenzaron un histéri-
co dia 29 de junio de 1980, en segundo lugar, por la capacidad y el espiritu em-
prendedor de muchos de los agricultores de antigua tradicion y vocacién pimen-
tonera de la zona y por ultimo, por la posibilidad de abastecer el mercado
(nacional y europeo) en los meses en los que no lo hace Almerfa.

Ademas, y como ya apuntaron GONZALEZ et al. (1992), el almacenamiento de
volimenes de agua en embalses para asegurar la dotacién hidrica para varios rie-
gos y con ello, la racionalizacién del uso del agua mediante la implantacién del
riego localizado, unido a la aparicién de films flexibles que se adaptaban a las es-
tructuras primitivas del invernadero tradicional de tipo parral y a la gran rentabili-
dad econdmica obtenida del producto, han sido otras de las razones que han im-
pulsado el desarrollo del cultivo protegido en la zona.

El cultivo de pimiento en invernadero en la Regién de Murcia experimenté un
gran desarrollo en la década de los 80 y principios de los 90 del pasado siglo,
reflejado tanto en la superficie cultivada (778 ha en 1984 y 1.810 ha en 2003),
como en los rendimientos unitarios obtenidos. Pero lo mas espectacular ha sido
el aumento de las producciones, debido a mejoras en las estructuras de los in-
vernaderos, en las técnicas culturales asi como en el empleo de variedades mas
productivas.

Grafico 1. Evolucion de la produccion de cultivo de pimiento bajo invernadero durante el periodo 1980-2003 (f)
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Tahla 1. Superficie ocupada por el pimiento en las dreas que lo cultivan de la Region de Murcia (ha)

; Torre San Javier | San Pedro | Cartagena | Vega del Valle del
Zona de Cultivo Pacheco del Pinatar Segura Guadalentin
Superficie (ha) 182 637 189 65 89 14

Fuente: Estadistica Agraria de Murcia 2003

De las 1.810 has que se cultivaron de pimiento en la Regién de Murcia en 2003,
el 94% se encuentra en la comarca del Campo de Cartagena (Figura 1), rea que se
prolonga de forma natural hacia el sur de la provincia de Alicante (término de Pilar de
la Horadada). En €l, se localiza la mayor parte del cultivo de pimiento en la Regién de
Murcia. La comarca comprende los términos municipales de Cartagena, El Mirador,
Los Alcazares, San Cayetano, San Javier, San Pedro del Pinatar y Torre Pacheco. Esta
zona productora se asienta en un drea de tradicién y vocacién pimentonera, donde el
monocultivo de pimiento en invernadero coexistia hasta mediados de los afios noven-
ta del siglo XX con el pimiento para pimentén, realizado al aire libre.

: ty

Figuras 1 y 2. Vista aérea del Campo de Cartagena (izquierda), donde se localizan los in\)ernaderos de
pimiento (areas rojas de la derecha).
Fuente: SIAM.

La superficie cultivada de pimiento para consumo en fresco en dicha comar-
ca, estaba comprendida entre las 1.712 y las 1.810 ha entre los afios 2000 y
2003 representando entre el 90% y el 98% seguida en menor medida por la
Vega del Segura y el Valle del Guadalentin con anecdéticas aportaciones. En la
actualidad, el cultivo con fines industriales se mantiene en el Valle del Guadalen-
tin ocupando unas 543 ha en 2003. La produccién total anual de pimiento en la
Regién de Murcia fue de 1568.945 t en el afio 2003, segun las Estadisticas Agra-
rias de la Consejerfa de Agricultura y Agua de la Regién de Murcia.

En conjunto, las hortalizas generaron en la Regién de Murcia, en 2003, una pro-
duccién de mas de 1.778 miles de toneladas de producto, cuyo valor ascendié a
742,10 millones de euros. En concreto, los pimientos y tomates supusieron més de
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la mitad de los beneficios obtenidos por los productos horticolas a nivel regional, (FE-
COAM-Estimacién de la valoracién de la Campana Agricola Regional 02/03).

El ciclo de cultivo que se viene realizando en la zona es el de primavera, en
el que la fecha de plantacién oscila entre finales de noviembre y principios de
enero. Una plantacién mas precoz, implicaria un mayor riesgo en el ataque de en-
fermedades, lo que provocaria pérdidas en la calidad de los frutos. Una planta-
cién mas tardia, aunque con menores problemas sanitarios y mejor calidad de los
frutos, obtendria peores cotizaciones que la plantaciéon mas precoz.

En este ciclo, la recoleccion suele iniciarse en marzo-abril y termina en julio
o agosto, dependiendo del tipo de desinfeccién de suelo que se pretenda reali-
zar y de la cotizacién de precios en el mercado. De esta forma se complementa
con el que se viene realizando en Almeria, que tiene otras connotaciones. En la
Tabla 2 se puede comparar el ciclo de esta zona con el del resto de las zonas pro-
ductoras que acceden al comercio europeo.

Cronograma con los ciclos productivos
Ene. | Feb. | Mar. | Abr. | May. | Jun. | Jul. | Ago. | Sep. | Oct. | Nov. | Dic.
Campo Cartagena
Almeria
Turquia
Israel

Holanda
Fuente: LOPEZ, 2006

1.1.2. Importancia econémica del cultivo de pimiento
en la Region de Murcia

El pimiento, en la zona productora del Campo de Cartagena, forma parte de
una horticultura intensiva muy tecnificada, dindmica, moderna y competitiva, con
marcada proyeccion a la exportacion a Europa.

Ademés, se trata de un cultivo eminentemente social, del que dependen aproxima-
damente unas 1.455 familias con una superficie media de las explotaciones de 1,23
haen 1997 (LoPEZ, 1998) y de 1,5 ha en 2006 ( LoPez, 2006). El cultivo requiere gran
cantidad de mano de obra, con lo que genera el empleo de unas 3.569 personas en
campo, unas 1.785 en almacén y unos 714 empleos indirectos, en lo que se refiere a
empresas auxiliares de invernaderos, proveedores de plésticos, riegos, fertilizantes, fito-
sanitarios, embalaje, transporte, industria, etc, lo que suponen unos 6.068 empleos, y
con ello un importe en mano de obra de mas de 49 millones de euros.
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Su posicién relativamente cercana a los mercados europeos y un conjunto
de microclimas privilegiados, con una bondad climatica invernal que le permite
ser competitivo en calendarios y precios, han permitido la orientacién producti-
va de este cultivo con recolecciones hacia los meses de primavera y verano
(desde marzo hasta septiembre) y plantaciones en noviembre y diciembre en in-
vernadero, ser un monocultivo de alto valor y elevado grado de especializacion
(LoPez, 1998).

En cuanto al valor de la produccién de pimiento en la campana 2002/03
fue de unos 1374 millones de euros, segun datos de la Consejeria de Agricul-
tura y Agua de la Regién de Murcia. La aportacién al subsector agricola de la
produccién final agraria (PFA) fue de més del 6% la misma campafia y mas del
13% en el conjunto del grupo de las hortalizas. Por lo que la trascendencia del
cultivo en esta zona productora es manifiesta por la magnitud social y econé-
mica que alcanza, siendo una fuente de riqueza y empleo, y el verdadero motor
de la economia local, teniendo también un importante peso en la industria con-
servera regional a donde se desvian los excedentes y los destrios (por reduci-
do calibre) del manufacturado para consumo en fresco. Pero la principal orien-
tacién es la del consumo en fresco, tanto para el mercado nacional como de
exportacion.

En cuanto a las exportaciones de pimiento desde la Regién de Murcia, éstas
se destinan principalmente a los mercados de Alemania, Francia e Italia principal-
mente (Tabla 3), aunque fueron més de 27 los paises que recibieron pimientos
murcianos en los ultimos afos.

Exportaciones de pimiento desde la Region de Murcia a los principales paises europeos
(cantidades muy proximas o superiores a 1.000 t)

Pais Cantidad (t) Valor (miles de €)
Alemania 20112 21243
Austria 1610 2290
Dinamarca 981 1461
Francia 13.624 14.924
Italia 8123 8.598
Paises Bajos 4119 4919
Polonia 1.665 2522
Portugal 4219 4893
Reino Unido 1459 1990
Repiblica Checa 1.541 2060
Total 60.272 73.785

Fuente: FECOAM-Estimacidn de la valoracidn de la Campafia Agricola Regional 02/03.
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Los tres principales sistemas de comercializaciéon que tiene el pimiento son:

Las Entidades Asociativas Agrarias, calificadas como Organizacién de
Productores que exportan directamente su producto.

Las Subastas (Alhéndigas o Corridas) a las que acuden los agricultores
no agrupados, los cuales ponen su producto en manos de los operadores
y exportadores privados.

Los exportadores privados, que suelen ser empresas familiares que tie-
nen sus propios canales de comercializacién.

1.1.3. Tipos de pimiento cultivados en los invernaderos
de la Region de Murcia

El principal tipo de pimiento cultivado en la Regién de Murcia, concretamente
en el Campo de Cartagena, es en la actualidad el California (cuadrados cortos),
cuya utilizacién ha ido en aumento, pues hasta hace escaso tiempo existia una pro-
porcién aproximada del 50% (GonzALEz, 2002), con respecto a la produccién total,
y cuyo resto lo ocupaban los tipos largos y semilargos (tipo Lamuyo), pero actual-
mente el tipo California es cultivado en el 90% de los casos (MARTINEZ, 2005).

Las variedades mas utilizadas en cada uno de ellos son:

Tipo California: De seccién longitudinal cuadrangular y maduracién en
rojo y amarillo, entre los primeros, los cultivares empleados han sido Or-
lando, el mas empleado por su precocidad, y junto con él, Habana, Barba-
dillo y Marqués, y los resistentes a TSWV como Ribera, Requena, Corna-
go, Quito o Cabezo que ofrecen mejor comportamiento fitopatoldgico.
Entre los cultivares cuyos frutos maduran en amarillo se encuentran Ca-
pino, Fiesta o Tercio y algo menos, Zafra y los resistentes a TSWV como
Vélez, Cierva, Limona, etc. El destino principal de esta produccién son los
mercados del norte europeo.

Tipo Lamuyo: De seccion longitudinal rectangular y maduracion en rojo y
en amarillo. Entre los de maduracion en rojo, las plantas son vigorosas, de
crecimiento indeterminado y los frutos tienen un tamafo aproximado que
resulta ser el doble de largo que de ancho (Nuez et al, 1998). De color
verde en estado inmaduro, se tornan rojos en la madurez.

Entre los cultivares largos de este tipo, estan Mariner, Dallas, Herminio, El
Pilar, Lido y los resistentes a TSWV (Galileo, Almudén) para verde y ma-
duracién en rojo. Maribel, Spiro y Paraiso son los cultivares empleados
para maduracién en amarillo, que suponen alrededor de un 20%. El des-
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tino de este tipo semilargo son los mercados italianos, portugueses, sur
francés y el mercado interior.

Tipo Dulce lItaliano: De seccién longitudinal triangular, la principal varie-
dad de pimiento cultivada en Espana es la Dulce Italiano, que es un pi-
miento verde de maduracién en verde, siendo su principal uso para freir.
En Murcia, la superficie dedicada a este cultivo es muy reducida y repre-
senta una minoria.

Otros tipos: Los conocidos como especialidades son cada vez mas fre-
cuentes, ante la demanda de los mercados europeos. Se trata de varie-
dades con formas, colores y usos diversos: pimiento de Padrén, pimien-
tos blancos, morados anaranjados, cénicos rectos y curvados,
mini-California, picantes (guindillas y cayenas), etc. para mercados singu-
lares de consumo en fresco.

La eleccion de las diferentes variedades, deriva de la adaptacion de cada una
de ellas a las condiciones de los agricultores, pero en dicha eleccion tienen un
gran peso las cuestiones comerciales a veces impuestas por las organizaciones
de ventas en respuesta a la demanda de los clientes finales. Aln con las conno-
taciones mencionadas, las variedades preferentemente cultivadas son las que
cuentan con resistencia incorporada al virus del bronceado del tomate, que es el
problema fitopatolégico de mayor trascendencia y repercusion en el cultivo del
Campo de Cartagena.

1.1.4. Técnicas de cultivo para el pimiento en la Regiéon de Murcia
1.1.4.1. Cultivo en suelo bajo invernadero

En la Regién de Murcia y en el sur de la provincia de Alicante, el pimiento se
cultiva en invernadero mayoritariamente en suelo desnudo, siendo un monocultivo
en més del 95% de la superficie (LACASA y GUIRAO, 1997). En la actualidad, en casi
un 6% de la superficie se realizan cultivos en sustratos, como sustitucién del suelo,
debido a las dificultades en el control de los patdgenos del suelo y a los efectos de
la reiteracién del monocultivo de forma ininterrumpida en el mismo suelo.

La construccion tradicional de invernaderos tipo parral ha sido sustituida por
otra de mayor altura de tipo capilla (Figura 3) o multitinel en los que se cuentan
con sistemas de control de las condiciones climaticas. Es frecuente utilizar como
material de cubierta polietileno térmico o plasticos tricapa, incluso una doble cu-
bierta interior para aumentar la temperatura y reducir la humedad relativa a la al-
tura de las plantas, asi como disponer de sistemas de ventilacién lateral y ceni-
tal, mejorando la perfeccién de los cerramientos (GONZALEZ et al, 1998).
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Figura 3. Detalle de un invernadero tipo capilla con estructura de palos metalicos en su interior, en este
caso, propiedad del IMIDA, en Torre Blanca (Término municipal de Torre Pacheco).

Los invernaderos tradicionales de tipo parral constan basicamente, de una es-
tructura de madera o metélica, donde descansan las cubiertas de plastico a dos
aguas, con una pendiente que oscila entre el 5y el 20% y con unas dimensiones
en los médulos que oscilan entre 20-30 m de ancho y unos 30-250 m de largo.

En la mayoria de los casos, el cultivo se viene realizando desde hace varios
anos en invernaderos de tipo parral con estructura metélica de tubos de hierro
galvanizado. De esta forma se reduce el nimero de palos a utilizar en relacién a
los antiguos de madera.

Las nuevas construcciones, pertenecen
al tipo multitinel (Figura 4) y presentan
ventajas frente a los anteriores por contar
con mas superficie de cultivo al reducirse el
nimero de postes y tener mayor altura,
pero la mayor ventaja consiste en la capa-
cidad para controlar el clima, ya sea me-
diante colocacién de pantallas térmicas, de
sombreo o con la ventilacién, ademas de la
temperatura mediante calefaccién o nebuli-

‘ -, zacion, segun interese. Con todo ello, este
Figura 4. Detalle de un cultivo de pimiento tipo de invernadero estd menos implantado
en invernadero tipo multitinel situado en entre los agricultores, principalmente por su
El Mirador (Término municipal de San Javier). enorme coste, entre los 12y los 60 €m™2

Una parte de la produccion de pimiento en invernadero en la Regiéon de Mur-
cia, se obtiene bajo criterios de control integrado de plantas o de produccién in-
tegrada. Estos planteamientos se llevan a cargo mediante actuaciones extensi-
vas y generalizadas para toda la superficie de cultivo, en intervenciones
conjuntas de los productores, asociaciones agrarias y servicios oficiales de la
administracién regional.

30



Introduccion general

PREPARACION DEL SUELO

Terminado el cultivo, se cortan los hilos y se retiran junto al resto de los
elementos del entutorado. Si no se incorporan al suelo, se retiran los restos de
plantas. A continuacion se dan dos pases cruzados de subsolador y, un par de
dias después, un pase de fresadora, dejando el suelo preparado para la des-
infeccién. Si se incorporan los restos de las plantas, se da un pase de fresa-
dora ligero para triturarlas, luego los dos pases de subsolador y, finalmente,
otro de fresadora.

Una vez terminada la desinfeccidn, se incorpora el estiércol, para mantener el
nivel de fertilidad con un contenido en materia organica préximo al 3%. De esta
forma, se favorece el mantenimiento de la textura y estructura, ademas de pro-
porcionar los elementos fertilizantes que aporta. La cantidad aportada suele va-
riar entre 2 y 4 kgm™? y se incorpora con suficiente antelacién a la plantacion.

Si la desinfeccién se realiza con producto aplicado con el agua, los pases de
subsolador se dan tras la desinfeccién y antes de incorporar el estiércol.

DESINFECCION DEL SUELO

La desinfeccién del suelo es un método relativamente caro y sofisticado de
controlar los patégenos. Se emplea, normalmente en cultivos protegidos de
gran valor afiadido (KATAN, 2005) y algunas veces al aire libre. La necesidad de
desinfectar los suelos deriva también del hecho de la reiteracién del mismo cul-
tivo en el mismo suelo, lo que provoca alteraciones en las caracteristicas bio-
I6gicas, quimicas y fisicas del suelo, conduciendo a una reduccién del desarro-
llo de las plantas y una pérdida significativa de cosecha, tanto cualitativa como
cuantitativamente.

Por ello el objeto de la desinfeccién no es solo controlar las enfermedades de
origen edafico sino, también, mejorar y reestablecer los niveles de produccién del
cultivo. Estos objetivos cobran especial importancia en regiones donde las opcio-
nes de un determinado cultivo son limitadas por la escasez de tierra o por la con-
centracién de nucleos de oferta comercial en un determinado lugar.

Esta practica se hace indispensable en los invernaderos de pimiento del
Campo de Cartagena por tratarse de un monocultivo desde hace mas de
veinte afos en mas del 60% de la superficie y porque una parte de los sue-
los se encuentran contaminados de patdgenos (Phytophthora capsiciy Me-
loidogyne incognita) y son limitantes para el cultivo (LACASA y GUIRAO, 1997).
Hasta su prohibicién, con la excepcion para usos criticos, se ha venido em-
pleando para ello el bromuro de metilo anualmente, tradicionalmente aplica-
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do a 60 gm™ del formulado 98:2, sellando el suelo con pléstico de polietile-
no (PE) de 200 galgas (0,05 mm) y, a partir de 1998 a razén de 40 gm™ del
mismo formulado y sellado con pléstico VIF (Virtually Impermeable Film) de
160 galgas (0,04 mm).

PRODUCCION DE LA PLANTA

En toda la superficie cultivada de pimiento en el Campo de Cartagena se uti-
lizan plantas con cepellén producidas en semilleros o viveros comerciales espe-
cializados. Las semillas se siembran, de forma mecanizada, en un sustrato hor-
ticola de composicién especifica para pimiento y dispensado, también
mecénicamente, en bandejas de poliestireno de 216 alvéolos (de 3x3x 6,5 cm,
para las siembras tempranas) o de 150 alvéolos (de 4x4x6,5 cm, para siembras
tardfas), a una profundidad de unos 3 mm, cubriéndolas con una fina capa de
vermiculita.

Tras el riego, las bandejas se trasladan a la cdmara de germinacion, donde se
mantienen de 48 a 72 horas a una temperatura de 22-25°C. A continuacién, se
extienden las bandejas en invernaderos que disponen de apoyo térmico, necesa-
rio en el caso de siembras tardias. Alli permanecen de 40 a 45 dias por tratarse
de condiciones invernales en nuestra zona en ese momento (GAMAYO, 1996). En
estos invernaderos los riegos se realizan por aspersion, y la fertilizacion se reali-
za mediante abonos complejos solubles.

En el momento del trasplante, la planta, ademas de los cotiledones, presenta de
6 a 7 hojas verdaderas, y mide unos 15-18 cm. Suelen transcurrir unos 45-55 dias
entre la siembra y el trasplante, dependiendo de las condiciones climaticas.

PLANTACION

La plantaciéon de los invernaderos de la Regién de Murcia, se viene realizan-
do entre mediados de noviembre (los més precoces y que suelen corresponder
con los que ocasionalmente realizan alguna rotacién) y mediados de enero (los
mas tardios y que suelen ser los que han finalizado el cultivo precedente a fina-
les de septiembre o principios de octubre), con una concentracion maxima en el
mes de diciembre.

En los invernaderos del Campo de Cartagena, las densidades de plantacién
varian entre las 25.000 y 30.000 plantas:ha™, lo que vendria a corresponder a un
marco de plantacién de 0,30-0,40 m entre plantas y 1,0 m entre lineas, puestas
en sentido perpendicular al eje mayor del invernadero, generalmente en la orien-
tacién Norte-Sur.
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RIEGO Y FERTIRRIGACION

La totalidad de los invernaderos de pimiento de la Regién cuentan con
un sistema de riego localizado de alta frecuencia para aprovechar al maxi-
mo el agua de la que disponen, con goteros de caudales que oscilan entre
2y 4 I'h?, siendo los mas frecuentes los de 3 I'h”". Los ramales se disponen
normalmente a 1 m de separacién (en los invernaderos més antiguos es de
1,12 m) y los goteros a 0,30-0,40 m de distancia entre ellos. En algunos in-
vernaderos se emplean cintas de riego de rezume con caudales de 4 I'h™"y
metro lineal.

Tras un buen abonado de fondo con el que se cubren las necesidades de ni-
trégeno de las primeras fases del desarrollo de las plantas, no se suele forzar el
cultivo hasta que se forman los primeros frutos y éstos tienen un tamafio aproxi-
mado de unos 3 cm de didmetro, evitando de este modo que la planta tire las flo-
res y los frutos recién cuajados.

Los aportes de agua al cultivo se realizan en funcién de las necesidades
del mismo, dependientes del estado fenoldgico, de las caracteristicas del
suelo y de las condiciones ambientales. Para el establecimiento de la planta-
cién se suele dar un primer riego, llamado de postura, copioso, de varias horas
procurando humedecer una buena zona alrededor de la planta. Para mejorar
la eficiencia del humedecimiento, la manguera se suele poner en el fondo de
un pequefo surco, disponiendo las plantas a la altura de cada emisor, en el
borde del surco.

Al cabo de unos dias del trasplante, se le da otro riego, llamado de enjuague,
mucho menos copioso que el primero, y a partir de ese momento es cuando se
suele forzar a la planta manteniéndola casi un mes sin riego para provocar el cre-
cimiento del sistema radicular. Justo antes de reiniciar los riegos, se suele labrar
en las proximidades de las filas de plantas y hacer un surco de nuevo, separado
unos 10 cm de la planta en la zona donde se instalara la manguera portagoteros,
de forma que, a lo largo del cultivo el agua del emisor no moje el cuello de las
plantas; asf se evita el engrosamiento de la base del tallo (pié de elefante) tipica
de la asfixia de cuello (TELLO et al, 1987).

Con el cuajado de los primeros frutos, se inicia la regularizacién de los rie-
gos a intervalos de tiempo cada vez mas cortos. Estos periodos se determinan
en base al estado de humectacion del suelo, mediante tensiometros o sondas
de neutrones, ya contempladas en los sistemas automatizados de fertirrigacion
(RINCON et al, 2005). Los aportes de abonos en el agua de riego a partir del mo-
mento en que han cuajado los primeros frutos se realiza de acuerdo al desarro-
llo de las plantas y a las extracciones calculadas en la zona para una produccién
media de 10 a 12 kg'm? (RINCON et al, 2005).
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PODA Y ENTUTORADO

En los invernaderos del Campo de Cartagena no es una practica habitual
entre los agricultores realizar algin tipo de poda. En ocasiones se eliminan los
brotes que salen en las axilas de las hojas situadas por debajo de la cruz.

El entutorado que tradicionalmente se viene realizando es el de hilos parea-
dos horizontales a distintas alturas, que sujetan las plantas entre ellos y que se
tensan mediante hilos transversales colocados cada 3-4 plantas. El primer piso
se pone por debajo de la cruz y el resto a 256-30 cm. Dicho entutorado horizon-
tal se apoya en hilos verticales que cuelgan de alambres o del techo, a una dis-
tancia de 1,5-2 m. En los extremos de la linea de cultivo suelen haber arquillos
metdlicos o clavillas a los que se atan los hilos horizontales.

RECOLECCION

La recoleccién comienza, para las fechas més tempranas en marzo y para las
mas tardias en abril. Suele alargarse hasta finales de julio en el primer caso y hasta
septiembre en el segundo, segun el estado y comportamiento del cultivo, dando
cortes al principio cada quince o veinte dias e intensificandose éstos en las épocas
mas calurosas. Se realiza de forma cuidadosa, con tijera, cortando por encima del
fruto para dejar un poco de pedinculo y manipularse con cuidado evitando todo
tipo de roces y heridas. Ultimamente, existe una tendencia de recolectar el fruto con
la totalidad del peduinculo, especialmente algunas variedades de tipo California, o
cumpliendo los requisitos de los almacenes procesadores o los comerciantes.

Dependiendo de las orientaciones del mercado, se recolectan frutos en verde
o rojo y de las variedades de maduracién en rojo y en amarillo las variedades de
maduracion en amarillo. Las especialidades se recolectan en el estado de acep-
tacion comercial de cada variedad.

1.1.5. Problematica fitosanitaria asociada al cultivo de pimiento
en la Region de Murcia

1.1.5.1. Breve resena historica

Las primeras noticias que se tienen sobre el cultivo de pimiento en la Regién
de Murcia, se sitlian a comienzos del siglo XVI. Debié ser introducido por los frai-
les de Los Jerénimos y cultivado en unas parcelas que poseian cerca de la Rueda
y de la Acequia Mayor de La Nora. Precisamente, el nombre de fiora (utilizado
para referirse al pimiento para pimentén) provenga de la su primer lugar de pro-
duccién (CosTa y ALEMAN, 19892).
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Mas tarde, este cultivo se extendié por toda la ribera del rio Segura, en espe-
cial por las zonas cercanas a Molina de Segura. A principios del siglo pasado el
cultivo de pimiento para pimentén se difunde a otras zonas de la provincia de
Murcia, como Santomera, Valle del Guadalentin, Huerta de Murcia, Fortuna, etc.
En esta época era frecuente que los agricultores de la Ribera hicieran los semi-
lleros, vendiendo luego la planta a los agricultores de las demas zonas. Las plan-
tas afectadas en semilleros, y llevadas a otras zonas de cultivo definitivo fueron
la causa de dispersién y propagacion de la enfermedad de la “tristeza” o “seca”
del pimiento causada por Phytophthora capsici (COSTA y ALEMAN, 1982).

A mediados del siglo XX, algunas de las zonas que habian sido importantes
centros de produccion de pimiento “fiora” o “bola’, decrecieron en este cultivo de-
bido a los ataques de los hongos del suelo a las plantaciones, y cuya relacién con
la sucesiva y continuada utilizacion de los mismos suelos para estas cosechas de

pimiento parece quedé demostrada.

A principios de los afios ochenta, las principales zonas productoras de pimien-
to para pimentén ocupaban el Campo de Cartagena: los términos municipales de
Cartagena, Torre Pacheco, Fuente Alamo, San Pedro del Pinatar, San Javier y el
Valle del Guadalentin, con los términos municipales de: Puerto Lumbreras, Lorca,
Totana y Alhama. El total de superficie cultivada en 1980 era de 3.554 ha.

En la actualidad, en la Regién de Murcia el cultivo de pimiento, con dos ver-
tientes de utilizacion (para consumo en fresco y para céscara molida: pimentén),
se localiza en comarcas del Campo de Cartagena y en el Valle del Guadalentin
(solo para la produccién de céscara para pimentén). El cultivo de especies para la
industria, se realiza al aire libre, en zonas marginales de regadio, formando parte
de rotaciones con cereales y otras hortalizas. EI 98% del cultivo para el consumo
en fresco, se realiza en invernaderos localizados en la comarca del Campo de Car-
tagena, en los términos municipales de San Pedro del Pinatar, San Javier, Torre
Pacheco, Los Alcézares, Fuente Alamo y Cartagena, surgidos a principios de los
anos setenta del pasado siglo, y el resto al aire libre en la misma comarca.

1.1.5.2. Las enfermedades fungicas del pimiento relacionadas
con el suelo en la Regién de Murcia

Los problemas fitopatoldgicos actuales de los suelos donde se realiza el cul-
tivo es el reflejo o la consecuencia de la evolucidn histérica de las dreas de es-
tudio: en las técnicas culturales, en las estructuras varietales, en la dinamica del
comercio de insumos, en la intensificacién de los cultivos, en la finalidad y desti-
no de las producciones, en la cultura general y especifica de los cultivadores, en
la conciencia medioambiental y en las exigencias comerciales. La abstraccién del
suelo que supone la realizacion de cultivos sin suelo o cultivos hidropénicos, no
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cambia mucho la problematica fitosanitaria ni en los aspectos cualitativos (los
mismos patégenos que en los cultivos en suelo) ni en los cuantitativos (riesgos
de epidemias graves) que comienzan a aparecer.

A) HONGOS PRODUCTORES DE PODREDUMBRES CORTICALES EN RAIZ Y CUELLO

Por sus connotaciones, las especies de Phytophthora son los més importan-
tes patégenos del suelo del pimiento en las areas de estudio. Desde que en
1922 Leonian describié en el Sur de EE.UU. a Phytophthora capsici como cau-
sante de un marchitamiento del pimiento, el hongo ha sido citado en numerosos
paises como agente patégeno de esta planta. En este sentido, . capsici es la es-
pecie més extendida y la que mayores dafios produce (TELLO, 1984; PALAZON y
PALAZON, 1989; BARTUAL et al, 1991; TELLO y LACAsA, 1997; 2004), requiriendo
de intervenciones al suelo en preplantacién para disminuir la cantidad de inécu-
lo al inicio del cultivo.

Dicha especie se disemina en el agua de escorrentia y de riego mediante zo-
osporas ciliadas, formadas en el interior de esporangios (Tuset, 1973; 1977),
como elementos de reproduccion vegetativa. Las epidemias en los invernaderos
se producirian por colonizaciones del suelo provenientes de arrastres por el agua,
bien de escorrentia, bien de riego, o por la utilizacién de plantas contaminadas en
los semilleros o viveros.

P. capsici se multiplica mediante 6rganos sexuales (anteridio y oogonio) pero,
para ello, se necesita la confrontacién de cepas complementarias. También se
multiplica, de forma mas generalizada, mediante reproduccién asexual, por medio
de esporangios, érganos para cuya formacién el hongo requiere la presencia de
agua. Estos 6rganos albergan en su interior gran cantidad de zoosporas ciliadas,
capaces de nadar y de difundirse en el agua de riego a lo largo de todo el terre-
no. Las zoosporas germinan, dando lugar al micelio. La temperatura éptima para
el desarrollo del micelio es de 25-28°C (TeLLo, 1986; LEGAZ, 1988).

Los sintomas mas frecuentes presentados por P. capsici son los siguientes:
Durante la primera fase de ataque, la planta sufre un marchitamiento brusco
(“tristeza”) y total (“seca”). Las hojas se tornan flacidas con pérdida de turgencia
de los tejidos (PALAZON y PALAZON, 1989), manteniendo su color verde un cierto
tiempo, hasta que, finalmente, terminan por secarse. Esta manifestacién se mues-
tra mas subita cuanto mayor es la temperatura en verano.

Coincidiendo con los primeros sintomas foliares, se observa una alteracién en
la raiz y la zona del cuello, en donde los tejidos aparecen necrosados, con un
color marrén achocolatado. La cabellera radicular, y en especial, las raicillas jéve-
nes, se ven afectadas puntual o totalmente. Asimismo, la raiz principal se ve afec-
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tada en alguna de sus partes o completamente. El final del ataque se manifiesta
en la raiz, por aparecer absolutamente descompuesta. La manifestacién de los
sintomas se produce a lo largo de las lineas de cultivo, en el sentido en que se
efectda el riego.

La enfermedad de la “seca” o “tristeza” se presenta como limitante del culti-
vo en areas de produccion del pimiento con deficiencias en los drenajes y sue-
los altamente contaminados (comarca del Campo de Cartagena en Murcia),
dadas las dificultades de control (TELLO y LAcAsA, 2004), resultando menos pro-
blematica en los suelos enarenados o donde se realizan rotaciones con cultivos
no sensibles. Mds del 38% de los invernaderos del Campo de Cartagena (Mur-
cia) se encuentran contaminados de P. capsiciy en més del 15% la incidencia
de la “tristeza’, es considerada como grave, pese a la desinfeccién anual de los
suelos con bromuro de metilo (LAcAsA y GuIRAO, 1997) y la aplicacién de fungi-
cidas especificos en las primeras fases del cultivo.

Ante la prohibicién del uso del bromuro de metilo para la desinfeccién de los
suelos de los invernaderos de pimiento, el control de la “tristeza” o “seca” sigue
siendo un aspecto clave para el devenir futuro del cultivo en la Regién de Mur-
cia, habiéndose evaluado, con insistencia, soluciones alternativas a la problema-
tica planteada por el hongo.

De las alternativas quimicas al bromuro de metilo que se han ensayado en la
desinfeccién de los suelos de los invernaderos de pimiento, la mezcla 1,3-diclo-
ropropeno (1,3-D)+cloropicrina (Pic) y la cloropicrina (Pic) sola son las que pro-
porcionan eficacias més préximas al bromuro (LAcAsa et al, 1999; 2002a;
2002b; GUERRERO et al, 2004). El metam sodio y el dazomet no proporcionan ni-
veles de control aceptables (LAcasa et al, 2002; GUIrRAO et al, 2004), sucedien-
do lo mismo con el dimetil disulfito o el 6xido de propileno (LACASA et al, 2004).

La biofumigacién con solarizacién, utilizando determinadas enmiendas orga-
nicas se ha mostrado eficaz para el control de P. capsici (LAcasA et al, 2002;
GUERRERO et al, 2004), cuando se reitera en el mismo suelo, tanto por el efecto
de los gases de la biodescomposicién de la materia organica como por el deriva-
do de las mejoras en las caracteristicas fisicas del suelo producidas por la en-
mienda organica (GUERRERO et al, 2004b; FERNANDEZ et al, 2004).

No se dispone, en la actualidad de variedades comerciales de pimiento que
tengan incorporada resistencia a P. capsici, aunque se conocen sus caracteristi-
cas genéticas (BARTUAL et al, 1991; 1993). Los patrones utilizados para injertar
pimiento han demostrado buenos niveles de control de la enfermedad (MIGUEL,
1997) y aceptables niveles de produccién (MIGUEL, 1997; LAcAsA et al, 2002; Ros
et al, 2004d), presentdndose como una solucién estable al problema, al no haber-
se encontrado variaciones en la patogenicidad de las poblaciones del hongo, pese
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areiterGllar el cultivo de patrones resistentes en el mismo suelo durante tres cam-
pafas consecutivas (LACASA et al, 2002; ROS et al, 2002; 2003; 20044d).

Sin embargo, la utilizacién de patrones en el mismo suelo de forma reiterada
genera la aparicién de fenémenos de fatiga especifica (GUERRERO et al, 2004b)
o cansancio del suelo, necesitando de la desinfeccién del suelo para paliar la re-
duccién en el desarrollo de las plantas y la merma de la produccién (LACASA et
al, 2002, Ros et al, 2004d). La combinacién del injerto con la desinfeccién del
suelo con dosis mitad de 1,3-D+Pic. palia los efectos de la fatiga del suelo, ob-
teniéndose producciones y desarrollo vegetativo de las plantas similares al obte-
nido con bromuro de metilo (Ros et al, 2004c).

B) HONGOS PRODUCTORES DE TRAQUEOMICOSIS

De los hongos productores de enfermedades vasculares en el pimiento sélo
Verticillium dahliae ha sido encontrada en los cultivos espafioles. Pese a tratarse
de un hongo polifago y cosmopolita, en los monocultivos de los invernaderos de
la Regién de Murcia no parece encontrar un habitat y condiciones adecuadas
para su desarrollo (TELLO, 1984), no habiéndose encontrado en prospecciones y
seguimientos regulares realizados en los cultivos de la regién (LACASA y GUIRAO,
1997; TeLLO y LAcAsA, 2004).

El hongo se conserva en el suelo en forma de microesclerocios e infectando
a plantas colonizantes sobre las que se multiplica. La desinfeccién de los suelos
en preplantacién se considera el método més adecuado para el control (PALAZON,
1988). No se dispone de variedades de carne gruesa con resistencia a V. dah-
liag, aunque se han introducido en variedades de conserva (GiL et al, 2001) y
para pimentén (GIiL y GUTIERREZ, 2001). Las mezclas de 1,3-D+Pic. se han mos-
trado tan eficaces como el bromuro de metilo en el control de la verticilosis en
cultivos horticolas (MINUTO et al, 2000) al obtener reducciones de indculo simi-
lares, tanto a 5 cm como a 20 cm de profundidad (MiNuTO et al, 2001).

El hongo se multiplica por via conidica y por via miceliar. Su permanencia en
el suelo esta asegurada por microesclerocios. Las temperaturas ptimas para el
desarrollo se sitdan entre 22 y 25° C, ligeramente inferiores a las sefialadas para
P. capsci (PaLAzON, 1988).

En el caso de la tristeza producida por Verticillium dahliae, los sintomas
mas frecuentes difieren ampliamente de los descritos para P. capsici. La flaci-
dez inicial de las hojas, que puede observarse en la planta, como inicio del ata-
que, es mas irregular y menos homogénea. Dentro de la misma planta, pueden
encontrarse marchitamientos unilaterales en algunas de las ramificaciones,
permaneciendo sana el resto de la planta. Las hojas amarillean, mas o menos
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rapidamente, terminando por desprenderse sin acabar de secarse. El sistema
radical permanece normal hasta el final del ataque. Sin embargo, el sistema
vascular manifiesta una coloracién parduzca, como consecuencia de la ocupa-
cién de los haces por el hongo y su posterior oxidacién. La manifestacién de
los sintomas aparece por rodales, heterogéneamente distribuidos por toda la
parcela (PALAZON, 1988).

¢c) HONGOS PRODUCTORES DE PODREDUMBRES BLANDAS EN TALLOS

Tanto Sclerotinia sclerotiorum como Botrytis cinerea se conservan en el suelo
entre un cultivo y el siguiente en forma de esclerocios. Ambos hongos son poli-
fagos y se hallan ampliamente extendidos en los cultivos realizados en los inver-
naderos del Campo de Cartagena. Provocan podredumbres blandas en todos los
drganos aéreos de la planta, teniendo mayor trascendencia los producidos por B.
cinerea en las flores, en los frutos y las de ambos hongos en la base del tallo
(Tores, 1994). El ciclo vital parte de los esclerocios que permanecen largo tiem-
po en el suelo en los restos de cosechas anteriores.

Los dafos importantes suelen presentarse en el estado adulto (GUERRERO et
al, 200b), pero también pueden causar dafios en plantulas en los semilleros o in-
mediatamente después del trasplante. Las primeras lesiones son diminutas y no
se desarrollan, pero en invernaderos o semilleros mal ventilados, terminan produ-
ciendo la enfermedad, particularmente sobre plantas debilitadas o con heridas.
La enfermedad se desarrolla con gran facilidad a partir de los cortes de poda y,
en el fruto, a partir de los restos vegetales que quedan adheridos al mismo. Por
orden creciente de importancia, las partes mas susceptibles a la infeccién son ra-
mificaciones secundarias, flores y frutos atacados por el pedinculo.

Las manifestaciones epidémicas suelen ser explosivas cuando se dan las
condiciones éptimas de humedad relativa y temperatura y hay niveles reducidos
de luz en los invernaderos (dias nublados). Por ello resultan poco eficaces los tra-
tamientos con fungicidas en aplicaciones curativas, debiéndose recurrir a inter-
venciones preventivas para evitar o para paliar los dafios. La desinfeccién de los
suelos con bromuro de metilo se ha demostrado eficaz en el control de estas en-
fermedades al eliminar el indculo del suelo que es el primer paso del proceso in-
fectivo. También lo han hecho la biofumigacion con solarizacién, aunque son fre-
cuentes las reinfecciones de Botrytis con el material de plantacién si los
semilleros no son cuidadosos.

De las alternativas quimicas al bromuro de metilo ensayadas en cultivos de
pimiento en invernadero, la mezcla de 1,3-D+Pic. se ha mostrado tan eficaz como
el bromuro de metilo (LAcasa et al, 2002b). No se dispone de resistencias a
estas enfermedades en pimiento, por lo que el control queda supeditado a la efi-
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cacia de la desinfeccién del suelo y al manejo de las condiciones ambientales en
el invernadero (Tores, 1994), aplicando los métodos predictivos del riesgo de
ataques (TURKINGTON et al, 1991).

D) OTROS HONGOS DEL SUELO

Tanto Rhizoctonia solani como Phytium spp. (tipo aphanidermatum) provocan
dafos en plantas jévenes de pimiento, pero no parece estén implicados en pro-
cesos patolégicos de plantas desarrolladas en las plantaciones del Campo de
Cartagena (TELLO y LACASA, 1997).

Este hongo junto a Fusarium solani, F. oxysporum, F. roseum, Aspergillus spp.,
Penicillium spp. o Rhizopus spp. aparecen frecuentemente asociados a lesiones en
el sistema radicular de plantas de pimiento que vegetan deficientemente o que pre-
sentan marchitamientos ligados a fenémenos de asfixia radicular o de cuello (TELLO
et al, 1987). Estos hongos podrian producir enfermedades subclinicas (TELLO y LA-
casA, 1997), cuando las densidades de indculo en el suelo fueran muy elevadas o
la vegetacién de la planta se viera comprometida por causas abidticas.

Al inocular algunos aislados de las especies de Fusarium mencionadas, AL-
FARO y VEGH (1971) no encontraron relaciones patogénicas de estos hongos con
el pimiento, pese a haberlos obtenido de plantas afectadas de marchitez en los
cultivos del Valle del Ebro. Similares situaciones se han descrito en otras partes
del mundo donde los pimientos se afectan de “tristeza” o “seca’, considerando
que su accién sobre las plantas no tendria una manifestacioén clinica definida.

Brack et al (1991) indican que estos hongos son responsables de impedir
la germinacién de semillas asi como de causar el marchitamiento repentino de
plantulas de pimiento en cuanto comienzan a emerger. Apuntan que la enferme-
dad tiene como resultado la muerte de pléntulas después de su germinacion pero
antes de que emerjan del suelo. Asimismo, afirman que este complejo de hongos
son habitantes del suelo cuya actividad se ve incrementada por la materia orga-
nica no descompuesta presente en el suelo y la alta humedad.

La reiteracién ininterrumpida del pimiento en el mismo suelo (cosa habi-
tual en la Regién de Murcia) va acompafiada de un descenso en los rendi-
mientos productivos, incluso en aquellos suelos no contaminados por patdge-
nos. La reduccién que supera el 20% de la cosecha el primer afio de
reiteracién y mas del 40% el segundo (LACASA y GuIRAO, 1997). Este efecto
resulta especifico para el pimiento (GUERRERO et al, 2002; 2004c) y desapa-
rece tras una desinfeccién del suelo con productos fitosanitarios totales, por
lo que la causa parece tener naturaleza biética (MARTINEZ et al, 2002; YELA-
Mos et al, 2002).

40



Introduccion general

Al estudiar la microbiota fungica que se asocia a la rizosfera de las plantas de
pimiento en suelos con diferente historial de cultivo y distintas formas de desin-
feccion, MARTINEZ et al, (2004; 2004a; 2004b) encuentran una acumulacién pro-
gresiva de F. solani, Aspergillus spp.y Penicillium spp. a medida que transcurre el
cultivo, permaneciendo altas densidades de indculo al inicio del cultivo siguiente
en los suelos no desinfectados y siendo muy reducidas las densidades cuando se
desinfecta con productos fitosanitarios totales (bromuro de metilo, 1,3-D+Pic. o
cloropicrina sola). La acumulacién de F. solani en los suelos cultivados parece ser
la ténica general, sobre todo en cultivos de solandceas (TELLO y LACASA, 1990), sin
que se tengan pruebas de implicaciones patogénicas directas.

La mezcla de 1,3-D+Pic. se ha mostrado tan eficaz como el bromuro de me-
tilo en la eliminacién de la microbiota implicada en los fenémenos de fatiga del
suelo, al obtener similares niveles productivos, incluso cuando se reitera la apli-
cacién en el mismo suelo (LACASA et al, 2004).

La biofumigacién con solarizacién también reduce las densidades de los hon-
gos mencionados cuando se reitera mas de dos veces consecutivas en el mismo
suelo (MARTINEZ et al, 2004c), lo que se traduce en niveles productivos similares a
los obtenidos con bromuro de metilo (GUERRERO et al, 2004d). El alto vigor confe-
rido por los patrones a las plantas palia los efectos de la fatiga el primer afo, pero
se llegan a manifestar de forma especifica cuando se reitera el cultivo en el mismo
suelo mds de dos afios (Lacasa et al, 2002; Ros et al, 2004a) necesitando de la
desinfeccién del suelo en preplantacion para paliar los efectos (Ros et al, 2004d).

1.1.5.3. Enfermedades producidas por nematodos

Gran parte de los suelos del Campo de Cartagena, se encuentran coloniza-
dos o albergan importantes poblaciones de nematodos fitopatégenos del géne-
ro Meloidogyne. El pimiento es susceptible al parasitismo de varias especies de
este género, como el que realizan M. incognita, M. javanica o M. arenaria. Mien-
tras que las dos Ultimas especies no se ha detectado causen dafos en el cultivo
de pimiento en el Campo de Cartagena, M. incognita si que esté implicado en la
reduccion de rendimiento de las plantas.

Segln BeLLO y TELLO (1997), el género Meloidogyne en ambientes medite-
rrdneos serfa el Unico que podria necesitar del tratamiento con bromuro para su
control, pues los individuos pertenecientes a los géneros Ditylenchus'y Pratylen-
chus se hallan muy localizados y pueden controlarse con nematicidas convencio-
nales. De esta forma, la retirada del bromuro de metilo afecta en gran medida al
control de los nematodos formadores de nédulos como M. arenaria, M. javanica y
M. incognita, cuya érea de riesgo se encuentra en el litoral mediterraneo, sur de
la peninsula, Baleares y Canarias (BELLO et al, 2004).
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1.2. LA FATIGA DEL SUELO: CAUSAS Y COMPONENTES

Se considera fatiga o cansancio del suelo un conjunto de manifestaciones
que se dan en un cultivo cuando éste se reitera en el mismo suelo durante un
tiempo prolongado. El fenémeno se traduce basicamente en una reduccién del
desarrollo de las plantas y una disminucién de las producciones obtenidas, los as-
pectos con mas repercusion, pero ademas, la sintomatologia puede venir acom-
panada de amarilleos en el follaje y enanismo de las plantas. BouHot (1983) la
define como la perturbacion de la fertilidad del suelo debida a causas multiples
que pueden ser acumulativas, sucesivas o simultdneas; considerando CEBOLLA y
MaroTo (2004) se manifiesta por un crecimiento deficiente y anémalo de la plan-
ta, asi como una pérdida de produccién en sistemas de cultivo continuado como
huertos replantados y monocultivos en huerta y ornamentales.

Las causas que la originan son numerosas y de relaciones variables, pues la
composicién quimica y bioldégica asi como las propiedades fisicas de los suelos
ejercen influencia sobre el entorno de la rizosfera, donde tienen lugar las inter-
acciones de la plantas con los seres vivos circundantes, que pareceria serian los
delimitantes de las actividades fisioldgicas basicas de la planta, y por extensién,
del cultivo.

El balance de los procesos que tienen lugar a nivel rizosférico puede ser fa-
vorable o desfavorable para la planta, determinando la aparicién de efectos de-
presivos cuando las modificaciones resultan desfavorables para la misma o para
el cultivo. Tales efectos depresivos aparecen cuando las modificaciones produci-
das por la reiteracion del cultivo afectan a:

Las propiedades fisicas del suelo, ya sea por las labores culturales o por
la accién de sustancias quimicas que se le incorporan y que alteran su es-
tructura. Como ejemplo, la adicién de cloruro sédico que provoca la rotu-
ra de las particulas sélidas del suelo encargadas de retener el agua de
forma disponible para las plantas.

Las propiedades quimicas, pues la acumulacién o deficiencia de elemen-
tos o moléculas en el suelo, provoca alteraciones en las plantas que su-
ponen reducciones del rendimiento productivo del cultivo. Si dichos com-
puestos no se reponen siendo esenciales para el correcto desarrollo de
la planta, se provocarfa una situacién de deficiencia o carencia y la subsi-
guiente fisiopatia. Asimismo, si son aportados en exceso sin ser extraidos
por el cultivo, se pueden provocar estados carenciales por bloqueo con
otros elementos esenciales para la planta.

La componente microbioldgica, donde conviene distinguir entre la acumu-
lacién de organismos que se comportan como patégenos del suelo o no
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patégenos cuya relacién con la planta no es del todo conocida y no se co-
rresponde con la apariencia en la planta de enfermedad o anormalidad.
Estos Ultimos podrian establecer relaciones de competencia por la ocu-
pacion del suelo, por el alimento disponible y por la colonizacién de los
restos vegetales.

Por lo que, al desinfectar un suelo, la actuacion sobre los microorganismos
patégenos serfa mas evidente al no manifestarse los sintomas de la enferme-
dad, pero no lo es tanto sobre los no patégenos o parasitos de la planta. La ac-
cion de estos organismos sobre la planta se ejerce directamente, entrando en
competencia con ésta o bien, indirectamente, al actuar el organismo sobre otro
que incide sobre la planta.

En la bibliografia encontramos diversos estudios que hacen referencia a la fa-
tiga de suelo. Tal es el caso de cultivos de frutales como manzanos, melocotone-
ros, parrales, cerezos y ciruelos que son propensos a padecer fatiga de suelo si
se replantan en el mismo suelo sucesivamente. Sin embargo, se recobran de su
fatiga si se replantan en suelos nuevos.

Los sintomas difieren de un cultivo a otro y el sindrome de la enfermedad ha
sido a menudo referido por franceses (BouHort, 1983), canadienses, alemanes y
estadounidenses.

Los desdrdenes de las plantas pueden atribuirse a deficiencias nutricionales,
a microorganismos patégenos cuya identidad esta ain pendiente de establecer
y a fitotoxinas secretadas por las raices de las plantas o por descomposiciones
microbianas de residuos de plantas.

Un efecto acumulativo de uno o mas factores también pueden ser responsables
del sindrome de la enfermedad. Sirva de ejemplo el cultivo del melocotén en Califor-
nia, al que se le atribuye el fallo en su cultivo a la fitotoxina producida por los resi-
duos del cultivo anterior. El glucdsido contenido en la corteza de las raices del arbol
se convierte en componentes téxicos como benzaldehido y cianamida de hidrégeno
mediante la intervencién de microorganismos del suelo (Susa Rao, 1999).

En lo concerniente a los cultivos intensivos realizados en invernadero, ZAPA-
TER (1989) se refiere al fenémeno del cansancio al aludir a la carencia de rota-
ciones de cultivo. Asimismo, atribuye la fatiga a “determinados organismos cau-
santes de la misma”.

CEBOLLA y MaROTO (2004) apuntan a que una de las hipdtesis que podria
causar la fatiga se debiera a un desequilibrio microbiolégico en el suelo que con-
duce al establecimiento de microorganismos perjudiciales en detrimento de los
beneficiosos.
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Estudios llevados a cabo por GUERRERO et al. (2002; 2004d) para conocer si
las caracteristicas del efecto depresivo producido por la fatiga en suelos con dis-
tintos grados de reiteracion del cultivo eran especificos del pimiento, se compro-
bé que si, frente a ensayos con apio o lechuga; cuanto més drastica era la des-
infeccion del suelo, mayor era el desarrollo de la planta de pimiento en tanto que
era lo contrario cuando se utilizaban las otras especies como indicadoras. Ade-
mas, las respuestas se acentuaron en los suelos donde mayor era la reiteracion
del monocultivo de pimiento.

1.3. EL CONTROL DE LAS ENFERMEDADES DE SUELO EN
CULTIVOS DE PIMIENTO REALIZADOS EN INVERNADERO

El control de los patégenos no supone una tarea nada sencilla, y ain lo es
menos cuando abordamos el control de los patégenos teldricos, especialmen-
te en sistemas de produccién intensiva. Las estrategias de control tradicional-
mente recomendadas en determinados cultivos, como la rotacién, son de difi-
cil aplicacion en el sistema de produccion del cultivo de pimiento en la Region
de Murcia, por su alto grado de especializacién, a nivel de zona, en la oferta co-
mercial.

La desinfeccién con productos quimicos y no quimicos es en la actualidad, la
practica mas habitual de control de las patologias del suelo en la mayoria de cul-
tivos horticolas, y en mayor medida, sin duda, para el caso del pimiento que es un
monocultivo en la zona considerada.

Estas practicas, son eficaces, cuando se realizan de forma adecuada, permi-
tiendo la eliminacién total o parcial de los patégenos del medio hasta unos 35
cm de profundidad. La eficacia puede quedar en entredicho al considerar la du-
rabilidad del proceso: lo que ha llevado en el caso del cultivo del pimiento en Mur-
cia a una dinémica de reiteracion campana tras campana del uso del bromuro de
metilo hasta su prohibicion.

La desinfeccién del suelo de cultivo, crea un vacio biolédgico después de la des-
aparicion casi total de la microbiota presente, que permite la répida recolonizacién
de los fitopatédgenos supervivientes o de otros introducidos accidentalmente. Sirva
de ejemplo como la aportacién de materia orgénica para la realizacién de la desin-
feccién que ha hecho resurgir una practica algo perdida en la agricultura.

1.3.1. La desinfeccion y los desinfectantes

En més del 90% de los invernaderos del Campo de Cartagena y sur de la
provincia de Alicante, el pimiento es un monocultivo desde el inicio de esta acti-
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vidad productiva. Como consecuencia de la intensidad del mismo, la desinfeccién
del suelo se ha venido realizando para evitar la fatiga del suelo y para reducir la
incidencia de los principales patégenos del suelo que afectan al cultivo, Phytoph-
thora capsici y Meloidogyne incognita.

Los desinfectantes que se han venido utilizando en el cultivo del pimiento fue-
ron en los afios 70, el metam sodio (Vapam), el dicloropropeno (Telone) y fungici-
das o nematicidas de aplicacién al suelo. A finales de los 70, se introdujo en Espa-
fhia el bromuro de metilo, extendiéndose su empleo en la zona durante los 80. Es a
partir de 1988 en concreto (LACASA y GUIRAO, 1997), cuando la desinfeccién del
suelo con bromuro de metilo era una préctica de cultivo mas, ya que se realizaba
en todos los invernaderos que habian tenido plantas de pimiento la campana ante-
rior e incluso en los de nueva construccién. Su gran actividad biocida, reduciendo
el inéculo de los patégenos y manteniendo el nivel productivo del suelo, la facilidad
de su aplicacion, la rapidez de su accién, etc, vino justificando su empleo.

La formulacién de bromuro de metilo empleada tradicionalmente ha sido la
98:2 (Bromuro de metilo y cloropicrina), aplicado sin calentar, a dosis en torno a
60 gm?, sellando previamente el suelo con polietileno de 200 GG (50 micras).

1.3.1.1. El bromuro de metilo y la problematica de uso

El bromuro de metilo (CH,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).
Desde el descubrimiento de su efectividad contra patégenos de origen edafico
alla por la década de los afios 30 del siglo pasado, su empleo se fue extendien-
do hasta alcanzar un gran apogeo en la década de los setenta en los paises de
Centroeuropa, y llegando por entonces al litoral mediterraneo.

Se emplea para desinfectar el suelo antes de la plantacién de muchos cultivos,
especialmente horticolas y ornamentales, para el tratamiento post-cosecha de insta-
laciones para el almacenamiento previo al transporte y para realizar tratamientos de
cuarentena para prevenir la diseminacién de plagas entre fronteras internacionales.

Al igual que muchos otros fumigantes, posee riesgos para la salud humana
(ABU AMRIEH et al, 1999; BURGESS et al, 2000; CALVERT et al, 1998) y el medio
ambiente, incluyendo a la microbiota del suelo (PELAGATTI et al, 1998).

Cuando el bromuro de metilo se descompone por radiaciones solares, se libe-
ra en la estratosfera un radical bromo que atrae uno de los atomos de oxigeno fuera
del ozono para formar mondéxido de bromo y oxigeno molecular. Tras una serie de
complejas reacciones, el bromo se libera para destruir otra molécula de ozono.
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El bromo del bromuro de metilo es alrededor de sesenta veces mas efectivo
destruyendo la capa de ozono que el cloro de los clorofluorocarbonos (CFCs), el
mas conocido entre los compuestos que dafian el ozono.

Hasta el ano 2005, alrededor de 71.500 toneladas de bromuro de metilo se
consumian anualmente en todo el mundo. El 90% se empleaba para la fumiga-
cién. El 75% se empleaba en los paises desarrollados, entre los que Norteamé-
rica se situaba como el mayor consumidor (75%) seguido por Europa (24%). El
mayor empleo ha sido para la desinfeccién del suelo (70%), del que la mayoria
(80%) ha sido consumida por 5 paises desarrollados (EEUU, Italia, Japdn, Israel
y Espafia).

Debido a las consecuencias dafinas derivadas del uso del bromuro de meti-
lo, los gobiernos negociaron, a través del Programa de Medio Ambiente, de las
Naciones Unidas, la Convencién de Viena para la Proteccién de la Capa de
Ozono en 1985, En 1987, se consolidé mediante el Protocolo de Montreal sobre
sustancias que destruyen la capa de ozono, cuyos objetivos se dirigian a reducir
y eventualmente eliminar las emisiones provocadas por el hombre, congeldndo-
se su consumo a partir de 1995. Fue entonces cuando se creé el Methyl Bromi-
de Technical Options Comitte (MBTOC), con el objetivo de encontrar alternativas
al uso del fumigante. Los acuerdos de la reunién del PM se aplicaron en los pa-
ises de la Unién Europea mediante el Reglamento CE 3.093/94, en el que se
establecié una reduccién del 25% del consumo a partir de 1998, siendo 172 los
paises que han ratificado el protocolo.

El bromuro de metilo llegé a ser como una sustancia controlada bajo una en-
mienda adoptada en Copenhague en 1992. De esta forma, los paises desarro-
llados, se comprometieron a realizar un programa de reducciones progresivas en
el consumo, eliminandose en 2005, mientras que en los paises en vias de des-
arrollo, la fecha de eliminacién se ampliaba a 2015.

La fecha de eliminacién del bromuro de metilo en 2005 ha traido una de las
mayores crisis en la agricultura intensiva. La especializacién en un pequefio nu-
mero de cultivos en cada regién, conduce a frecuentar la repeticién del mismo
cultivo. Este hecho provoca la aparicién de poblaciones de agentes patdgenos di-
ficiles de eliminar si no se realiza la desinfeccidn de suelo (KaTan, 2005).

El bromuro de metilo llegé a ser la mayor herramienta para la desinfeccién de
suelo, gracias a su gran efectividad, entre otras propiedades (Katan, 1999; GuLL-
NO et al, 2003). Su eliminacién forzé en su dia a la comunidad cientifica agricola
a buscar alternativas urgentemente, las cuales debian de ser efectivas, respetuo-
sas con el medio ambiente, faciles en su aplicacién y viables econémicamente. De
no ser asi, ciertos cultivos tendrian que ser abandonados o sustituidos por otros.
Por todo ello, el desarrollo de alternativas viables ha llegado a ser el mayor reto
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para la comunidad de investigadores, personal de extension agraria, politicos asi
como para el sector privado.

La desinfeccién de suelo es un método relativamente caro y sofisticado pero
eficaz para erradicar patégenos de suelo empleando métodos drésticos para tratar
el suelo. Se emplea normalmente en cultivos protegidos de gran valor y algunas
veces también al aire libre. La necesidad de la desinfeccion radica en el hecho de
que la plantacion repetida del mismo cultivo en el suelo causa un detrimento de los
factores bioldgicos, quimicos y fisicos del suelo, conduciendo a una reduccién de la
produccién y de la calidad e incluso a la destruccién completa del cultivo.

El objeto de la desinfeccién no sélo es controlar las enfermedades de las plan-
tas sino también mejorar el estado de las plantas y reestablecer los altos niveles de
produccion. Estos objetivos cobran especial importancia en regiones donde las op-
ciones de cultivo y la disponibilidad de tierra son limitadas (GuLLINO et al, 2000a).

Desde que se descubrieran los efectos del bromuro de metilo en la destruc-
cién de la capa de ozono, las alternativas a su empleo han sido objeto de su estu-
dio en numerosos paises (GULLINO et al, 2000b). Sin embargo, en la mayoria de
casos, la busqueda de alternativas se ha basado en la disponibilidad de las mis-
mas, de investigadores y de recursos. La mayoria de alternativas que se han lleva-
do a la préactica, son notablemente quimicas. La crisis en el empleo del bromuro
de metilo habrfa sido una oportunidad Unica para introducir acercamientos no qui-
micos a la desinfeccién a gran escala, pero estos se han realizado parcialmente.

Los esfuerzos por desarrollar alternativas viables quimicas y no quimicas con-
tindan realizandose, aunque algunas tengan ciertas connotaciones técnicas que
es preciso poner a punto para su aplicacién comercial (GUERRERO et al, 2004).

Muchos fumigantes (algunos de antiguo uso) han sido de nuevo reevaluados.
Estos incluyen el metam sodio, la cloropicrina, la formalina, el dicloropropeno, el
metil yoduro y varios nematicidas y fungicidas.

Ademas de las alternativas quimicas, muchas otras han sido y estan siendo
probadas: estas incluyen el empleo de cultivares resistentes, la solarizacion (sola
o combinada con otros métodos de control de patégenos del suelo), la biofumi-
gacion, la biosolarizacion, el compostaje, el injerto, agentes de biocontrol, etc.

1.3.1.2. Las alternativas al bromuro de metilo y su aplicacion
La FEA.O, en el afio 1997, tomando como referencia el bromuro de metilo, exi-

gi6 cuatro requisitos a un desinfectante de suelo: eficacia técnica en el control
de patégenos, respeto por el medio ambiente, facilidad de aplicacién y bajo coste.
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Con motivo del calendario de reduccién para la produccién y el consumo de
BM, planteado a finales de 1995, en la VIII Reunién del PM, fijado en un 25%
en el 2001, un 50% en el 2005 y un 100% a partir del 2010 para los paises
desarrollados, se iniciaron trabajos y ensayos encaminados a encontrar alternati-
vas al uso de este desinfectante que fuesen respetuosas con el medio ambien-
te y viables econémicamente.

El primero de los objetivos planteados fue intentar ajustarse a los calendarios
de produccién manteniendo las superficies desinfectadas. Las formas de reduc-
cién, consistieron en una disminucion de la cantidad de materia activa en la for-
mulacion, asi como en el empleo de plasticos que fueran mucho mas impermea-
bles. De esta forma, se emplearon formulaciones con un menor contenido en
bromuro de metilo (67% BM y 33% de cloropicrina), y plésticos de sellado espe-
ciales (VIF), mucho més impermeables que el polietileno (PE). Este Ultimo hecho,
permitié reducir las emisiones a la atmésfera, manteniendo la eficacia de las apli-
caciones (GILREATH et al, 2004; Lacasa et al, 2004).

Pero es a partir de la X Reunién del PM, cuando se establece el calenda-
rio definitivo de retirada para los paises desarrollados: reduccién del 25% en
1999, del 50% en 2001, del 70% en 2003 y eliminacién total en el 2005. El
Reglamento de la Comisién Europea CE 2037/00 aplica los acuerdos de
forma mas estricta, pues aumenta la reduccién del afio 2001 al 60% vy la del
2003 al 75%.

A) ALTERNATIVAS QUIMICAS

Se debe sefialar que ninguno de los desinfectantes quimicos empleados, se
muestra por si solo como una alternativa que proporcione resultados similares a
los obtenidos con el bromuro de metilo. Sin embargo, la asociacién o su combi-
nacién con métodos no quimicos pueden proporcionar niveles de eficacia equi-
parables con el bromuro de metilo. La deficiencia en la penetracién del o de los
productos en el suelo, la uniformidad en la distribucién o la escasa dispersion,
condicionan la efectividad del desinfectante.

METAM SoDIO

Es la sal sédica del acido metilcarbdmico. Una vez aplicado, y cuando el suelo
se encuentra entre los 10-15°C, se transforma en metilisotiocianato, compuesto
responsable de la actividad fungicida, nematicida, herbicida e insecticida. Contro-
la hongos e insectos, teniendo escasa eficacia contra nematodos. Para su apli-
cacion, se diluye en agua con objeto de que desprenda el isotiocianato de meti-
lo (RECHE, 1991).
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El metam sodio ha sido ampliamente empleado para cultivos horticolas en
Espafia (PociNo, 1997; 1998a; 1998b; Lama, 1998, 2000), llegandose a utilizar
de forma asidua cuando el cultivo de pimiento en invernadero se extendié por el
Campo de Cartagena (CeNis y FucHs, 1988; LAcAsA y GUIrRao, 1997), con resul-
tados fallidos para el control de los patégenos (TELLO y LAcAsA, 1997; 2004) por
lo que se generalizé el uso del bromuro de metilo.

Para SuLLivan (2000), Locascio y Dickson (2001) su efectividad, depende del
contacto del desinfectante con los organismos objeto de la desinfeccién, entendi-
do aquél como el producto de la concentracién por el tiempo de exposicion, pero
ademas establece dos requerimientos fundamentales: uno es reconocer que los
métodos de aplicacién necesitan compensar que existe mayor difusién del bioci-
da respecto al bromuro de metilo, y el otro, es que se deben emplear sistemas de
sellado eficaces para minimizar las pérdidas por volatilizacién del metil isotiociana-
to, la clave del poder biocida. De esta forma se mantiene durante 3-4 semanas re-
teniéndose asi el metil-isotiocianato méas tiempo, aumenta la temperatura del
suelo y mejora su distribucion. Su aplicacién resulté ser mas eficaz cuando se re-
alizaban riegos intermitentes bajo el plastico para facilitar el sellado y el plastico
VIF fue el que menos pérdidas por volatilizacién presenté. Pocino (1997) y LAITA
(1998) corroboran su eficacia cuando se combina con la solarizacién, aunque
ellos trabajaron cubriendo el suelo con una lamina de plastico de polietileno.

La dosis de aplicacién oscila entre 500 y 1.500 I'ha’, aunque cuando se re-
quiere una accion herbicida, las dosis de empleo son mas elevadas. Cuando se
aplica a invernaderos con bajos niveles de infestacion del suelo por patégenos y
con pocos anos de antigliedad en el cultivo reiterado, se pueden obtener acep-
tables resultados, como han sefalado los autores Pocino (1997; 1998b) y LATA
(1998) en pimiento, tomate, berenjena y pepino.

No obstante, la eficacia disminuye cuando se reitera la aplicacién en el
mismo suelo de forma continuada, al parecer, la descomposicién microbiolé-
gica del compuesto se presenta al cabo de dos o tres aplicaciones (GAMLIEL
et al, 2000).

DazomEer

Desinfectante que habitualmente ha sido recomendado para el control de ne-
matodos, hongos del suelo y malas hierbas. Se formula en grénulos y estos se
aplican al suelo previamente labrado. Con un rotovator se incorpora al suelo, para

luego cubrirlo con pléstico (GuIRAO et al, 2004).

La eficacia de este desinfectante depende de la uniformidad de su distribucién
en el suelo. Ademas, la disgregacion en el suelo y el nivel de temperatura deben ser
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adecuados. Se necesita del sellado con un riego abundante para mejorar la distribu-
cién (Maroto, 1989), pues su efectividad depende de la descomposicién microbia-
na y de la liberacién de metilisotiocianato y otros compuestos quimicos efectivos
contra los microorganismos, siendo escasa su actividad insecticida o sobre las semi-
llas no germinadas de las malas hierbas (RODRIGUEZ-K&bana, 1998; MARGTO, 1989).

Los resultados obtenidos en ensayos llevados a cabo en invernaderos de pi-
miento por Ros et al. (2004) confirman que el producto no es equiparable a los
obtenidos con el bromuro de metilo, tanto en invernaderos con problemas fitopa-
tolégicos de suelo, como sin ellos. La eficacia parece depender de la uniforme dis-
tribucién del producto en el volumen de suelo (MsToc, 1997; SCHROEDER, 1998).
La degradacion del producto que tiene lugar en el suelo, se acelera cuando se rei-
tera la aplicacién del desinfectante (DI PRIMO et al, 2001) asi como se produce
una pérdida de la eficacia en el control de patdégenos fungicos.

CLOROPICRINA

Se trata de un derivado halogenado en forma liquida al que se le atribuyen
efectos fungicidas, unas veinte veces mas efectivo que el bromuro de metilo, y
bactericidas, y, en menor cuantia, efectos nematicidas o herbicidas (RODRIGUEZ-
KABaNa 1998; GuLLiNo, 2000). GUERRERO et al, (2004) apuntan que en suelos
cultivados habitualmente de pimiento, la cloropicrina presenté mayor eficacia fun-
gicida que la mezcla de 1,3-Dicloropropeno + cloropicrina.

Habitualmente, se ha aplicado mezclada con bromuro de metilo o sola, por in-
yeccion al suelo, cubriéndolo con pléstico, siendo relativamente reciente su utiliza-
cién en la desinfeccién de suelos (VAN BERKUM y HOSTRA, 1979; GuLLINO, 2000).
En el cultivo del pimiento, GUERRERO et al (2004), advierten que la cloropicrina
proporciona similares niveles de control de P. capsici y de malas hierbas que el
bromuro de metilo pero una eficacia inferior frente a M. incognita.

MEZzCLA DICLOROPROPENO + CLOROPICRINA

El 1,3-Dicloropropeno, de marcada actividad nematicida, es uno de los com-
puestos mas utilizados en la desinfeccién de suelos contaminados por diferentes
hongos fitopatégenos (SoLER, 1997; EGER, 2000). Se formula en forma de liqui-
do inyectable y de liquido emulsionable, permitiendo asi que se aplique en el agua
de riego. La actividad desinfectante de este nematicida, suele completarse con
la de la cloropicrina, de efectos fungicidas y bactericidas.

Los dos productos se difunden en forma de gas, dada la alta presién de vapor
de ambos (MBToC, 1997). Se degradan con facilidad tanto en el aire como en el
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suelo, por hidrdlisis, fotodecomposicién o metabolizacién (AGUIRRE, 1998) y la
mezcla presenta posibilidades de ser un sustituto del bromuro de metilo, a expen-
sas de la autorizacién 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 como una alternativa al bromu-
ro de metilo. Proporciona un buen control de Phytophthora capsici, de malas hier-
bas y un control aceptable de Meloidogyne incognita (GUERRERO et al, 2004). La
reiteracion de la aplicacién en el mismo suelo mejora la efectividad de la desin-
feccidn, incluso supone mejoras en la produccion.

En los trabajos desarrollados por GUERRERO et al, (2004), la mezcla de 1,3-Di-
cloropropeno + cloropicrina proporciond niveles de control de M. incognita simila-
res al bromuro de metilo en todos los invernaderos ensayados. Con una adecua-
da aplicacion, lo mismo sucedié en el control de malas hierbas y de Phytophthora
capsici. La efectividad de la desinfeccién se mantiene cuando se reitera la aplica-
cién en el mismo suelo de forma reiterada (GUERRERO et al, 2006).

B) ALTERNATIVAS NO QUIMICAS
BIOFUMIGACION

La biofumigacién se define como “la accién fumigante de las sustancias volatiles
procedentes de la descomposicién de la materia orgéanica y de los residuos agroin-
dustriales en el control de los patégenos de las plantas, incrementandose su eficacia
cuando se incluyen en un sistema integrado de produccién de cultivos” (BELLO et al,
2004). Se diferencia del uso de las enmiendas orgénicas en las caracteristicas de los
materiales biofumigantes y en el método de aplicacién (BELLO et al, 1999).

Su efectividad se incrementa cuando se incorpora en un sistema de manejo
integrado, prolongando su efecto en el tiempo mediante rotacién de cultivos, uso
de barbechos, variedades resistentes, injertos, solarizacién, y, en general, practi-
cas culturales como la época y modo de siembra, labores, manejo del agua, cu-
biertas, control sanitario, empleo de sustratos naturales y artificiales, utilizacién de
agentes biolégicos de control e incluso bajas dosis de plaguicidas (MeToc 1998;
BELLO et al, 2000a; 2000b).

Se basa en los mismos principios que los fumigantes convencionales, sélo
que, los gases generados proceden de la descomposicion de |la materia organi-
ca, obteniendo un efecto mejorador de los organismos del suelo o de aquellos
que se encuentran en la propia materia organica, no conociéndose efectos ne-
gativos sobre el ambiente y la salud (BELLO, 1998; De CARA et al, 2004). Es
ademds una técnica de facil aplicacién y bajo coste (PERDOMO et al, 2000).
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Segln BELLO et al (2004), como consecuencia del proceso, incrementa el
nimero de nematodos sapréfagos, mejora las caracteristicas del suelo y la nutri-
cién de la planta y se producen una secuencia de cambios microbiolégicos, con
una proliferacién de microorganismos inicial que depende de los recursos afadi-
dos. Los autores sefialan la necesidad de disefiar una metodologia para cada si-
tuacion, diferenciandose en la aplicacién de materia orgénica en cuanto a dosis
y método de aplicacién.

Se considera, también, que ademas de los efectos de los gases emitidos
por la materia orgdnica descompuesta, se producen reacciones de oxido-re-
duccién que tienen efectos nocivos sobre los microorganismos patégenos o no
(BLock et al, 2000). Segun los mencionados autores, el proceso vendria a que-
dar explicado asi: en un suelo recientemente inundado, la tasa de consumo de
oxigeno por parte de los microorganismos es mas alta que la difusién y los mi-
croorganismos aerobios consumen todo el oxigeno, al agotarse éste, se redu-
ce su poblacién casi a cero y comienzan a aumentar los microorganismos
anaerobios que llevan a cabo la descomposiciéon de la materia orgénica utili-
zando compuestos oxidados del suelo (éxidos de manganeso, nitratos, etc.)
para su respiracién. La cantidad de oxigeno va disminuyendo desde la superfi-
cie del agua hasta las capas profundas del suelo. En la parte superior de un
suelo cubierto por una lamina de agua encontramos una capa oxidada de suelo
de mds o menos 1 cm de espesor, donde la difusién del oxigeno es suficiente
para el consumo de los microorganismos. Dentro de esta capa la concentra-
cién de oxigeno en suelo no es constante, varia entre la saturacién en la su-
perficie hasta casi cero. Como resultado de estos procesos, suceden en el
suelo cambios de pH, disminucién del potencial redox y aumento de la conduc-
tividad eléctrica (KJAER, 1976).

Puede realizarse partiendo de un material orgénico fresco, ya sea estiércol
poco hecho, restos frescos de cosecha, verdes o residuos de la industria agroa-
limentaria ricos en compuestos orgdnica. Una vez que se dispone del material, se
distribuye por el suelo y se mezcla con el mismo mediante una labor superficial
de aproximadamente 30 cm.

Escoger un buen material biofumigante es esencial para el buen resultado
del proceso, pues hay estiércoles mas efectivos que otros. El mejor es el de
ovino-caprino, seguido del equino y del vacuno. La gallinaza y purines conviene
mezclarlos con algun resto vegetal rico en carbono. Cuando se emplean restos
vegetales como material biofumigante, conviene realizar un troceado que se
suele hacer con la fresadora a la par que se mezcla con el suelo.

Su aplicacién presenta buenos resultados en cultivos de cucurbitaceas, zana-

horia, tomate, pimiento, fresén, platanera, citricos, frutales, vifiedos y flor cortada
en diferentes ambientes de la regién mediterranea.
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SOLARIZACION

La solarizacién se define como la desinfeccion hidrotérmica del suelo emple-
ando energia solar para calentarlo, previamente humedecido y cubierto con una
lamina de polietileno transparente, en los meses de mayor calor durante un peri-
odo que puede oscilar entre las 4 y 6 semanas, en funcién de la latitud (CENs,
1988; PERDOMO et al, 2000). El proceso se debe a la energia solar que es rete-
nida en las capas mas superficiales, como diferencia entre la radiacién transmi-
tida y la emitida a través de la cubierta de plastico que cubre la superficie del
suelo himedo (BASALLOTE et al, 1994).

Su uso, apuntan, esté especialmente indicado en el drea mediterrdnea donde
los meses de verano son secos y se alcanzan temperaturas elevadas.

En 1939, Groshevoy fue el primero en constatar la posibilidad de control de
ciertos patégenos en un suelo desnudo mediante el calor solar. En 1976, en Is-
rael, es donde se describirfa el procedimiento por Katan (1976) que, con modifi-
caciones, se ha ido popularizando como método de control de patégenos.

Con este método, BASALLOTE et al (1994), aseguran que se consigue una
desinfeccién del suelo que inactiva térmicamente o debilita muchos organismos
del mismo. Sin embargo, otros organismos, con frecuencia, de naturaleza sapro-
fitica, sobreviven al proceso y colonizan el suelo evitando la facil reinfestacion que
se provoca cuando se crea un vacio biolégico con métodos mas dréasticos como
la desinfeccidn quimica.

El suelo debe ser preparado con anterioridad para que el tratamiento resulte
homogéneo. Se ha comprobado (De CARA et al, 2004) que los mejores resulta-
dos se obtienen cuando se da un pase de disco a 25 cm de profundidad. A con-
tinuacion, se colocan las mangueras de riego y se extiende el plastico transpa-
rente (generalmente de 0,05 mm) sobre la superficie del suelo procurando que
quede bien sellado evitando asf flujos de aire que pudieran reducir la temperatu-
ra del aire por debajo del plastico. Después se riega el suelo durante dos dias, en
tres ocasiones y se deja reposar por un periodo variable entre las tres y las cua-
tro semanas (GUERRERO et al, 2004).

Seglin BASALLOTE et al. (1994), el polietileno transparente (PE) es, por sus ca-
racteristicas técnicas (gran transparencia a la radiacién solar y escasa transpa-
rencia a la radiacion del suelo, flexibilidad, resistencia y durabilidad) y econémi-
cas, el mas adecuado para la solarizacién, bastando laminas finas (25-50 pm),
menos costosas por su menor peso.

Para que el incremento de temperatura en un suelo solarizado sea eficaz
frente a los organismos patégenos que suelen concentrarse en su capa superfi-
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cial (0-30 cm), debe lograrse una acumulacién térmica (que combina temperatu-
ra del suelo y tiempo de exposicién), variable segun la sensibilidad térmica del or-
ganismo de que se trate.

La época del afo en la que mejores resultados se obtienen es en los meses
del afio con mayor radiacién, cuando la temperatura del suelo alcanza facilmen-
te los 60°C en los primeros centimetros. Por ello, las condiciones ambientales ti-
picas de los veranos en climas mediterraneos son las ideales para el proceso. La
humedad del suelo es critica por depender de ella la transferencia de calor y el
mantenimiento de temperatura durante la noche, permitiendo el movimiento cicli-
co del agua en el suelo y las alteraciones gaseosas que facilitan el control de al-
gunos organismos. El efecto que se obtiene con este tratamiento es pasteurizan-
te, no creando un vacio bioldgico que pudiese acarrear otros efectos indeseables.

Asimismo, se trata de un método de control no peligroso, no téxico, sencillo
y econdmico que controla determinados patégenos de suelo y que es compati-
ble tanto con la agricultura ecolégica como en produccién integrada.

Los resultados en suelos cultivados de pimiento en invernadero frente a ne-
matodos han quedado en entredicho, dada la ineficacia de este método frente a
organismos que se desplazan en profundidad. Los nematodos, por accién del
calor, se desplazan a zonas més profundas y se incorporan de nuevo con el labo-
reo del suelo, aunque ALONSO et al. (2004) lo consideran como un método de
control especialmente efectivo para los nematodos fitopatégenos en el cultivo de
la patata. Segln BELLO et al (2004), puede resultar eficaz cuando se combina
con bajas dosis de fumigantes comerciales.

BIOFUMIGACION CON SOLARIZACION (BIOSOLARIZACION)

El empleo de laminas de plastico encima del suelo previene el escape de los
gases generados con la biofumigacién sola mejorando asi el control de los paté-
genos (KaTaN, 2005). Segin GAMLUEL y STAPLETON (1993), el empleo de plésticos
transparentes posibilita la combinacién de la biofumigacién con la solarizacién, lo
que mejora el control de los patdgenos.

Son numerosos los trabajos encontrados acerca de los efectos de la solarizacién
o de la biofumigacién solas sobre los hongos fitopatégenos del suelo, pero no ocurre
lo mismo para los que tratan sobre la combinacién conjunta de ambos procesos.

A nivel local, gracias a los trabajos desarrollados por LACAsA et al. (1999; 2002)
y GUERRERO et al (2004), se tiene conocimiento de que el tratamiento, realizado en
los meses de julio y agosto, en concreto, cuando la temperatura ambiental ronda los
40°C (LAcAsA et al, 1999) tiene resultados similares al bromuro de metilo en la pro-
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duccién y desarrollo de la planta. Demuestran que resulta eficaz cuando se mantie-
ne durante 30-45 dias el proceso en determinadas condiciones como un buen hu-
medecimiento del suelo y un adecuado sellado del plastico.

También se han realizado trabajos especificos para pimiento en Norteaméri-
ca. CHELLEMI (2006) utiliza gallinaza (estiércol de pollo y serrin de pino) de gran-
jas comerciales como enmienda orgénica, obteniendo buenos resultados en el
control de los patégenos (Phytophthora capsiciy nematodos de varios géneros)
en plantaciones comerciales de Florida (EE.UU.). También fueron buenos los re-
sultados obtenidos por LIRA-SALDIVAL et al. (2004) utilizando como enmienda or-
génica el extracto de Larea tridentata en Saltillo (México).

Los ensayos realizados con multitud de variables, como diferentes afios de
antigiedad en el cultivo de pimiento, distinta problematica fitopatoldgica del
suelo o la aplicacién reiterada del tratamiento, reflejan que se produce una me-
jora en el control de patégenos y de la flora arvense, asi como en las propieda-
des fisicas y quimicas del suelo (FERNANDEZ et al, 2004a).

Prueba de ello, es la mejora en las caracteristicas del suelo reflejadas en un
aumento de la porosidad, o sea, de la aireacién, mantenimiento del pH, aumento
de la capacidad de intercambio catiénico, asi como un aumento de los macro y los
microelementos (FERNANDEZ et al, 2004; 2004a; 2004b; GARBEVA et al, 2004).

Es de destacar su importante aplicacién en cultivos de pimiento en agricultu-
ra ecoldgica, siempre que se realice en las fechas indicadas y se utilicen enmien-
das orgdnicas adecuadas. También se presenta como una alternativa al bromuro
de metilo en cultivos realizados bajo normas de produccién integrada o en culti-
vos convencionales (GUERRERO et al, 2004).

En ensayos de reiteracion de la biofumigacién con solarizacién con reduccion
de la enmienda orgénica aportada, se ha comprobado la sostenibilidad del méto-
do al reiterar la aplicacion. Los resultados han demostrado que el desarrollo de
las plantas de los tratamientos de biofumigacién con solarizacién fueron simila-
res, ligeramente inferiores o incluso superiores a los del bromuro de metilo, sin
influir la reiteraciéon (GUERRERO et al, 2003).

INJERTO

Sobre la base experimental de los primeros ensayos realizados por MIGUEL
(1997), el injerto es otra de las alternativas estudiadas por Ros et al. (2004), con-
sistente en cultivar una planta sensible en el sistema radicular de otra que es re-
sistente a la enfermedad objeto de control. Desde hace escasas campanas, se
viene utilizando de forma comercial en el cultivo de pimiento.
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Se viene estudiando el comportamiento de las plantas injertadas junto con
otras alternativas, de tipo quimico o no en invernaderos comerciales y experimen-
tales frente a diferentes problematicas fitosanitarias (Ros et al, 2003).

El injerto se realiza en un semillero comercial, donde las variedades, en ban-
dejas de 216 alvéolos y los patrones en bandejas de 150, se siembran en la
misma fecha. Tanto el patrén como la variedad, se cortan en bisel y posteriormen-
te, se unen las secciones mediante una pinza de pléstico flexible. Los patrones se
cortan por encima de los cotiledones y las variedades por encima, tratando de es-
coger similares secciones y de que encaje la misma inclinacién. A continuacion,
las plantas injertadas, se ponen en una cdmara a 25°C y 100% de humedad re-
lativa durante al menos, una semana. Después, se trasladan a un invernadero con
calefaccién para que las plantas se aclimaten hasta el momento del trasplante.

Lo habitual es realizar la operacién a finales de noviembre, principios de di-
ciembre para asi disponer de las plantas para realizar el trasplante a principios de
enero, cuando se realizan habitualmente las plantaciones en la zona.

Produce un mejor control frente a P. capsici que frente a M. incognita, si bien
es necesario utilizarlo en combinacion con otras préacticas culturales, pues la repe-
ticién del mismo patrén en el mismo suelo durante al menos tres afios, seleccio-
na poblaciones virulentas de Meloidogyne incognita (LOPEZ-PEREZ et al, 2004).

Asf lo sefialan Ros et al. (2004), que proponen una desinfeccién parcial del
suelo que ayude al mantenimiento de los niveles poblacionales tanto cuantitati-
vos (densidad) como cualitativos (agresividad y virulencia).

MEDIOS BIOLOGICOS

El control biolégico de los patégenos de las plantas esta considerado actual-
mente como una sub-disciplina dentro de la patologia de plantas, tal y como afir-
man PAuLITZ y BELANGER (2001). Se trata de un fenémeno universal reconocido
que ha sido estudiado sistematicamente por la ciencia desde el siglo pasado
pero que no fue hasta la década de los 60 del siglo XX cuando volvieron a re-
tomarse las reuniones cientificas que versaban sobre este tema. Sobre el con-
trol biolégico de los microorganismos, existen numerosas publicaciones, la ma-
yoria de ellas, de caracter descriptivo. En la actualidad, hay una enorme bateria
de productos comerciales disponibles para los productores que aseguran con-
tener “organismos beneficiosos” capaces de reducir o eliminar los dafios causa-
dos por patégenos.

Su empleo viene amparado por la busqueda de métodos de control menos
perjudiciales para el medio ambiente y con ello se pretende que dichos agentes
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ejerzan una accion directa o indirecta sobre los causantes de la enfermedad o
sobre su manifestacién, consiguiendo asi una reduccién en la expresién de los
dafios (DE CaL, 2002).

Tal y como refieren PauLiTz y BELANGER (2001), en el caso de los Esta-
dos Unidos, la agricultura en invernaderos asi como los cultivos protegidos
ofrecen un nicho Unico para el desarrollo y empleo de estos agentes de
control biolégico. Mas de la mitad de los 33 productos comerciales de bio-
control listados eran de aplicacién en semilleros o invernaderos y muchos
estaban desarrollados especificamente para actuar contra los patégenos de
suelo Pythiumy Rhizoctonia.

A nivel mundial, existen mas de 80 productos para el biocontrol de patége-
nos. La mayoria de los cuales son formulaciones o de los hongos Gliocladium-
Trichoderma o de las bacterias Pseudomonas y Bacillus. Sin embargo no todos
estos productos estan registrados como agentes de biocontrol, pero son comer-
cializados como promotores del crecimiento de las plantas, estimuladores de las
raices o acondicionadores del suelo. Estas atribuciones les han capacitado para
colocarse en el mercado con unas pruebas de toxicologia menos rigurosas o de
eficacia probada que les serfan requeridas como protectores de las plantas.
Estos productos incluyen en su formulacién compuestos inorganicos como SiO,
NaHCOj,, constituyentes orgdnicos como compost, compuestos homeopaticos y
algunos, contienen microorganismos como Trichoderma harzianum, Bacillus sub-
tilis, Pseudomonas 'y Pythium oligandrum.

El éxito en el empleo, viene a ser muy contradictorio. Asi, se comprueba en
los trabajos realizados por GoNZALEZ et al (2002) in vivo en cultivos como el
aguacate para el control de Phytophthora cinnamomi con productos de biocon-
trol como Bacillus subtilis, Pseudomonas capacia, Trichoderma harzianum o T. vi-
ridae, donde ninguno fue capaz de controlar la enfermedad mientras que si redu-
jeron significativamente el crecimiento miceliar de P. cinnamomi en condiciones
in vitro en enfrentamiento en placa. Ejemplos como este se encuentran en la bi-
bliografia consultada de forma abundante.

EmPLEO DE TRICHODERMA COMO AGENTE DE CONTROL BIOLOGICO

Trichoderma es un hongo ampliamente distribuido en la naturaleza que actia
como micoparasito, compite bien por el alimento y el espacio, produce antibidti-
cos y posee un sistema enzimético capaz de atacar a una amplia gama de paté-
genos. Segun HERMOSA (1998), la especie T. harzianum destaca como agente de
control biolégico de muchos hongos fitopatégenos, constituyendo una alternati-
va a los compuestos quimicos de uso comun en agricultura. Los trabajos de LLo-
BELL et al (2000) han ido encaminados a conocer sus distintas formas de apli-
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cacion, ya sea via foliar o directamente al suelo y su combinacién con otros mé-
todos de control como la solarizacion.

El hongo en cuestion ha sido probado en numerosos ensayos en invernade-
ro y al aire libre. PauLITz y BELANGER (2001) afirman que es capaz de colonizar
todo el sistema radicular de la planta y persistir durante un largo periodo de tiem-
po cuando se aplica a semillas, al suelo del invernadero, pulverizado o en granu-
los, o mediante el riego de surcos.

I. harzianum tiene numerosos mecanismos de accion, incluyendo el micopa-
rasitismo via produccién de quitinasas, 1-3 gluconasas y 1-4 gluconasas, antibié-
ticos, competicion, solubilizacion de nutrientes inorganicos de las plantas, resis-
tencia inducida e inactivacién de las enzimas de los patdégenos implicados en el
proceso infectivo.

Existen cinco grupos moleculares dentro de T. harzianum, de los cuales sélo
tres incluyen cepas consideradas como buenos agentes de control bioldgico.

La controversia existente en la bibliografia acerca de los beneficios o in-
utilidad en el empleo de este hongo para el control de las enfermedades cau-
sadas por hongos de suelo se hace evidente. Ademaés, conviene distinguir
entre muchas de las publicaciones basadas en resultados obtenidos en labo-
ratorio y los que proceden del campo. Asi, mientras que algunos autores como
PauLItz y BELANGER (2001) postulan su eficacia frente a Rhizoctonia solani'y
Pythium en geranios o Fusarium en tomate, ELAD et al. (1983) frente a Rhi-
zoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Pythium aphanidermatum, Aspergillus niger
y Macrophomina phaseolina en diferentes cultivos, o FOurIlE et al (2001)
cuando se hacen aplicaciones del formulado en viveros de vides contra Phae-
moniella spp. y/o Cylindrocarpon spp., otros como CARDONA et al. (1997), afir-
man que bajo condiciones de campo, el control por parte de Trichoderma spp.
sobre M. phaseolina es ineficiente independientemente del método de aplica-
cion utilizado.

En los trabajos realizados por ELAD et al. (1983) en los que se compara la
aplicacion de Trichoderma harzianum aplicandola a las semillas, a la zona radi-
cular, mediante el riego en los surcos o aplicado de forma general a toda la su-
perficie de varios cultivos: judia, tomate, pimiento o cacahuete, aseguran que la
aplicacion ideal depende del patégeno asociado al cultivo y del momento de
ataque, ya sea en estado de semilla, de plantula o de planta adulta. Aseguran
ademas, de que el tratamiento con Trichoderma resulta mas eficaz cuando se
combina con otros métodos usualmente empleados para la desinfeccién del
suelo: bromuro de metilo, metam sodio o solarizacion. Ahora bien, no queda
aclarado que los beneficios se deban al supuesto efecto sinergista del hongo,
o al desinfectante en si.
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PARTE Il. UN ENFOQUE BIBLIOGRAFICO SOBRE LOS HONGOS TELURICOS,
CON ESPECIAL ENFASIS EN LOS HABITANTES DE LOS SUELOS
AGRICOLAS

1.4. INTRODUCCION

Si es necesaria la primera parte de esta introduccién para presentar el mo-
delo agricola estudiado, estas notas micolégicas aqui expuestas también lo son.
Notas que pretenden ajustar el trabajo de tesis con las limitaciones impuestas
por los conocimientos actuales.

El trabajo experimental contenido en esta memoria de tesis pretende alcan-
zar dos propdsitos basicos:

a) Conocer cémo se produce la modificacién de la microbiota fungica de
suelos cultivados con pimiento, cuando se desinfectan con diferentes pro-
cedimientos y técnicas. Se aprovecharon para tal fin los ensayos cuyo ob-
jetivo era buscar alternativas para sustituir al bromuro de metilo.

b) Indagar sobre la recolonizacién de los suelos desinfectados y tratar, al
tiempo, de establecer una relacién entre la microbiota flngica recoloniza-
dora y el fenédmeno de “cansancio” o “fatiga” del suelo en los pimentona-
les del Campo de Cartagena (Comunidad Auténoma de la Regién de
Murcia).

bCudles eran las limitaciones para emprender un trabajo de la indole del aqui
presentado? 6Cémo deberia hacerse el enfoque bibliografico para una introduc-
cién que acogiese los enfoques mas generalmente aceptados sobre hongos del
suelo?. Para contestar a estas complejas cuestiones se han utilizado como ejes
directrices tres obras amplias y densas: “Microorganisms in the soil” (BURGES,
1960), “Pathogenic Root-Infecting Fungi” (GARRET, 1970), y “Ensayo de caracte-
rizacion de suelos agricolas y forestales de Extremadura tomando como indica-
dores a Fusarium Link y Pythium Pringsheim: la representatividad del muestreo”
(RoDRIGUEZ MoLINA, 1996).

Entre los tres textos suman casi 1.000 referencias bibliogréficas, natural-
mente muchas de ellas repetidas. Abarcan desde 1917 hasta 1996, casi ochen-
ta afos de investigacién especifica. De esta forma, se tiene una perspectiva su-
ficientemente amplia, para seleccionar aquellos conocimientos que han
reposado y han sido confirmados con el tiempo. Las dos selecciones bibliogra-
ficas primeras miden, ademas, la época anterior al ya legendario Congreso
sobre Ecologia microbiana, celebrado en California en 1965, y que dio lugar a
una época de estudios que abarcaron las investigaciones hacia el control biol6-
gico de patégenos de suelo que enferman a las plantas. Es el caso del tratado
de BURGES. Mientras que GARRET se hace eco de aquel evento cientifico, adop-
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tando un enfoque un tanto diferente: deja los hongos no patégenos y se dedi-
ca a estudiar el saprofitismo de los parasitos de raices. Finalmente, RODRIGUEZ
MOLINA estd influenciada por los trabajos generados sobre la supresividad de
suelos a las micosis teluricas, que produjeron conocimientos esenciales sobre la
ecologia microbiana en el suelo. Su trabajo incide sobre los demas, puesto que
se plantea resolver una cuestiéon fundamental: éa quién representa una muestra
de suelo analizada para cuantificar una poblacién microbiana concreta? La re-
solucién es necesaria para hacer o no generales los trabajos que se fundamen-
tan en asignar unos miles o millones de propagulos de un microorganismo a un
peso dado de suelo.

No es posible una revision separada en espacios discretos, de modo que res-
petando esta idea vertebradora, se cruzarén en algunos casos opiniones de los
tres autores —y a veces de otros— para enmendar un concepto o determinar las
limitaciones de una técnica analitica.

Dos ideas subyacen en los tres tratados: Por un lado las fuentes nutritivas
en el suelo que determinan la ordenacion en “grupos ecoldgicos” a los hongos.
Por otro, las deficiencias de las técnicas analiticas que permitan dar como fia-
bles unos resultados que sustenten una generalizacién. El enfoque ha sido rea-
lizado por los autores mencionados en funcién de las fuentes nutritivas, de tal
manera que la adscripcion de una especie, un género o un orden de hongos a
un “hébitat” concreto se ha fundamentado en las fuentes nutritivas disponibles
y utilizadas por ellos. Fuentes que han orientado los métodos y técnicas analiti-
cas en el laboratorio. Técnicas que han limitado el conocimiento por sus imper-
fecciones intrinsecas. Parece conveniente, por tanto, repasar dichos procedi-
mientos en laboratorio, poniendo un énfasis especial en las utilizadas en este
trabajo de tesis.

1.5. TECNICAS ANALITICAS PARA HONGOS DEL SUELO

El esquema general de los hongos de suelo que parece deducirse de muchos
de los estudios realizados a mediados del siglo XX, es el de organismos que
constan especialmente de estructuras en descanso en un mosaico de microha-
bitats, a menudo con poco crecimiento de micelio pero que entran rapidamente
en actividad cuando algun suceso trae sustancias nutritivas frescas a las células
en descanso que hacen posible su explosion.

En general, han habido dos formas diferentes de estudiar los hongos del
suelo. La primera, es mediante examen microscépico ya sea del suelo, de los sus-
tratos o de los materiales, tales como un vidrio o nylon, después de haberlos si-
tuado en el suelo: la segunda, es mediante el aislamiento de los organismos, ya
sea directamente o mediante técnicas de cultivo.
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Dentro del método de observacion directa, existian diversas técnicas. Entre ellas,
la del portaobjetos enterrado de Rossi-Cholodny, que permitia obtener informacion
sobre el desarrollo de microorganismos de la region radical (STARKEY, 1938) pero
presentaba varias desventajas y raramente era posible identificar los microorganis-
mos que aparecian en el portaobjetos. En efecto, en primer lugar, el hecho de ente-
rrar el portaobjetos en el suelo podia, por si solo permitir un desarrollo microbiano
estimulado debido a la condensacién de agua sobre el vidrio y a la superacion de la
fungistasis general en el suelo en las proximidades de los portaobjetos enterrados.
En segundo lugar, es muy dificil relacionar los nimeros de células bacterianas y las
longitudes de micelio fungico observadas sobre los portaobjetos enterrados.

TRIBE (1957) enterraba piezas de celofan en el suelo enganchadas a cubre-
objetos. Después de diversos periodos de tiempo, y en distintos estadios de des-
composicién del celofan se recuperaba el cubreobjetos y se examinaba al mi-
croscopio. En otras ocasiones, se han empleado cajas de observacién de vidrio,
poniendo de manifiesto la concentraciéon de microorganismos en la regién radi-
cal de diversas plantas.

Otra de las técnicas empleadas fue la modificacién del tubo de inmersién de
Chesters (CHESTERS, 1940) que demostré ser Util en el estudio de hongos de la rizos-
fera (PARKINSON, 1957; CHESTERS y PARKINSON, 1959). Esta modificacidn iba dirigida
a aislar hongos existentes de la rizosfera en forma de micelios en crecimiento activo.

ADAMETZ es considerado el primero que aislé hongos del suelo ya en el afo
1886. La mayoria de las primeras investigaciones caen dentro de una o mas de
estas tres clases: estudios puramente sisteméticos, investigaciones fisiolégicas o
bioquimicas y estudios cuantitativos que implicaban las estimaciones numéricas
de las flora de hongos de los suelos.

La mayoria de hongos que son aislados del suelo estan dentro de la clase Hon-
gos 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 mice-
lio septado y el conidiéforo, del cual se forman continuamente conidias o esporas.

Los géneros encontrados cominmente en el suelo y que se pueden aislar por
métodos convencionales son: Aspergillus, Botrytis, Cephalosporium, Gliocladium,
Monillia, Penicillium, Scopulariopsis, Trichoderma, Verticillium, Alternaria, Clados-
porium, Fulularia, Cylindrocarpon, Fusarium, (Hongos Imperfectos); Absidia, Cu-
ninghamella, Mortierella, Mucor, Rhizopus, Zygorhynchus y Pythium (Ficomice-
tos); Chaetomium (Ascomiceto) y Rhizoctonia.

Una de las funciones principales de los hongos filamentosos en el suelo es

degradar la materia orgdnica y ayudar en la agregacion de las particulas del
suelo. Ademas de esta propiedad, ciertas especies de Alternaria, Cladosporium,
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Gliocladium, Helminthosporium o Humicola producen sustancias similares a las
sustancias humicas en el suelo, y por tanto, pueden ser importantes en el man-
tenimiento de la materia orgénica del suelo.

1.5.1. Técnica de las diluciones sucesivas del suelo en agua estéril

Esta, ha sido la utilizada en el trabajo para cuantificar la microbiota flingica.
Consiste, en esencia, en elaborar una suspensién del suelo en agua estéril y a
partir de ella ir confeccionando suspensiones decimales sucesivas. De esta ma-
nera puede seleccionarse una suspension que proporcione la maxima informa-
cién. Ha sido usado ampliamente como ya indicaron WAKSMAN, (1927), GARRET,
(1951) y Warcup, (1960).

Las limitaciones mas importantes de esta técnica ya las decribié BURGES de
la siguiente manera:

a) Los microorganismos aislados no son todos los que se supone que hay
en el suelo. Sélo se aisla una parte de la microbiota, en funcién del medio
de cultivo utilizado. Este aspecto, ya fue sefialado por BRIERLEY (1927)
treinta afios antes. Es decir, suponiendo que existieran medios de cultivo
selectivos o favorecedores para cada grupo de hongos deberian hacerse
para la misma muestra tantos andlisis como sustratos de cultivo. Y no
seria esto lo méas gravoso, por laborioso. El impedimento esta centrado en
la disponibilidad de esos medio de cultivo. Ha sido mas criticado por los
micologos que por los bacteridlogos. Y hay en ello un punto de razon.

Si han existido criticas sobre si cada colonia bacteriana aparecida con la técni-
ca de las diluciones sucesivas procede de una sola célula, en el caso de los hon-
gos es mas dificil aceptar esta posibilidad. El concepto “individual” es muy poco sig-
nificativo para los hongos. Se sabe que las hifas crecen y se ramifican en el suelo,
tardando en morir y ademas esporulan. El método, por tanto, no permite precisar la
unidad fisiolégica o morfolégica que origind la colonia. Los estudios minuciosos re-
alizados por WARCUP (citado por BURGES) indican que la mayorfa de las colonias de
hongos que se desarrollan en las placas de Petri del andlisis proceden de esporas
y no de trozos de hifas. Asf lo refieren también TeLLO et al (1990; 1991) en base
a trabajos de LOPER et al. (1984) y LEMENCEAU et al. (1988) cuando afirman que
la mayoria de colonias proceden de esporas y no de fragmentos miceliares. BUr-
GES presenta una Tabla, de la cual un resumen se encuentra en la Tabla 4.

La Tabla se completa relacionando, ademas, el efecto de la humedad y la pre-
sencia de particulas de humus, con la mayor presencia de colonias fungicas.
Apostillando que en los suelos aridos no se han observado colonias procedentes
de hifas.
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Origen de las colonias fiingicas que se desarrollaron en el andlisis de 10 muestras
de suelo de un campo de trigo

Nimero de N° de colonias y origen desarrollo en el medio
muestras Esporas Hifas
33 78 1
34 7 2
35 80 3
36 10 4
37 82 2
38 10 0
38a b4 0
39 62 0
39a b6 0
40 10 0

Fuente: Elaboracion a partir de Burcues (1960).

Esto viene a explicar como los hongos del suelo que no esporulan en los me-
dios de laboratorio, tampoco se aislan en los andlisis de suelos agricolas utilizando
este método. Tal es el caso de Rhizoctonia solani. Pero no da una respuesta com-
parable al aislamiento de Macrophomina phaseolina (Rhizoctonia bataticola) que en
los medios habituales sélo se presenta bajo su forma esclerocial y miceliar de R.
bataticola. EI método de las diluciones sucesivas permite exteriorizarse a especies
de hongos que esporulan abundantemente como las pertenecientes a los géneros
Penicilliumy Aspergillus o algunos de crecimiento rapido como Trichoderma.

b) Muy criticada ha sido esta técnica de las diluciones sucesivas por no con-
tarse entre el conjunto de hongos del suelo aislados con ella a los basi-
diomicetos, cuando se conoce sobre su abundancia en el suelo. Al menos
en los no cultivados. Entre las explicaciones posibles podrian aceptarse
los ejemplos brindados por las micorrizas de las cuales unas no han sido,
por el momento, reproducidas “in vitro” y otras, las ectomicorrizas, necesi-
tan una complejidad de medio de cultivo enorme para aislarlas tanto del
micelio como de las basidiosporas de los carpéforos.

Estas limitaciones tienen una gran trascendencia para, como se verd mas
adelante, tratar de separar a los hongos verdaderamente habitantes del suelo de
aquellos que son considerados como colonizadores transitorios. Pese a estas li-
mitaciones, escribia BURGES, “es, tal vez, el mas atil para comparar ciertos es-
tudios, como, por ejemplo cuando se quieren observar los cambios debidos a un
tratamiento con estiércol o a un cambio de cosecha, o bien cuando se desea es-
tudiar el comportamiento de una sola especie”.
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Por otro lado, GRIFFITHS y Sippiaul (1961) consideraban que mientras una
simple estimacion cuantitativa de las placas tenia un valor muy restringido, esto
no era necesariamente valido para una sucesion de estimaciones realizadas con
intervalos relativamente frecuentes, por lo que era posible detectar cambios en
las poblaciones de esporas. Asimismo, los autores sugieren que la poblacién de
esporas puede considerarse como un barémetro de la actividad de los hongos en
el que es interesante el cambio en valor mas que el valor absoluto.

Més de 30 afios después, TELLO et al. (1992) seguian recomendando esta
técnica, que en principio no ha encontrado sustitucién pese a sus limitaciones.

1.5.2. Técnica del suelo en placa o de la adicién del suelo
al medio de cultivo fundido

Numerosos métodos analiticos se desarrollaron para subsanar las deficiencias
de la técnica de diluciones sucesivas. No es el caso relatar aqui, pero su permanen-
cia ha sido relativamente escasa. Excepto una modificacién sustancial realizada por
WARCUP y publicada en 1950 en la prestigiosa revista Nature. La técnica consistia
en anular las diluciones sucesivas del suelo en agua estéril y anadir éste al medio
fundido, a una temperatura de unos 35-40°C; o bien, afiadir la muestra directamen-
te a la superficie de medio solidificado (WaksMAN). WARCUP prefirié anadir el suelo
al agar fundido evitando asf la pelicula de agua que rodea a la particula del suelo
depositada en la superficie del agar, que favorece el rapido crecimiento bacteriano
en detrimento del desarrollo fingico. Dicha técnica, ha sido empleada para estudios
cualitativos de los hongos de la rizosfera (PARKINSON, 1957; CATSKA et al, 1960). Su
gran ventaja estriba en que puede utilizarse con facilidad y rapidez. Los resultados
comparativos recogidos por BURGES (1960) se reflejan en la Tabla b:

Distribucion de los hongos mas abundantes en los campos de trigo. Comparacion de los métodos
de dilucion en placas (adicion del suelo al medio fundido) y del suelo depositado en la superficie
del medio agarizado sélido (suelo en placas)

Dilucion en placa Suelo en placa
Profundidad de la muestra (cm) 254 764 | 1524 | 254 164 | 1524
Las 13 especies de hongos méds esporégenos 1343 | 4793 | 1499 | 1427 | 1321 | 1059
Las 11 especies mas abundantes de hongos estériles 23 12 7 8 0 24
Repiblica Checa 7965 | 5638 | 1.899 - - -
Niimero total de especies 87 91 75 70 76 86

Fuente: Buraes, (1960), resumido de Warcup, (1957). Se expresa en nimero de colonias.

Los resultados son elocuentes a favor del método de dilucién en placa, que
es el utilizado en este trabajo de tesis para evaluar la densidad de indculo de Fu-
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sarium. Técnica que, ademas fue utilizada por TELLO y LACASA (1990) para eva-
luar diferentes suelos cultivados (clavel y tomate) e incultos (pinares y arenas de
playa) de la comunidad de Murcia. Asi como también fue utilizado por RODRIGUEZ
MoLINA (1996) para estudiar poblaciones de Fusarium en suelos cultivados (ce-
rezo, esparrago, hortalizas) y no cultivados (pinares), permitiendo asi una posibi-
lidad comparativa real.

Los hongos aislados con mayor frecuencia por WARCUP y resumidos en la
Tabla 5, fueron: Penicillium, Cladosporium, Rhizopus, Mucory Fusarium. Como se
vera mas adelante, muy proximos a los obtenidos en los suelos estudiados en
esta tesis.

1.5.3. Método de Cambridge y técnica para evaluar
el potencial infeccioso de los suelos

El primero fue propuesto por GARRET (1970) para estudiar la capacidad sa-
profitaria de los habitantes del suelo. En esencia, propuso enterrar pajas de trigo
en el suelo a estudiar, que previamente era diluido en arena esterilizada para
tener asi diferentes concentraciones de un mismo suelo. Asi describe el autor la
técnica:

Los cultivos puros, de hongos de los cuales se pretende conocer su
habilidad parasitaria, se multiplicaron en una mezcla de arena de cuarzo
con el 3% de harina de maiz. Cuando el hongo habia colonizado toda la
mezcla se mezclaba con el suelo a estudiar sin esterilizar en la proporcion
deseada. Las proporciones que se recomendaban fueron: 100 (cultivo
puro en arena +harina de maiz), 98, 90, 50, 10, 2 y O (solamente suelo
no esterilizado). Con las proporciones anteriores se rellenaban recipien-
tes de vidrio y se enterraban, posteriormente, en cada recipiente 50 uni-
dades estandarizadas de sustrato consistente en tejidos de planta muer-
ta. Las unidades (recipientes) se incubaron durante 4 semanas para dar
al hongo inoculado un tiempo suficiente para colonizar tantas “trampas
vegetales” como fuera capaz en competicion con los otros hongos del
suelo a estudiar.

Una variante de este método fue utilizar plantulas vivas de pepino y harina de
avena para medir el potencial infeccioso de Pythium en el suelo, propuesto por
BouHoTt (1980).

Estas técnicas se inspiraban en otras mas antiguas consistentes en introdu-
cir en el suelo diferentes “trampas” como pelos humanos, portaobjetos con dife-
rentes medios de cultivo que pretendian capturar a los hongos del suelo segun
sus habilidades nutritivas (descomponedores de quitina, de celulosa, etc.).
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Ninguna de estas técnicas son comparables a las utilizadas para evaluar los
hongos totales del suelo, aunque tengan una relacion con ellos. Esta considera-
cién hubiese sido suficiente para no utilizarlas en este trabajo de tesis pero ade-
mas, tampoco tenian una aplicacion practica para el propésito de manejar tantas
muestras de suelo como las analizadas.

1.5.4. Fitopatometria de suelos (De CARA et al., 2006; 2007)

Las técnicas analiticas anteriores, sefialadas en el apartado 1.5.3, no permi-
tian una evaluacion cualitativa y cuantitativa de toda la microbiota flungica del
suelo. Las técnicas de las diluciones sucesivas y la de adicién directa del suelo
al medio de cultivo fundido servian para medir de manera més amplia los hongos
teldricos sobre su habitat, pero no aportaban ninguna informacién sobre su habi-
lidad parasitaria y con muy poca precision sobre su habilidad saprofitaria. La téc-
nica del fitopatémetro era (til para evaluar las habilidades saprofitarias de hon-
gos colonizadores y parasitos de las raices de las plantas, estuviesen éstas sanas
0 senescentes.

La técnica para la fitopatometria del suelo consiste en mezclar una propor-
cién de suelo con vermiculita desinfectada en autoclave (60 minutos a 120°C).
Distribuir la mezcla en macetas desinfectadas y sembrar semillas germinadas y
desinfectadas previamente, de la especie vegetal para la que se deseen conocer
los patégenos teldricos que la parasitan. Mantener durante los dias que se esti-
men oportunos para que se expresen los patégenos en condiciones controladas
de camara de cultivo o fitotrén.

De CARA (2007) compara los hongos aislados del suelo utilizando para
ello: 1) diluciones sucesivas con un medio acidificado de agar-malta, 2) adi-
cién del suelo a un medio selectivo para Fusarium (KomabA, 1975) en estado
de fusién y 3) la técnica del fitopatémetro y obtiene los siguientes resultados
generales:

Comparando los hongos aislados en los andlisis de suelos en agar-malta
acidificado con los encontrados en el mismo medio al analizar las raices
de las plantas de meldén que permanecieron en el fitopatémetro durante
45 dias, aparecen en ambos casos Penicillium, Aspergillus, Fusarium (va-
rias especies), Macrophomina phaseolina, Curvularia, Rhizopus, Alternaria,
Phoma, Pacelomyces, Trichoderma, Pythium, Stemphylium.

Sin embargo, en las raices de las plantas aparecieron los siguientes hon-
gos que no se aislaron en el andlisis de suelo: Pythium (P. aphaniderma-
tumy P. deliense), Monosporascus cannonballus, Olpidium bornovanus y
Fusarium oxysporum f.sp. melonis.
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Este hecho diferencial tiene una explicacién para algunos de los micromi-
cetos. Es conocida la dificultad de expresién de Pythium en este medio
agarizado, que se manifiesta muy bien utilizando trampas vegetales como
los pétalos de clavel. Lo mismo podria indicarse para Monosporascus, que
coloniza las raices senescentes de melén y sandia. Finalmente, Olpidium,
hasta la fecha es considerado como un parésito obligado de raices. En el
caso de F. oxysporum f.sp melonis, no es que no se aisle con la técnica
de las diluciones sucesivas F. oxysporum, es que en el medio con agar, no
es posible separar, hoy por hoy, formas no patégenas de las causantes de
enfermedad.

Cuando se comparan las especies de Fusarium obtenidas en los ana-
lisis de las plantas de meldn del fitopatémetro con las aisladas utilizan-
do el medio selectivo para Fusarium, practicamente ninguna diferencia
puede ser establecida: F. verticilioides, F. oxysporum, F. solani, F. dime-
rumy F. equiseti son las mayoritariamente presentes cualquiera que
sea el origen del suelo analizado. Parece claro, a tenor de la técnica de
la fitopatometria de suelos, que las suspensiones sucesivas y la técni-
ca de WARCUP no son tan parciales como se ha escrito con mayor o
menor razon.

1.5.5. Técnicas de muestreo del suelo para analisis de hongos

Las técnicas revisadas anteriormente hacen referencia a una sola muestra de
suelo. 6A quién representa dicha muestra?. Esta pregunta es pertinente puesto
que este trabajo recoge el andlisis de muchas muestras que se tomaron en dife-
rentes invernaderos de la misma comarca. Invernaderos en los cuales se habian
ensayado distintos tratamientos de desinfeccién. Muestras que fueron tomadas,
ademas, en diferentes partes del suelo: suelo seco entre lineas de cultivo, suelo
himedo en las lineas donde crecian las plantas de pimiento y suelo colonizado
por las raices al que se ha denominado rizosfera.

Antes de proceder a responder la pregunta planteada parece procedente
saber qué se entiende por rizosfera. El término esta bastante imprecisamente de-
finido para contener en él la competicién microbiana previa al hecho de parasitar
las raices de las plantas y en su caso ocasionar la enfermedad.

Una primera aproximacion al concepto se tomara de PoCHON y DE BARJAC
(1958). Estos autores suponen que las raices vegetales modifican el equilibrio de
las poblaciones microbianas del suelo. La produccién por las raices de gas car-
boénico, sustancias con accién energética, enzimatica o auxinica, asi como desca-
maciones celulares que pueden ser metabolizadas por los microorganismos, mo-
difican la microbiota teldrica.
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El crecimiento de la raiz a través del suelo ejerce importantes efectos sobre
la poblacién microbiana del suelo. La raiz activa y, en particular la zona situada in-
mediatamente por encima del dpice de la raiz, exuda sustancias organicas e in-
orgdnicas que viene a reforzar la actividad microbiana, aunque algunas de ellas
exudan sustancias que actidan en contra de ciertos microorganismos. Por desca-
macién, la raiz pierde células a partir de las raices jévenes y de la cofia, que apor-
tan al suelo un sustrato apto para el desarrollo microbiano.

Las proporciones de anhidrido carbdnico, de oxigeno y de agua son conside-
rablemente distintas en la regién de la raiz de las alejadas a ella, pudiendo influir
sobre la actividad microbiana. El pH del suelo tiende a mantenerse mas préximo
ala neutralidad en la zona adyacente a las raices que el del suelo alejado de ellas.
Asimismo, el potencial redox del suelo adyacente a las raices es inferior, proba-
blemente a causa de los exudados del suelo, en comparacion con el del resto del
suelo. BARBER (1962) ya indicé que, en ciertas ocasiones, es posible que pueda
restablecerse una concentracion de nutrientes inorganicos en la proximidad in-
mediata de las raices. Estos factores pueden influir de una forma u otra sobre la
estimulaciéon numérica y fisiolégica de los microorganismos de la region radical.

Por otro lado las plantas se nutren de sustancias metabolizadas por los mi-
croorganismos (excliyanse, por el momento micorrizas o simbiosis bacterias-le-
guminosos). En general, los microorganismos que habitan en la rizosfera sirven
como un intermediario entre la planta, que requiere nutrientes inorganicos solu-
bles y el suelo que contiene nutrientes necesarios pero mayoritariamente en for-
mas inaccesibles y complejas. PocHoN y DE BarJac (1958), distinguen, no obs-
tante dos sectores en la rizosfera:

a) una rizosfera alejada, distante, que se puede extender desde algunos mi-
limetros hasta unos 50 cm de la raiz. Se suele llamar edafosfera.

b) una rizosfera préxima, capa de tierra en contacto intimo con las raices .
Se le suele llamar rizoplana o histosfera.

CAMPBELL et al. (1971) afirmaron que se trata de una zona que tiene una ex-
tension de algunos milimetros y ejerce sus mayores efectos fisicos y quimicos
sobre los microorganismos en su superficie externa o rizoplano. Asimismo, ase-
guraban que la poblacién de la rizosfera difiere tanto cuantitativa como cualitati-
vamente del resto del suelo.

De este mismo espiritu se impregna la interpretacién de la rizosfera que hace
BuraEs (1960), que se expresa de la siguiente manera:

Los estudios que permitieron conocer la profundidad a la que se encontra-

ban los hongos en el suelo —alcanzando hasta 1 m de profundidad pero siendo
los primeros 40 o0 50 cm de profundidad donde mayormente estaban presentes—
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tuvieron una primera enmienda cuando dichos suelos estaban poblados con
plantas, como ocurre en la mayoria de los suelos del planeta. La enmienda la mo-
tivo la presencia de la raiz.

La raiz crea un nuevo habitat, o al menos nuevas condiciones en el habitat. La
asociacion de las raices con los microorganismos del suelo es un hecho conocido
desde muy antiguo y era muy valorada a través de las leguminosas y sus nédulos
bacterianos. Su estudio motivé numerosisimos trabajos, con marcado acento en
las asociaciones micorrizicas. Fue Hiltner, quien hace mas de 100 afos defini¢ el
término de rizosfera para designar aquella parte del suelo que se ve modificada
por la actividad de las raices. Las raices producen en el suelo diversos efectos:
descenso de la concentracion de ciertos nutrientes minerales, desecacion parcial
de la zona por absorcién de agua, aumento de la cantidad de carbonatos por la
eliminacion del diéxido de carbono, incremento de las sustancias alimenticias para
los microorganismos al exudar y al desprenderse parte de ella.

Uno de los mayores defectos de los estudios rizosféricos es que han adolecido
de falta de precisién para tomar las muestras. El espacio definido como la zona co-
lonizada por la raiz puede variar. Asi, parece |6gico que el suelo es mas pobre en
materia organica aprovechable y nutrientes minerales que la rizosfera. ¢Es esto asf
en el suelo horticola donde la intensificacién del cultivo y los sucesivos laboreos
anuales uniformizan el menos la capa arada? Burces (1960) refiere que en los
suelos mas ricos se muestra poco el efecto de las raices y la rizosfera, nunca mas
alla de 1 mm. Por el contrario en los suelos pobres los cambios de la microbiota se
pueden comprobar a 10-25 cm de distancia de la raiz. En trabajos realizados con
judias, remolacha y cereales, se comprobd que el incremento de bacterias ocurria
a una distancia de 20-22 cm de las raices, contandose 18 millones a 35 cm y 30
millones a 22 cm, incrementandose las cifras a medida que las muestras se toma-
ban mas proximas a la raiz, hasta alcanzar la cifra de varios cientos de millones en
la superficie de la raiz (STARKEY, 1929; 1931; RoVIRA, 1953; KATZNELSON y ROUATT,
1957; Papavizas y DAVEY, 1959). Esta observacidn tiene plena vigencia para los
suelos de los invernaderos con cultivo de pimiento estudiados en esta memoria de
tesis. Estas observaciones y otras en el mismo sentido dieron lugar a proponer la
eliminacién del término rizosfera y sustituirlo por el de rizoplana, debido a que la ma-
yoria de los microorganismos se originan en la superficie de la raiz. Sin embargo,
fue de mayor aceptacion distinguir tres regiones distintas: la superficie de la raiz, la
rizosfera y el suelo que esta fuera del influjo de la raiz. Desde el punto de vista ope-
rativo o analitico, las muestras de rizosfera se toman arrancando la planta con sus
raices y tomar una porcién del suelo adherido a ellas, que es el que se utiliza para
analizar. Los resultados se expresan por el cociente R/S, donde R es el nimero de
microorganismos aislados en la rizosfera y S el de los aislados del suelo.

Numerosos estudios pusieron en evidencia que el efecto rizosfera depende de
la especie vegetal (basten como ejemplos los trabajos de VANCURA y HANZLIKOVA
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(1972) y de CuRL y TRUELOVE (198b), de la edad, la cantidad de proteinas y de
carbohidratos liberados por plantas herbaceas que se ven reducidos conforme au-
menta la edad de la planta (Juo y Stotxzky, 1970; LILJEROTH y BAATH, 1988; PAR-
KINSON, 1957; FRENzL, 1960), y del vigor de la planta. Concretamente, la calidad
de los componentes liberados por las raices de las plantas parece influir fuerte-
mente en la composicién y actividad en la rizosfera, como muestra la preferencia
de ciertas bacterias por los exudados de raiz de diferentes plantas. Asi, los mayo-
res efectos de la rizosfera sobre los microorganismos se aprecian, en general,
cuando la planta alcanza su tamafio normal y empieza a florecer.

El estimulo de los microorganismos se supone que esta motivado por sustan-
cias procedentes de la secrecion radicular y de la autobiosis de las células de la
raiz muertas o préximas a morir (PRIKRYL y VANCURA, 1980; SCHONWITZ y ZEIGLER,
1982; GARDNER, et al, 1983; RovirRA et al, 1988; MEHARG y KiLLHAM, 1991;
1995). Las raices excretan sustancias inorgdnicas, pero las que més actdan
sobre los microorganismos son las orgénicas (azlcares y aminodcidos). Para al-
gunos investigadores las escamaciones radiculares llegan a ser mas importantes
que las sustancias excretadas. Entre estas sustancias se han descrito numero-
sos aminoacidos (lisina, glicina, serina, asparagina, leucina, treonina, glutamina,
etc.) y azicares (glucosa y fructosa).

DOMMERGES y MANGENOT (1970) definen la rizosfera como la zona en la cual la
microbiota tellrica esta sometida a la influencia de las raices. Separan dos partes:

a) Rizosfera propiamente dicha que corresponde a la fina capa de suelo que
se “adhiere fuertemente” a las raices, pero que puede ser eliminada por
lavado y una agitacién moderada en el agua. Se subdivide, a veces, en ri-
zosfera proxima y en rizosfera lejana.

b) Rizoplana o superficie de las raices, cuya microbiota se extrae por agita-
cién vigorosa de las raices previamente lavadas y agitadas moderada-
mente para extraer la rizosfera.

El cambio con respecto a los anteriores autores es meramente de distancias
entre las raices y el suelo que las rodea. Es més, DOMMERGES y MANGENOT (1970),
después de estas limitaciones tan estrictas indican: “salvo indicacién contraria, el
término rizosfera serd empleado en su aceptacién amplia, a saber, el conjunto de
la rizosfera y la rizoplana’”.

Estos ejemplos parecen ser suficientes para justificar en este trabajo el tér-
mino rizosfera: tierra que queda adherida a las raices cuando se arranca una
planta. Término que serd equivalente a la expresién suelo rizosférico. Y basten
los autores anteriores, ademas, para subrayar las imprecisiones metodoldgicas
existentes para andlisis microbiolégico de un suelo sometido a la influencia de
las raices.
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El propdsito de este apartado era responder a la pregunta: éa quién repre-
senta una muestra de suelo tomada para andlisis de hongos? La respuesta es
compleja y nos la proporcionan los trabajos de RODRIGUEZ MOLINA (1996) y Ro-
DRIGUEZ-MOLINA et al. (2000).

El procesado de las muestras y su preparacién pueden tener una influencia
en el resultado analitico final. Asi se ha puesto de manifiesto para hongos del gé-
nero Fusarium.

$Cuanto tiempo puede conservarse una muestra antes de proceder a su ana-
lisis? RODRIGUEZ MoLINA (1996) analizando muestras conservadas durante 0, 6 y
9 meses en el ambiente de laboratorio, concluyé en que conforme era mayor el
tiempo de conservacion, la densidad de Fusarium en ellas disminuia linealmente.
Sin embargo, cuanto mayor era la concentracién de especies de Fusarium mas
acusada era esta disminucion. En pocas palabras, la variacion de la poblacién del
hongo era funcién de la muestra.

6Cudl era la repetibilidad de la muestra? Trabajando con 18 muestras de sue-
los, las diferencias de resultados entre dos andlisis consecutivos para la misma
muestra, las mismas condiciones analiticas, el mismo operador y un corto inter-
valo de tiempo (8-10 dias) entre andlisis y andlisis, los resultados diferian signi-
ficativamente de una fecha a otra. Sin embargo se mantenian las tendencias, es
decir, la mayor densidad seguia manteniendo esa primacia. La autora recomien-
da comparar las tendencias, pero no los valores numéricos absolutos.

6Cudl era la reproducibilidad de la muestra? El trabajo se hizo sobre 42
muestras. En este aspecto se aplicd la misma técnica analitica pero en condicio-
nes diferentes: diferentes analistas, diferentes laboratorios, diferentes aparatos y
momentos diferentes. Las diferencias para la misma muestra eran claramente
significativas, pero las tendencias, como en el caso anterior, se mantenian.

TELLO y Lacasa (1990) ya se interrogaron sobre la representatividad del
muestreo de suelos. En este sentido RODRIGUEZ MoLINA (1996), muestred una
calicata de 1 m de lado, de manera que cada cara tenia una superficie de 1 m*.
Sobre tres de las caras marcé 4 horizontes de 10 cm de profundidad cada uno
y sobre la cuarta marcé 8 horizontes de la misma profundidad, hasta llegar a 80
cm de profundidad. En la linea media de cada horizonte marcé 10 puntos equi-
distantes entre si 10 cm. Procedié posteriormente a procesar y analizar todas las
muestras para cuantificar las poblaciones de Fusarium.

Los resultados pusieron en evidencia la gran heterogeneidad de las poblacio-
nes de fusarium en el suelo muestreado, siendo claro que las densidades de po-
blacién de F. solaniy F. roseum variaban significativamente segun la cara, el ho-
rizonte y el punto de muestreo, existiendo interacciones entre los factores caray
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horizonte. Para F. oxysporum y para la poblacién total de Fusarium, también se
observaron diferencias significativas entre horizontes y entre puntos, pero no
entre caras, existiendo interaccién entre los factores cara y horizonte.

1.6. HONGOS DEL SUELO. HABITANTES E INVASORES
DEL MEDIO EDAFICO

No existe un acuerdo entre los autores para establecer los limites que mar-
quen las diferencias ecoldgicas entre los hongos que se aislan del suelo. Esto es
comprensible si se tienen en cuenta las técnicas analiticas comentadas en el
apartado anterior y las imprecisiones que les han sido atribuidas. Técnicas a las
que ponen limites los medios de cultivo (sustratos alimenticios) utilizados, esen-
cia de la competicion por la subsistencia. En este sentido, RODRIGUEZ MOLINA
(1996) escribia que:

La interaccién de microorganismos en el suelo es extremadamente compleja y
al dia de hoy no es posible enunciar los principios que rigen el equilibrio biolégico
del suelo. BAREA y AZCON-AGUILAR (1982) establecieron varias categorias de inter-
acciones entre microorganismos: comensalismo, protocooperacion, mutualismo,
neutralismo, competicién, amensalismo, predacién y parasitismo. Que no son dife-
rentes para los conocidos de otros grupos de seres vivos. Ha sido la competicion
la més ampliamente estudiada en las poblaciones microbianas del suelo y es la
fungistasis, entendida como la competicién por el alimento el fenémeno més con-
tundentemente estudiado y que nosotros aceptamos como la primigenia interac-
cién entre los hongos teldricos. Paradigmaticos han sido los trabajos de STEINER y
LockwooD (1969), Ko y Lockwoob (1970), STEINER y Lockwoop (1970), Hsu y
Lockwoob (1971), GRIFFIN y FOrD (1974), SNEH y LockwooD (1976), Hora et al.
(1977), Lockwoop (1977; 1988), que han transmitido una concepcién sobre la
fungistasis fundamentalmente, desde el punto de vista de este trabajo de tesis.

1.6.1. Grupos ecolégicos de los hongos del suelo

La primera clasificacién presentada por BURGES, que no fecha, y que atribu-
ye a Winogradsky dividia a los organismos del suelo en dos grupos: autéctonos,
que eran las verdaderas formas del suelo y son las mantenedoras de los proce-
sos bioquimicos de forma mas o menos continua y zimégenos, que eran aquellos
que entraban en actividad cuando disponian de un sustrato alimenticio apropia-
do. Surge el “concepto de flora autéctona” para agrupar cuando estéan en fase ve-
getativa y “flora zimégena” cuando estan en fase de reposo.

Ciertamente esto puede ocurrirle a cualquier microorganismo del suelo y
no es posible separar una fase de otra que agrupe a los microbios por sepa-
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rado. Sin embargo, esto motivé trabajos para diferenciar las hifas vegetativas
de los reservorios de esporas. Pretendian de esa manera dar respuesta a las
dudas que se plantearon sobre si los hongos vivian en los suelos producien-
do micelios vegetativos, cuestion que era basica para que se aceptase que los
hongos son verdaderos organismos del suelo, puesto que desarrollaban su
ciclo vital en él. Estos laboriosos trabajos permitieron encontrar hifas en el
suelo, en mayor o menor abundancia, hasta el punto de ser responsables de
la estabilidad de pequefios terrones de suelo, interviniendo en su formacion.
De igual manera que las esporas de la mayoria de las especies de Penicillium,
Rhizopus y Mortierella estaban en el suelo la mayor parte de las veces bajo
forma de esporas.

Es bastante interesante conocer, para los propésitos de esta tesis, lo que
BURGES escribe sobre hongos autdctonos del suelo a los que denomina como
verdaderos habitantes del suelo. Como se indicé anteriormente se considerarian
verdaderos habitantes del suelo a los descomponedores iniciales de la materia
organica afadida al suelo que se han denominado zimégenos y los autéctonos
como aquel grupo mas estable que no son afectados por dicha materia organica.
De una manera mas clara los autéctonos han intentado definirse en suelos no
cultivados, y dentro de estos en suelos arenosos muy pobres.

Las pruebas que presenta BURGES las toma de suelos arenosos donde en las
capas mas profundas existe una poblacién bien definida de Zygorrhynchus,
hongo cuyo micelio se ramifica vigorosamente por la arena porosa y no parece
hallarse unido a ningun sustrato organico en particular. Parece demostrado que
su fuente alimenticia es la sustancia organica de la solucién del suelo, que con-
tiene pequenas cantidades de azlcares simples y de aminoacidos. Andloga inter-
pretacion se da del género Mortierella.

Ante este planteamiento desde la ecologia microbiana del suelo, algunos in-
vestigadores mantenian que ninguno de los hongos son verdaderamente autéc-
tonos. Por conveniencia, se han considerado verdaderos organismos del suelo a
todos aquellos que viven, naturalmente en este medio sin asociarse a huésped
alguno, animal o vegetal. Hay una cierta arbitrariedad en esta definicién.

Es posible que desde una perspectiva ecoldgica estas diferencias tengan un
sentido importante, pero desde una perspectiva agricola y de las capacidades de
los microorganismos fungicos para alimentarse, esta perspectiva es demasiado
simple y no permite interpretar los resultados analiticos con los medios y técni-
cas usados en los laboratorios.

Una division provisional de los organismos, que dura ya medio siglo, es la pro-

puesta por GARRET (1956), que organiza a los diferentes microbios encontrados
en el suelo:
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a) Parasitos obligados.

b) Parasitos que son habitantes o invasores del suelo, e invasores de tejidos
en destruccion.

c) Verdaderos organismos del suelo:
* Zimdégenos
e Autdctonos

Es evidente que los parasitos obligados dependen completamente de sus
hospedadores para su alimentacién y pueden encontrarse en el suelo en forma
latente o semilatente durante mucho tiempo. Pueden tener una breve fase tran-
sitoria de crecimiento hasta alcanzar los tejidos de su hospedador.

De nuevo es GARRET (1956) quien define con mayor exactitud a los habitan-
tes del suelo separandolos de los invasores. De nuevo es el parasitismo, y en
consecuencia las fuentes nutritivas las que delimitan a unos y definen a otros.
Habitantes del suelo fueron definidos como parasitos primitivos en los cuales el
parasitismo es concomitante con su existencia saprofitica en el suelo. Los inva-
sores son “aquellos parésitos del mas alto grado de especializacién que mueren
ante la prolongada ausencia de sus hospedadores, debido a su sustituciéon por
saprofitos en la competicién por la materia organica muerta”. EI mismo autor co-
rrige sus definiciones, y asi habitantes del suelo son los organismos caracteriza-
dos por la capacidad de conservarse indefinidamente como saprofitos del suelo.
Mientras que los hongos habitantes de la raiz, equiparables a los invasores, se ca-
racterizarian por una extensa fase parasitaria en la vida de la planta hospedado-
ra 'y por una fase saprofitica después de la muerte del huésped.

RODRIGUEZ MoLINA (1996) revisa estos conceptos, intentando explicar como
en los suelos no cultivados (pinares) y en los cultivados (esparrago, cerezos, hor-
talizas, etc.) aparecen las mismas especies de los géneros Fusariumy Pythium.

a) WaksMAN (1944) propuso la diferenciacién de dos grupos ecoldgicos de

hongos en el suelo, a la que se unié RUSELL (1954):

 Habitantes del suelo (soil inhabitants, en inglés) de vida propia en el
medio edafico, con una distribucién geografica muy amplia.

* Invasores del suelo (soil invaders) residentes pasajeros, de limitada ac-
tividad y de distribucion local.

b) GARRET (1956) refiriéndose a los hongos que invaden e infectan raices:

* Parasitos habitantes del suelo (soil-inhabiting parasites): parasitos pri-
mitivos, poco especializados, que infectan plantulas y tejidos radicula-
res primitivos, para los que el parasitismo es accesorio a una vida sa-
profitica en el suelo.

* Parésitos habitantes de la raiz (root-inhabiting parasites), muy especia-
lizados, a menudo con hospedadores especificos, y para los cuales la
vida en el suelo es transitoria.
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Desde este punto de vista, parece que la especializacién patogénica es in-
compatible con una vida saprofitica en el suelo.

Sin embargo, algunos autores ponen en duda esta secuencia de evolucién
(CookE y WHIPPs, 1980; RAPER, 1968 in Lockwoob, 1988). De hecho, los traba-
jos de TELLO y Lacasa (1990) demuestran como Fusarium oxysporum 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 de uso horticola enriquecido.

Para poder entender estas dudas no aclaradas en los Ultimos 60 afos es
conveniente retomar algunos aspectos del saprofitismo de los hongos en el
suelo. Y serg, de nuevo, GARRET (1970) quien sirva de modelo.

1.6.2. Habilidad saprofitaria de los hongos teluricos

GARRET (1970) da una orientacién nueva a los estudios de los hongos del
suelo. Tomando como modelo a los patégenos que infectan las raices de las plan-
tas, aporta conocimientos muy importantes sobre la fase saprofita de estos pa-
résitos. Fase saprofita que se centra, esencialmente, en la competicién por el ali-
mento. Toda su inspiracion, podria quedar resumida en el axioma ecoldgico que
dice: “que la mas viva competicién ocurre entre organismos que ocupan los mis-
mos, 0 muy proximos, nichos ecoldgicos”. Ello permite restringir la revision de este
estudio a la competicién entre hongos y dentro de ella, a la competicién saprofi-
tica en el suelo entre hongos. El segundo principio sobre el que pivotan todos los
trabajos examinados por GARRET (1951; 1956; 1970), y los de sus propias inves-
tigaciones es, sobre la competicion por el alimento. Dado que el trabajo de tesis
realizado se ha circunscrito a los hongos no patégenos aislados de los suelos de
los pimentonales, parece muy apropiado extraer algunas ideas de las defendidas
por GARRET.

Para responder a la pregunta: 6Cémo sobreviven en el suelo los hongos pa-
tégenos que infectan las raices?, se contemplan tres posibilidades:

Por la colonizacién saprofitica competitiva de sustratos orgénicos muer-
tos, cominmente tejidos de plantas muertas.

Por la supervivencia saprofitica sobre tejidos de la planta hospedante in-
vadida por el patégeno durante su fase parasitaria sobre ella.

Por permanencia mediante forma quiescentes (esporas o esclerocios)

producidas en tejidos de la planta previamente colonizada en su fase pa-
rasitaria.
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$Cémo se ha planteado el estudio de la fase de saprofitismo activo de los hon-
gos en el suelo? De otra manera dicho, ése ha planteado el saprofitismo activo en el
suelo desligado de las fuentes nutritivas? La respuesta es no. Asi, las evidencias ex-
perimentales permitieron poner en evidencia que Rhizoctonia solani puede sobrevivir
en los suelos agricolas como saprofito competitivo de vida libre por su buen equipa-
miento para descomponer celulosa. Las investigaciones sobre el saprofitismo se han
planteado siempre utilizando trampas que se enterraban en el suelo a estudiar. Asi,
semillas hervidas de cafamo para especies de Pythium, pelo humano para estudiar
los hongos descomponedores de queratina, cascaras o cubiertas de gambas o lan-
gostas para los descomponedores de quitina, pajas de trigo para obtener las prime-
ras evidencias de que F. culmorum es un pionero en la colonizacién de estos sustra-
tos. Estos experimentos permitieron entrever la posibilidad de una fase saprofitica
independiente en el suelo para diversos hongos que infectan las raices. Estos estu-
dios pusieron de manifiesto diferentes grados de habilidad saprofitica entre especies
y dentro de una sola especie. Mientras que aspectos del saprofitismo como la per-
manencia en el suelo mediante propagulos de reposo o la supervivencia saprofitica
en tejidos de hospedadores infectados presentan problemas menos dificiles para la
interpretacion, la competicién saprofitica ha motivado amplias y fuertes criticas.

GARRET (1970) establecié que para cualquier hongo la porcién de sustrato
potencial que puede obtener estaré limitado por:

Directamente por su habilidad competitiva saprofitica, que es una carac-
teristica propia de la especie —o incluso— de la cepa flingica.

Directamente por su potencial de inéculo en la superficie del sustrato.
Inversamente por el potencial de in6culo de sus competidores.
Estos conceptos merecen un breve desarrollo para poner en evidencia la extraor-
dinaria dificultad que entrafia determinar el saprofitismo de los hongos en el suelo.
1.6.3. Habilidad saprofitica de competicidon para la colonizacion

de sustratos organicos muertos

Es procedente aclarar qué se entiende por sustrato. Hay dos aspectos a con-
siderar:

Sustrato en sentido amplio: material, usualmente tejido de planta, que un
hongo ha colonizado y sobre el cual subsiste.

Sustrato en sentido mds restringido: se considera asi un constituyente
particular del tejido de planta, o de la materia organica fresca en general,
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que esté siendo descompuesto por un hongo concreto (gj.: azdcar, pecti-
nas, hemicelulosa, celulosa o lignina). En este sentido el sustrato evoca
aquel que utiliza una enzima.

Estas precisiones pueden entenderse tomando como ejemplo los denomina-
dos “hongos del azicar” (Pythium, p.e.) que utilizan para la colonizacién saprofiti-
ca solamente azlcares y otros constituyentes carbonados del tejido vegetal més
simples que la celulosa; sin embargo, son incapaces de descomponer la celulo-
sa o la lignina. Son hongos de crecimiento rapido y son pioneros. Al contrario, un
hongo descomponedor de celulosa que tenga un alto grado de habilidad compe-
titiva saprofitica para la celulosa, se le supone cierto éxito si consiguen aprove-
char pequefas porciones de azlcares presentes en el tejido vegetal en descom-
posicién enterrado en el suelo. Sin embargo, y dado que su crecimiento es mas
lento, crecerda descomponiendo la celulosa, lo cual a su vez permitira un creci-
miento menor de los “hongos del azucar”.

Esta descripcion de los sustratos permite entender mejor la primera defini-
cion de habilidad saprofitica de competicién: suma de caracteristicas fisioldgicas
que conducen al éxito en la colonizaciéon competitiva de sustratos orgénicos
muertos. Esta definicién fue modificada por GARRET (1970) (i14 afios después))
cuando escribid: “estamos empezando a darnos cuenta que las clases de habili-
dad saprofitica de competicién son casi tan diversas como los tipos de sustrato
susceptibles de colonizacién saprofitical Por lo tanto, la habilidad saprofitica de
competicién especifica del sustrato. Si esto es asi, los saprofitos obligados tienen
una habilidad para colonizar uno o més sustratos, lo cual equivale a capacitarlos
para vivir en uno o mas nichos ecolégicos.

El sustrato —y en consecuencia el alimento— es quien determina esa habili-
dad saprofitica competitiva. Los atributos de estos hongos pueden, a partir de
esta aseveracion, ser ordenados de la siguiente manera:

Germinacion rapida de los propagulos fungicos y rapido crecimiento de
las hifas j6venes cuando son estimuladas por nutrientes solubles que se
difunden desde el sustrato a colonizar.

Equipo apropiado de enzimas para la descomposicion de los constituyen-
tes carbonados mas resistentes de los tejidos de la planta, tales como ce-

lulosa o lignina.

Secrecién de productos bacteriostaticos y/o fungistaticos, incluyendo an-
tibidticos.

Tolerancia a sustancias fungistaticas producidas por otros microorganis-
mos del suelo.
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Estas caracteristicas fueron resumidas en la siguiente Tabla 6:

Caracterizacion de los hongos por su capacidad saprofitaria para competir por los sustratos
Enzimas para la | Produccion de Tolerancia a

ng:gliﬁiceIg{]o degradacion de antibiﬁticps y antibiﬁticps
ripidos celqloga y/o sustancias y sustancias
lignina fungistaticas fungistaticas
Hongos saprofiticos primarios
del aziicar. Colonizadores pioneros + - - -
de sustrato fresco de plantas
Hongos saprofiticos secundarios
del azdcar. Asociados con _ 3 4 +
descomponedores de celulosa
y lignina
Hongos de la superficie de la _ N +
raiz y de la rizosfera
Descomponedores de celulosa + N +

y lignina
Fuente: GareeT, (1970).

Algunos ejemplos pueden ayudar a clarificar el significado de la Tabla:

Varias especies de Pythium (hongo del azicar) fueron capaces de crecer
sobre una pelicula de celulosa cuando dicha pelicula la colonizaban hon-
gos descomponedores de la celulosa. Se establecia asi una especie de
comensalimo para la explotacién del sustrato.

El crecimiento sobre papel de filtro de un hongo no celuldésico como
Humicola lanuginosa asociado a un potente descomponedor de la ce-
lulosa como Chaetomium thermophile: Mientras el segundo descompo-
nia el papel, el primero aprovechaba para crecer sobre los productos de
la descomposicién (azlcares reducidos). En ausencia del Chaetomium,
Humicola no crecia.

De igual manera que se definié un potencial de inéculo para los patégenos
de plantas, fue necesario establecer un potencial de inéculo para la colonizacién
competitiva saprofitica.

GARRET (1970) definié ese potencial de inéculo del patégeno de la si-
guiente manera para concretar la “fuerza invasiva del pardsito” Energia de
crecimiento de un paréasito disponible para la infeccién de un hospedador en
la superficie del érgano a infectar. Es bueno, para hacer concreta la definicién,
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saber evaluar la energia de crecimiento por drea unitaria de superficie del
hospedador.

Para la colonizacién competitiva saprofitica el potencial de inéculo es la ener-
gia de crecimiento de un hongo disponible para la invasién de un sustrato. Es 16-
gico que dicha colonizacién dependa del nivel de poblacién del hongo en el suelo,
del vigor de los propagulos que estard mediatizado por la edad y el nivel de re-
servas nutritivas y del ambiente.

Un sustrato es inerte en el sentido de no ofrecer una resistencia activa a la
colonizacién, como puede ofrecerla la raiz de una planta viva. En este sentido, la
poblacion de propdgulos, como componente del potencial de inéculo podria
tener, relativamente, un peso mayor en la colonizacién competitiva que la infec-
cién del hospedante.

Sin embargo, estas proposiciones tedricas, podrian tener desviaciones impor-
tantes. Asi, una “ventaja de posicion” puede compensar una debilidad o falta de
vigor de los propagulos. Es decir, una alta poblacién de propagulos de una espe-
cie fungica situada en la superficie del sustrato y con una baja capacidad de
competicién saprofitica, da una ventaja de posicién que enjuga su baja capacidad
para la competicion saprofitica.

Teniendo en cuenta estas especulaciones, se puede perfilar como es el me-
canismo de competicién saprofitica entre hongos de la siguiente forma:

La porcién de un sustrato obtenida por cualquier especie flngica estara de-
terminada en parte por su habilidad de competicién saprofitica intrinseca y en
parte por el equilibrio entre su potencial de in6culo y el de las especies compe-
tidoras.

Los trabajos experimentales realizados con Fusarium roseum f. sp. cerealis (F.
culmorum), Cochliobulus sativus (forma conidial Helminthosporium sativum), Curvu-
laria ramosa y Ophiobulus graminis (Gaunemanomyces graminis) por GARRET du-
rante afios, conforman un modelo de estudio sobre el saprofitismo bastante depu-
rado y son merecedores de una somera exposicion que permitird hacerse una idea
de que las aproximaciones tedricas anteriores son fruto de dicha investigacion.

Desde hacia bastante tiempo se conocia que F. culmorum era un vigoroso
competidor saprofitico, mientras que O. graminis era un débil competidor. Ambos
eran capaces de colonizar la paja de trigo que se usé como sustrato para cono-
cer la colonizacién saprofitaria. Por otro lado, Curvularia ramosa no parecia pro-
ducir, durante la colonizacién, sustancias antifdngicas; sin embargo, C. sativus
produjo sustancias antifingicas. Y, aunque parezca paraddjico, C. sativus era mas
sensible a las sustancias antibidticas ensayadas.
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Al enterrar las pajas de trigo en diferentes proporciones de un suelo se en-
contré como:

F. culmorun y Curvularia ramosa son saprofitos vigorosos, mientras que
O. graminis y C. sativus son poco vigorosos, débiles. Hasta el punto de
que mientras que F. roseum colonizaba las canas de trigo en todo su
volumen expuesto, O. graminis lo hacia superficialmente. Es decir, O.
graminis se quedaba atras. Esta diferencia de crecimiento era marcada-
mente mayor en las cafas del trigo enterradas en el suelo que en una
placa de agar.

La débil capacidad saprofitaria de O. graminisy de C. sativa se debe a los
fungistaticos emitidos por los microorganismos del suelo y a su baja ca-
pacidad para penetrar en el tejido de las pajas de trigo.

En otro trabajo realizado en Australia con C. sativus'y F. culmorum (ade-
més de Gibberella zeae y Colchliobulus spicifer) se ensayaron las tempe-
raturas de 10, 20 y 30°C sobre la colonizacién saprofitaria competitiva.
Los 4 hongos ensayados colonizaron el maximo de las pajas de trigo a la
temperatura mas baja: 10°C.

La explicacién (teniendo en cuenta que su temperatura éptima en el labo-
ratorio sobre agar nutritivo esta en torno a 25°C) no era que la temperatura ac-
tuaba sobre la capacidad de colonizacién saprofitica de los hongos. Los auto-
res del trabajo sugirieron que dicha temperatura disminuia el potencial de
inéculo de los saprofitos competidores mas de lo que lo disminufa en los 4
hongos del ensayo. Y ponian un ejemplo ilustrativo: el efecto de la temperatu-
ra sobre la muerte de plantulas en preemergencia, que puede ser mucho mayor
por retardar la emergencia concediendo asi ventaja a los patégenos. Es decir,
la temperatura afecta més a las plantas (retraso) que el retraso sobre la activi-
dad fungica.

Existe una dificultad, no pequefa, cuando se define el potencial de in6cu-
lo: evaluar la energia de crecimiento de un hongo para la colonizacién del
sustrato. Esa energia fue evaluada con Fusarium roseum f.sp. cerealis (F. cul-
morum) que fue criado y crecido en un mismo medio de cultivo donde varia-
ba el nivel de nutrientes. En un caso se utiliz6 el medio con su composicién
habitual de glucosa 20 gy con otra veinte veces menor (1 g1") de gluco-
sa. Los resultados fueron muy significativos: las conidias producidas en el
medio més rico eran mas infectivas en esquejes de clavel, como expresaba
el indice de enfermedad. Sin embargo la germinacién fue mayor en el medio
més pobre (87%) que en el més rico (78%). Es, por tanto, imposible separar
el efecto de los nutrientes exégenos que alimentan al inéculo del potencial
de inéculo.
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En este mismo sentido el trabajo de CouTEAUDIER (1989) define el determi-
nismo de la competicion entre poblaciones de Fusarium en suelos supresivos y
conductivos a la fusariosis vascular.

1.6.4. Ejemplos histéricos sobre la influencia de algunas
actividades agricolas en la microbiota fungica

Partiendo desde esta perspectiva del comportamiento saprofitario de los hon-
gos, en suelos cultivados pareceria l6gico pensar que intervenciones en el suelo
proporcionasen informacién sobre ese papel de los hongos habitantes del suelo
que se han descrito en el medio natural. Bien es cierto que ninguna labor agrico-
la tiene una interpretacion lineal.

Segulin SueBA Rao (1999), las fluctuaciones estacionales no son frecuentes
en el nimero de hongos presentes en el suelo en zonas no cultivadas. Las préc-
ticas culturales, incluyendo la rotacién de cultivos y las aplicaciones de fertilizan-
tes y desinfectantes, influyen en la naturaleza y composicién de las especies fun-
gicas. También indica que la cantidad de materia organica presente en el suelo
tiene una relaciéon directa con el nimero de hongos que se encuentran en el
suelo ya que la mayoria de ellos tienen una nutricién heterétrofa.

Los hongos del suelo, como cualquier otro microorganismo, son criticos al
ambiente del mismo (DALAL, 1998). Pueden actuar como via de entrada o salida
para muchos elementos y como agentes de transformacién de nutrientes y de
degradacién de plaguicidas.

Segun DALAL (1998), la desinfeccién del suelo altera la composicién micro-
biana del suelo potenciando colonizadores beneficiosos o reduciendo perjudicia-
les de la rizosfera del cultivo.

Si las labores agricolas modifican la microbiota flngica, como parece proba-
do, serfa interesante comprobar esa modificacién en el cultivo de pimiento cuan-
do se abona el suelo, se dan tratamientos de desinfeccién, se riega el suelo o
cuando se hace un monocultivo. A continuacion, se exponen algunos casos:

Variacion de la microbiota fungica en suelos que han sido tratados
con el mismo tipo de abono y dosis a los largo de mas de 50 anos

El trabajo de GILLEMAUT y MONTEGUT (1956) realizado en la Estacion Agrico-
la de Grignon (Francia), muestra que al abonar el suelo, los hongos se modifica-
ban en dos sentidos: por un lado entraban a formar parte del suelo nuevos orga-
nismos y por otro, la adicién de nutrientes (abono) favorecia el desarrollo de
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nuevas especies y de las ya existentes. Algunas de estas especies estaban liga-
das a las particulas de abono, cuando estas se desintegraban desaparecian
aquellas. Otras nuevas parecian capaces de instalarse por si mismas.

La comparacién de los hongos de parcelas fertilizadas con estiércol durante
mucho tiempo con las abonadas y no enmendadas hizo comprobar que en éstas
Ultimas aparecian mas de 10 especies vinculadas al abonado, entre otras: Asper-
gillus nidulans, A. restrictus, Penicillium vermiculatum, Scopulariopsis brevicaulis,
Microascus, Melanospora. El estercolado favorecia a los ficomicetos, ascomice-
tos y entre los deuteromicetos, a Trichoderma.

Los autores comprobaron, igualmente, que el abonado con fertilizantes mine-
rales daba resultados comparables a los obtenidos con el estiércol, y se favore-
cen especialmente los Penicillia, especialmente: P. liliaceumy P. canescens. Asi
se muestra en la Tabla 7.

Efecto de los fertilizantes del suelo sobre la densidad de dos especies de Penicillium.
Se expresa en % sobre el nimero total de colonias aisladas)

Abonado con Abonado con Sin fertilizantes desde
estiércol NPK 1902 1875
Penicillium liliaceum 15 35 2 23
Penicillium canescens 31 43 15 11

Fuente: Buraues (1960).

De antemano no parecen muy importantes las diferencias tanto si se abona
como si no se afiade nada. Hay que especificar que los suelos estudiados de la
estacién de Grignon (Francia) se cultivaban ininterrumpidamente con un afo de
trigo y el siguiente de remolacha, donde existian parasitos flngicos de ambos
cultivos.

Efecto de las labores culturales sobre la microbiota fingica

Se ha comprobado que después de la roturacién y volteo del suelo las pobla-
ciones de bacterias, actinomicetos y hongos aumentan para después menguar
progresivamente. Parece |6gico imaginar que algunas especies entran a formar
parte del suelo como consecuencia del enterrado de los restos vegetales. Asi pa-
rece suceder en los rastrojos de trigo con Cladosporium, que progresivamente
desaparecia después de introducir los restos de cosecha. El hongo parece que
no podia sobrevivir en el suelo. Sin embargo, Fusarium oxysporum'y Penicillium
no parecian guardar relacién alguna con la labor del arado.
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Efecto de los tratamientos desinfectantes del suelo

Un hecho observado desde antiguo en lo que concierne a la productividad del
suelo es referido por BURGES de esta manera: “El crecimiento prolongado de
una cosecha sobre un suelo nos lleva a lo que se ha denominado a la ligera “mal
del suelo”, como ocurre con el “mal del lino” o el “mal de los agrios”. A veces
puede observarse que la enfermedad se debe a un acimulo de unidades infec-
ciosas de un microbio patégeno a un nivel en el que el desarrollo satisfactorio de
la cosecha resulta ya antieconémico. Otras veces no satisface una explicacion
tan sencilla del fenémeno. A menudo la esterilizacién del suelo mejora notable-
mente la situacion. Es dificil, después de casi 50 afios, enmendar al autor, pues-
to que refiere de manera sencilla y resumida los problemas que el agrénomo se
encuentra en el campo. Problemas que le llevan, casi irremisiblemente, a desin-
fectar el suelo. Desinfecciéon que enmascara no pocas veces ese fenémeno que
BURGES recoge en la frase: “otras veces no satisface una explicacién tan sen-
cilla". Esa insatisfacciéon encierra, posiblemente, el fenémeno de “tierras cansa-
das” o “fatiga del suelo”. Tema esencial de este trabajo de tesis doctoral.

Cuando se “esteriliza” el suelo, se debe ser consciente de que tal “esteriliza-
cién” no se alcanza nunca en el campo. El proceso es una desinfeccién en el que
se produce un descenso del nimero de microorganismos, pero no su completa
eliminacién. Ya, en 1960, BURGES referia que no se conocia la naturaleza de los
cambios provocados por la desinfeccién del suelo, fuera esta parcial o total. Aun
cuando se tratase de un organismo patégeno, resulta dificil poner en claro la re-
lacién entre la destruccion preferente del microorganismo patégeno y la modifi-
cacién del resto de la microbiota no patégena: épor qué el microorganismo fito-
patégeno ha de situarse en desventaja con respecto al resto de la microbiota?.
¢Realmente se sitia en desventaja? ${Qué se modifica en el suelo después de
una desinfeccién? Este trabajo de tesis trata de aproximarse a esos cambios su-
puestos en los suelos cultivados bajo invernaderos con pimiento.

Estos cambios de la desinfeccién del suelo abarcan otro aspecto poco estu-
diado, y es aquél que hace al suelo mucho mas productivo durante algin tiempo.
Es, también, sobre este aspecto sobre el que este trabajo trata de buscar una ex-
plicacion en el modelo estudiado. En otro tiempo, este aumento de la fertilidad se
atribuy6 a la destruccién de los protozoos que consumian gran cantidad de bacte-
rias del suelo. Se pensaba que las grandes poblaciones bacterianas eran las respon-
sables de la mejora observada, en la productividad del cultivo. Més tarde se especu-
16 con que tal efecto era debido a la liberacién de nitrégeno a partir del nitrégeno
organico presente en el protoplasma microbiano, aunque existen también cambios
de las propiedades fisicas del suelo.

BurGEs (1960) refiere asi los cambios en las poblaciones microbianas del
suelo después de la desinfeccién: “Inmediatamente después de la esterilizacion
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sobreviene un demoramiento de la poblacién del suelo, aunque ello va general-
mente seguido de un gran aumento de aquella, varias veces mayor al inicial.
Luego se produce un descenso gradual para volver a alcanzar el nimero que
tenia en principio. Los organismos que aparecen después de la esterilizacion per-
tenecen a un reducido nimero de especies y la nueva formacion de las colonias
es lenta; normalmente son varios meses”.

Estas reflexiones, se reflejan con los ejemplos que BURGES toma para hacer

la anterior generalizacion:
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Ejemplo 1: Tomado de Warcup (1951).

El experimento consistié en desinfectar mantillo utilizado en los viveros o
plantios forestales. Se aplicaron dos tratamientos:

« vapor de agua (100°C) con tubos enterrados a 25 cm de profundidad.
o formalina al 4% a razén de 2,4 'm™

Los andlisis previos, antes de tratar, demostraron que en el mantillo habia
mas de 140 especies de hongos, de las cuales unas 55 aparecian con
frecuencia.

» Vapor de agua: Inmediatamente después de la desinfeccién no aislé nin-
gun hongo hasta los 25 cm de profundidad, y a 36 cm el nimero de 55
especies se redujo a 36. A las 10 semanas del tratamiento los habitantes
eran, fundamentalmente, Mortierella. Dieciocho meses después del trata-
miento el nimero de especies y colonias era mucho menor que en los
suelos no tratados. Entre los hongos aislados se encontraba Sycephalas-
tfrum que no se aisl6 en el suelo sin tratar y que parasitaba a las especies
de Mortierella. Algunos hongos como Absidia, Mucor, Acrostalagnus,
Chaetomiuny Volutella comunes en los suelos no tratados eran raros en
el suelo. Se pensé que estas especies habian sido transportadas por el
viento pero las placas trampa no permitieron hacer firme esta suposicién.

* Formalina: Dieciocho meses después de la aplicaciéon sélo aparecian
la mitad de las especies fungicas aisladas antes de desinfectar. El prin-
cipal agente fdngico que entraba a formar parte de la microbiota del
suelo desinfectado con formalina era Trichoderma viridae, que parecia
proceder de las capas del suelo por debajo de 12 cm que era la pro-
fundidad alcanzada por la formalina.

La microbiota bacteriana tenia una dinamica diferente en ambos trata-
mientos, aunque con algunas diferencias entre uno y otro desinfectante.
Cuando se utilizaba vapor de agua se reducia de manera inmediata, pero
pocos dias después se apreciaba un rapido aumento (del orden de 10 a
20 veces mas que en el nivel original). Este incremento podia permane-
cer varias semanas y descender al doble del original para, después de va-
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rios meses, volver al nivel poblacional original. En el caso del desinfectan-
te quimico se observé algo parecido pero ampliandose los plazos tempo-
rales. Estos retrasos se suponian como respuesta a los residuos del qui-
mico que permanecian en el suelo.

Algo que llamé la atencion en estos experimentos es que el extraordina-
rio incremento de la poblacién bacteriana se hiciera a costa de los micro-
bios zimégenos, especialmente por haberse encontrado, después de la
desinfeccidn, un considerable aumento del amoniaco, lo que supondria la
desaminacién rapida de las proteinas. Este aumento del amoniaco pare-
ce auspiciado por una notable reduccién de los organismos nitrificantes
que parecen tener una alta susceptibilidad a los tratamientos de desinfec-
cion al suelo. Otras hipétesis fueron contempladas.

Ejemplo 2: Tomado de MARTIN (1950).

En este ejemplo se trataba de evaluar la accién de diferentes tratamientos
a un suelo en el que se habian cultivado citricos durante un largo periodo
y donde el crecimiento de los arboles se vio comprometido, posiblemente,
por microorganismos del suelo. Se trataba de un problema de fatiga?. Po-
siblemente si, al no citar patégenos y enfermedades. En la actualidad los
problemas de replantacién de citricos han sido objeto de estudio para bus-
car alternativas al BM recomendado para tales replantaciones).

En la Tabla 8 se resumen los resultados tal y como los presenté BURGES
(1960).

Efecto de diversos fitosanitarios sobre el nimero de microorganismos en un suelo que estuvo
plantado con citricos

Testigo | Disulfuro Dibromuro Ditame Hez?cci:]o_m-
no de D-D de Cloropicrina 0 hexano
tratado | carbono etileno Nabam (HCH)

Intervalos después de los tratamientos (dias)
b 180 b5 180 5 [ 3 |90 |180| b5 |180 5 |90 |180| b | 180 b |180
Niimero aproximado de bacterias (10° UFC-g" suelo seco)
00 927 93 4|7 | 54119 9,4 18| 74 ]36|11] 8
Nimero aproximado de hongos (10° UFC-g" suelo seco)
68 | 80 1 | 12| 0 | 18920 65,2 | (0 | 0| 10|24 6 33
Nimero total de especies de hongos identificados
2% 4 60 2 2 420 200 2,013 58]19

4510% levaduras (UFC-g" suelo seco)
D-D = mexcla de dicloropropano + dicloropropileno (en la actualidad se comercializa como D-D el 1-3 dicloropropileno), Ditane = fungicida a base
de etileno-bis- ditiocarbamatodisédico
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El ejemplo seleccionado es muy apropiado —téngase en cuenta que fue pu-
blicado en 1950— puesto que varias de estas sustancias han sido ensayadas
para el control de patégenos del suelo en la bldsqueda de sustitutos del bromu-
ro de metilo: icasi cincuenta afios después!. Pero es rarisimo encontrar valoracio-
nes de la microbiota fungica y bacteriana de los suelos tratados en las actuales
publicaciones deudoras del programa mundial de eliminacion del BM auspiciado
por el Protocolo de Montreal.

Por lo tanto, en el ensayo se comparan 4 fumigantes de suelo (disulfuro de
carbono), DD, (dibromuro de etileno y cloropicrina) con un fungicida derivado del
acido carbamico (Ditane o Naban) y un insecticida clorado (lindano o HCH).
Entre los fumigantes del suelo, dos han sido reconocidos como nematicidas e in-
secticidas del suelo (dibromuro de metilo o dibromoetano y DD), uno como des-
infectante de graneros (disulfuro de carbono) y la cloropicrina como desinfectan-
te general de suelos.

El papel, inmediato a su aplicacién, como bactericidas en el suelo del naran-
jal no deja muchas dudas interpretativas cualitativas (valgan los nimeros como
orientacién, no se pretende mas):

Tienen efecto destructor sobre las bacterias a los b dias después de tratar:
D-D, cloropicrina y naban. Dicho efecto no permanece en el tiempo.

Tienen efecto destructor sobre la densidad de hongos a los 5 dias después
de la aplicacién: disulfuro de carbono, D-D, cloropicrina y naban. Sorprende el
efecto mas leve del HCH y del dibromoetano, puesto que no han sido recomen-
dados para el control de hongos.

Sélo en la cloropicrina se nota un efecto persistente a los 6 meses sobre la
densidad de los hongos, que no tienen un marcado efecto bactericida.

Si se exceptia el dibromoetano, todos los demas tratamientos, incluido el in-
secticida HCH, tienen un efecto apreciable sobre la disminucién de especies fin-
gicas identificadas.

En este experimento, un mes después de la desinfeccién, se plantaron toma-
tes y naranjos. En el caso de la cloropicrina se noté un incremento en el vigor de
los naranjos durante los dos primeros meses.

Parecian necesarias estas reflexiones para ajustar los resultados que se pre-
sentan en este trabajo. Lo burdo de esta investigacion, no por ello innecesaria,
contrasta con los resultados comentados de RoDRIGUEZ MoLINA (1996), RODRI-
GUEZ MOUINA et al (2000) y GARRET (1970). Trabajos extraordinarios pero que
ponen en evidencia la dificultad interpretativa de otras muchas investigaciones,
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basadas en cuantificaciones poblacionales y en ecologia microbiana “de labora-
torio”. Lo cual es un logro, pero que no nos han dotado de armas para interpre-
tar los resultados aqui presentados de una manera mas matizada y til.

1.7. OBJETIVOS

Varios han sido los objetivos a los que se ha pretendido dar respuesta con el
planteamiento de este estudio.

En primer lugar, y tal y como se ha estructurado la exposicién de los resulta-
dos, ha sido intentar conocer qué ocurre a nivel microbioldgico (en este caso, a
nivel fungico, teniendo siempre en cuenta las limitaciones de los andlisis de
suelo) cuando se desinfecta el suelo de un invernadero de pimiento en el que se
viene realizando sistematicamente un monocultivo, cudles son los cambios que
tienen lugar, ése reduce o se multiplica determinada microbiota fingica?, éocu-
rre siempre lo mismo independientemente del empleo de un determinado desin-
fectante?

En segundo lugar, se pretendié indagar acerca de los cambios, si los hubie-
re, que a nivel microbiolégico (desde el punto de vista flingico) pudieran tener
lugar en el suelo conforme avanzaba el desarrollo de la planta, cuél era la carga
soportada en el suelo al finalizar el cultivo, y si la humedad ejercia alguna influen-
cia 0 no sobre las poblaciones fungicas. Para ello se estudié la posible variacion
de las mismas en determinadas zonas de las parcelas objeto de estudio.

También se intenté medir el efecto de los desinfectantes empleados sobre la
altura de las plantas y las producciones obtenidas, asi como establecer alguna
relacion, si la hubiere, con las densidades fungicas medidas.

Por dltimo, se planted la necesidad de conocer el papel que aquellas espe-

cies aisladas mayoritariamente tenian sobre las plantas al inocularlas en condi-
ciones controladas en cdmaras de cultivo.
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2. MATERIALES Y METODOS GENERALES

Debido a la diversidad de experimentos, se ha creido conveniente organizar
los materiales y métodos fraccionados. Por un lado, los que son compartidos por
todos los ensayos se han incluido en Materiales y métodos generales, dejando
para cada apartado los que son especificos de los ensayos contenidos en él.

2.1. TECNICAS DE ESTUDIO DE LA MICROBIOTA FUNGICA DEL SUELO
2.1.1. El muestreo

Han sido numerosas las variantes presentadas en los diferentes invernade-
ros en los que se ha basado el trabajo. Por ello, y tal y como se detalla para cada
caso en el apartado 3, unas veces se conté con muestreos antes del tratamien-
to de desinfeccién y otras, el trabajo se limité a conocer las variaciones sufridas
en la microbiota flngica de los suelos a lo largo de la campana de cultivo.

En todos los invernaderos y zonas de muestreo, se tomé una muestra com-
puesta de cinco submuestras que se cogieron siguiendo un disefio al tresbolillo
sobre dos de las lineas de cada parcela elemental, alternando los puntos de re-
cogida de una linea a la otra (Figura 5); de esta forma queda mejor representa-
da la parcela.

Fila 33 POSTES
Fila 34 3¢ 3¢ 3¢
Fila 35 T9R1
Fila 36 a3 %

-
Fila 37 POSTES

Esquema de la forma de muestrear el suelo de la rizoplana en las lineas de cultivo dentro de
una repeticion de un determinado tratamiento,
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La forma elegida, se ajusta al planteamiento de los diferentes tratamientos de
desinfeccién efectuados en cada uno de los invernaderos donde se llevaban a
cabo emparejadamente estudios sobre las alternativas al bromuro de metilo.
Dicha forma, difiere asi de otras metodologias de muestreo tales como el cinco
de oros empleado por RODRIGUEZ MoLINA (1996) donde tomaba una muestra en
cada vértice de la parcela objeto de estudio y una quinta muestra en el centro del
rectangulo formado.

En cada uno de los puntos de
muestreo, se retir la capa superfi-
cial de tierra, de unos 2 cm para pro-
ceder a la toma de la submuestra de
los 10-12 cm superficiales con una
azada. El peso de cada submuestra
(Figura 6) era de aproximadamente,
unos 300 g. La metodologia de
muestreo fue similar a la descrita por
RODRIGUEZ MoLINA (1996), RODRI-

Figura 6. Submuestra de suelo de la rizoplana de una  GuEz MoLiNa et al (2001) y DE CAL
planta, que componia la muestra de la parcela. et al. (2004, 2005).

» =ia o =

Las cinco submuestras se introdujeron en una misma bolsa de pléstico para
componer asf la muestra de cada parcela (RODRIGUEZ MOLINA, 1996; RODRIGUEZ
MoLINA et al, 2001; GRANADOS y WANG, 2005).

Una variante de la metodologia empleada, fue la de GonzALEZ (1985) que si-
guié el método que propusieron Hau et al (1982) para Sclerotium rolfsii, en el
que tomaban entre 3 y 15 muestras, en funcién del tamafio de la parcela estu-
diada, siguiendo un recorrido en zigzag.

Para RODRIGUEZ MoLINA (1996), el establecimiento de una estrategia de
muestreo adecuada solamente es posible si se conocen los limites de la variabi-
lidad en el suelo de la poblacién del organismo a estudiar, es decir, si se conoce
la heterogeneidad y su distribucion. En la practica, se hace necesario elegir una
estrategia de muestreo adecuada, pero en ocasiones, ésta se realiza de forma ar-
bitraria ajustandose a la disponibilidad del ensayo.

En el caso de evaluar el efecto de los diferentes desinfectantes sobre la mi-
crobiota fungica antes y después de los tratamientos de desinfeccién, se toma-
ron muestras de suelo al final de la campafa de cultivo, justo antes de arrancar
la plantacién (generalmente, a finales de julio). Esto venia a ser aproximadamen-
te dos semanas antes de realizar los tratamientos de desinfeccién mediante bio-
fumigacién y/o solarizacién y sus combinaciones, y un par de meses para el caso
de los tratamientos con desinfectantes quimicos. De esta forma, se partia de la
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misma referencia en el muestreo: todas las muestras habian soportado la densi-
dad de hongos presente al final del cultivo, sin dejar tiempo al suelo a recuperar
algunas de sus propiedades en ausencia de cultivo.

Una vez realizada la desinfeccién, el muestreo correspondiente se llevé a cabo
aproximadamente, entre quince dias y un par de meses después de levantar los plés-
ticos (empleados en la mayoria de los casos) y haber hecho las labores de prepara-
cion del terreno, y a su vez, entre quince dias y un mes antes de la plantacion, habi-
tualmente efectuada entre la dltima semana de diciembre y la primera de enero.

Cuando el objeto de estudio era conocer la variacién habida en el suelo respec-
to a la poblacién fungica, los muestreos se vinieron realizando aproximadamente
cada ocho-diez semanas en la primera campafa de estudio, y cada seis semanas
en las siguientes campanas para intentar detectar mejor los posibles cambios.

2.1.2. La preparacion de las muestras de suelo

Una vez recibidas del invernadero las muestras en el laboratorio, se coloca-
ban en bandejas de plastico forradas con papel de filtro secante. Ahi se proce-
dia cuidadosamente a la mezcla del suelo, de forma que quedara lo mas homo-
génea posible, eliminandose las piedras que hubiera y desmenuzando los
posibles terrones formados, provistos de guantes para cada muestra.

Siguiendo las indicaciones de TELLO y LAcasa (1990), TELLO et al (1991) y
RODRIGUEZ MOLINA (1996), las muestras se sometieron a un proceso de deseca-
cién, trituracién y tamizado. La desecacién se hizo a temperatura ambiente (Figu-
ras 7 y 8), durante un tiempo variable (entre 7 y 10 dias) segun la humedad de
la muestra a su llegada al laboratorio.

— .-

2

Figuras 7 y 8. Detalle de la muestra de suelo puesta a secar una vez recibida en el laboratorio (izqda.)
y muestras de suelo apiladas para secarse (dcha.).
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Para la trituracion, se emple6 un mortero de porcelana y para el tamizado,
un tamiz de 200 mm de luz (Figuras 9 y 10) que se colocaba en un vibrotami-
zador marca Alresa®, capaz de alcanzar 2.500 r.p.m,, diferenciandose asf lige-
ramente de WoLcaN et al. (1999) que empleaban un tamiz de 500 mm y de DE
CaL et al. (2005) que utilizaban un tamafio de luz de 1mm. Tanto el mortero
como el tamiz se lavaban y se desinfectaban entre muestra y muestra flamean-
dolos con alcohol.

Figuras 9 y 10. Bandejas de plastico cubiertas con papel de filtro donde se dejaban a secar las
muestras de suelo para proceder posteriormente al tamizado (izquierda). Tamizado con ayuda de un
vibrotamizador (derecha).

2.1.3. Método analitico

En general, las técnicas empleadas para conocer la composicién microbiolégi-
ca de los suelos, se basan, en la dispersion de una muestra de tierra en un medio
de cultivo apropiado. Esta dispersion, puede conseguirse mediante dos procedi-
mientos:

M El primero de ellos, se basa en el método de las suspensiones- dilucio-
nes, segun el cual se prepara una suspension de la tierra en agua y de
ella se toman volimenes concretos al que se incorpora el medio de cul-
tivo en placas de Petri (TELLO et al, 1991, 1992).

B El segundo, es la dilucién en placa, descrito por Warcupr (1950,
1960), que incorpora la tierra, previamente triturada y pesada, direc-
tamente al medio de cultivo en estado de surfusién préximo a la tem-
peratura de solidificacion. La siembra directa en placa ha sido em-
pleada para estudios cualitativos de los hongos de la rizosfera
(PARKINSON, 1957).
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Las muestras preparadas para su estudio se analizaban segun los dos pro-
cedimientos anteriormente mencionados, también empleados en los trabajos de
HUSSEIN et al. (2003).

En el primer caso (suspensiones-diluciones) el suelo se le afiade al medio
agar-malta acidificado con acido citrico en forma de suspensién en agua estéril;
en el segundo (dilucién en placa), el suelo se incorpora al medio, en nuestro caso,
el selectivo para Fusarium, ideado por KOMADA (1975).

Cuantitativamente, tal y como sefalan TELLO y Lacasa (1990) y RODRIGUEZ
MoLINA (1996), no son comparables las cuantificaciones del in6culo realizadas
sobre los dos medios, ya que algunas especies de Fusarium pueden detectarse
en el medio agar-malta acidificado y no en el selectivo, pudiendo atribuirse este
hecho a la naturaleza o composicion del propio medio de cultivo.

Este dltimo hecho, pudiera deberse a diferentes razones: a la densidad de los
propagulos en el suelo o a la propia competicién nutritiva entre microorganismos
muy préximos fisiolégicamente y capaces de ocupar un mismo nicho ecoldgico.

Para preparar diluciones en placa con un alto nimero de colonias por unidad
de peso, JOHNSON y MANKA (1961) diluian el suelo con arena estéril, pero en este
caso, nunca se hizo necesario por encontrarse el nimero de colonias dentro del
rango factible de conteo (menos de 300 colonias por placa de 9 cm de didame-
tro exterior). Sin embargo, en este punto TELLO et al (1991, 1992), prefieren que
ese nimero sea menor a 100 colonias, cuando se computan hongos.

2.1.3.1. Analisis para conocer la microbiota fungica total

La técnica de las suspensiones-diluciones se ha empleado a lo largo del tra-
bajo para conocer los hongos cominmente pobladores de los suelos cultivados
de pimiento en invernadero.

El empleo de la metodologia para conocer la microbiota fldngica presente
total coincide con otros trabajos realizados por SACKENHEIM et al. (1996), SusBA
Rao (1999), ManDEEL (2002), ZHENG You et al. (2004) o De CAL et al. (2004;
2005) con similares fines. Tal y como sefiala HAWEN (1990), numerosas han sido
las técnicas empleadas para medir la biodiversidad de comunidades microbianas
de la rizosfera. La mayoria de los estudios se han basado en procedimientos de
dilucion de placas con medios de cultivo selectivos, en un intento de enumerar
grupos especificos de microorganismos.

Son muchas las variaciones encontradas en la bibliografia respecto a la téc-
nica: sirva de ejemplo mencionar que en los trabajos de GAETAN y MADIA (1993)
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emplean agar dextrosa patata glucosado al 2% acidificado con &cido l4ctico y las
placas se incuban a 23°C £ 3°C.

El método analitico empleado en este trabajo fue descrito por TELLO et al.
(1991). Cada muestra de suelo de 10 g se afade a un matraz Erlenmeyer con
90 ml de agua estéril. Se agita manualmente para homogeneizar la suspension
y se toman, con una pipeta, 5 ml que son incorporados a un frasco con 45 ml de
agua estéril conformando la dilucién de rango 102 De esta nueva dilucién, se
cogen b mly se afladen a otro frasco con 45 ml de agua estéril; de esta forma
se ha obtenido la dilucién 10°. Asi se prosigue hasta el nivel de dilucién que se
desee, pero la realizacién de andlisis preliminares, condujo a trabajar con la dilu-
cién 107% ya que las muestras de suelo quedaban asi bien representadas. De CAL
et al. (2004) realizaron un procedimiento similar al estudiar los efectos de la des-
infeccién del suelo con diferentes sustancias sobre la microbiota de los cultivos
de fresén en viveros comerciales.

De la dilucién 10° ya preparada, se analizan 10 ml repartidos en 10 placas
de Petri arazén de 1 mlplaca™ La operacion se desarrolla asi: con una pipeta es-
téril de 1 ml se toma ese volumen y se ahade a una placa de Petri estéril. A con-
tinuacién, se afiaden a cada placa de Petri 10 ml de medio agar-malta acidifica-
do fundido (45 g de agar-malta en 1000 ml esterilizados en autoclave 30
minutos a 120°C, a lo que se le afiaden al enfriarse hasta 42-43°C, 25 g de &cido
citrico por 1.000 ml de agar-malta). Con unos suaves movimientos, se uniformi-
za el suelo en el volumen agregado de medio. El mismo medio de cultivo fue em-
pleado por JIMENEZ y SANABRIA (1997) con el objetivo de identificar microorga-
nismos antagonistas como: Aspergillus ocharaceus, A. niger, A. terreus,
Trichoderma harzianum, T. pseudokoningii, Penicillium funiculosum, Geotrichum
spp. o Fusarium solani en suelos cultivados de tomate.

La incubacion se realizé en un incubador marca Selecta® a 25-26° C duran-
te 6-8 dias en oscuridad.

2.1.3.1.1. CONTEO DE LAS COLONIAS Y EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Transcurrido el tiempo indicado, se procedié al conteo e identificacién de las
colonias (Figuras 11y 12). La identificacién se realizé en el microscopio con los
objetivos de 10x y 40x con ayuda de las claves taxondmicas habitualmente em-
pleadas en laboratorio. Las colonias no identificadas se purificaron para una cla-
sificacion taxonémica posterior.

Elegida la dilucién, en este caso, 107%, los resultados se expresan sumando,

por géneros y/o especies, las colonias aparecidas en las diez placas de Petri. De
esta manera, se obtienen cifras absolutas (Ejemplo: 25 Aspergillus, 117 Penici-
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Figuras 117 y 12. Aspecto de las placas de Petri con medio agar-malta acidificado en el momento del
conteo de las colonias, tras 5-6 dias de incubacidn.

llium, etcétera), que multiplicadas por la potencia positiva de la dilucién seleccio-
nada dan como resultado los propagulos:g™ de suelo seco presentes, donde cada
colonia equivale a un propagulo (en el caso elegido, los resultados serian 25:10°
Aspergillus, 117-10° Penicillium, etc.).

Como ya se habia detallado en el apartado 1.5.1.,, ROUXEL y BouHoT (1971) y
RODRIGUEZ MOLINA (1996) sefalan, al igual que ya hiciera Buraes (1960) que el
método de andlisis basado en la incorporacién del suelo al medio de cultivo com-
porta una serie de errores fijos debidos a la imprecisién en el conteo de colonias
en las placas. Los primeros autores recomiendan que el nimero de colonias por
placa de 90 mm de didmetro esté comprendido entre 12-62, pues de esta forma
el error fijo oscilard entre el 1% y el 3%, y serd constante cualquiera que sea la
concentracion de propagulos en el suelo y el peso de tierra analizado.

Debe tenerse en cuenta, como apuntan JOHNSON y MANKA (1961), que cuan-
do la densidad de propagulos en una placa de andlisis es relativamente alta, hay
un nuimero de propdgulos que no llegan a germinar, o que ain germinando su
crecimiento resulta inhibido, por lo que no se detectan.

Tal y como advertia BRIERLEY (1927), el método, basado en la numeracion
de las colonias, resulta imperfecto, y su representatividad sobre lo que ocurre en
el suelo muy pequefa, debido a errores derivados de la propia técnica: en pri-
mer lugar, algunas especies de hongos no aparecen nunca aunque su presen-
cia en la muestra sea cierta, y en segundo lugar, la cantidad de ciertas especies
fungicas pueden resultar sobredimensionadas debido a dispersiones de las co-
nidias a partir de un conidiéforo, como ya se comenté en el apartado 1.5. de la
introduccién.
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RUSSELL (1954) ya lo indicaba al afirmar que cualquier trozo de hifa separada del
micelio crece rapidamente en el medio de cultivo y que, de esa forma, se cuentan como
colonias separadas; en unas especies solamente las esporas o las piezas de micelio
crecen rapidamente mientras que en otras, o bien el hongo crece tan lentamente que
es invadido por sus vecinos de desarrollo rapido, o bien no puede desarrollarse.

Las cifras de hongos obtenidas por recuento en placa mediante estos méto-
dos varian desde unos pocos millares a mas de un millén por gramo de suelo, y
la técnica puede mostrar que las especies presentes dependen de las condicio-
nes del suelo (RUSSELL, 1954).

Pero a pesar de lo indicado con anterioridad, el método empleado puede
considerarse como un método cualitativo, resultando util para comparar, en
una misma situaciéon experimental, distintos tratamientos. Como ya refirieron
GRIFFITHS y Sipplaul (1961), la poblacién presente se puede considerar como
un barémetro de la actividad de los hongos en el que lo interesante es cono-
cer el cambio en valor en el tiempo méas que el valor absoluto.

2.1.3.1.2. ESTUDIO TAXONOMICO DE LOS AISLAMIENTOS DE LOS GENEROS
DE HONGOS COMUNMENTE AISLADOS

Los micromicetos componentes de la denominada microbiota total se han
identificado siguiendo los manuales mas comunes en los laboratorios de Patolo-
gia Vegetal: BARNETT y HUNTER (1972), SuTToN (1980) al igual que hicieran TELLO
et al. (1992), basandose en las fichas descriptivas de la EPPO. Para la identifi-
cacion de las especies del género Fusarium se utilizaron los trabajos de GERLACH
y NIRENBERG (1982) y NELSON et al. (1983).

La taxonomfa flngica es dindmica y progresiva, variando de un autor a otro;

de ahi que la clave de una breve identificacién morfoldgica radique, principalmen-
te, en el material bibliogréfico empleado para dicha identificacion.

CARACTERISTICAS MAS RELEVANTES DE LOS GENEROS DE HONGOS ENCONTRADOS,
EXCEPTUANDO AL GENERO FUSARIUM SPP.
Aspergillus spp.

Género perteneciente a la subdivisién Deuteromycotina, orden Moniliales, fa-
milia Moniliaceae.

En 1965, RAPER y FENNELL, sefalaron la existencia de 18 grupos y recono-
cieron 132 especies. Su aspecto en el medio agar malta acidificado es atercio-

98



Materiales y métodos generales

pelado mostrando una pigmentacién en la superficie verde-azulada, negra o ama-
rillo-verdosa en funcién de la especie, que se caracteriza por la produccién 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 su-
mergidas 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 encuen-
tran en ascas comprendidas en peritecios cuya coloracién va de amarilla a rojiza.

El conidiéforo, septado o no, surge de una célula basal, que es una célula mi-
celial, agrandada y rodeada de una gruesa cubierta.

Aunque es una estructura unicelular, el conidiéforo caracteristico de Aspergi-
llus, posee tres partes bien diferenciadas: vesicula (extremo apical hinchado), que
sirve de soporte a los esterigmas de los que se desprenden los conidios; estipe
(seccion cilindrica situada debajo de la vesicula) y la célula pie (seccién final, a
veces separada por un septo, que une el conidiéforo con el micelio). Sobre la ve-
sicula se disponen las células conididgenas, llamadas generalmente fidlidas. En
muchas especies, entre la vesicula y las fidlides se encuentran otras células de-
nominadas métulas. Las cabezas conidiales que sélo presentan fidlides se deno-
minan uniseriadas y las que presentan fidlidas y métulas, biseriadas.

La clasificacién del género Aspergillus en subgéneros y secciones esté ba-
sada fundamentalmente en cuatro caracteristicas: presencia de teleomorfo, pre-
sencia o ausencia de métulas; disposicion de las métulas o fidlidas sobre la ve-
sicula y coloracién de las colonias (ABARCA, 2000).

KuicH y Pt (1988) utilizaron dos medios de cultivo y dos temperaturas de
incubacion para identificar el género: medio Czapeck yeast extract agar (CYA) y
agar extracto de malta (MEA) a 37°C y 25°C.

En medio agar- malta acidificado (AMA), el empleado en el trabajo, las colo-
nias de Aspergillus flavus son de rapido crecimiento, granulosas, presentan un
color que vira del amarillento al amarillo verdoso, el micelio es blanco y apenas
visible; los esclerocios, cuando estan presentes, son de color marrén, variables en
tamano y forma. El reverso de la placa muestra colonias generalmente incoloras
y en ocasiones, amarillo crema.

Presenta cabezas conidiales radiales, estipes de aspecto rugoso, hialinos o

de color marrén palido. Las hifas son septadas e hialinas. La vesicula es esféri-
ca, globosa o subglobosa (20-45 pm); las métulas (8-10 x 5-7 ym) ocupan prac-
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ticamente toda la superficie de la vesicula en las especies biseriadas y las coni-
dias son globosas o elipsoidales, lisas o ligeramente rugosas de unos 3-6 pm de
diametro (RAPER y FENNELL, 1965; KLIicH y PiTT, 1988; SuTTON et al, 1998). Los
conidiéforos tienen aspecto rugoso, incoloro, con una longitud de 800 pm y una
anchura de 15-20 pm.

En cuanto a las colonias de Aspergillus niger, inicialmente son blancas, que
rapidamente cambian al color negro con la produccién de conidias. El reverso de
la placa muestra colonias incoloras o parcialmente amarillas, pudiendo producir
fisuras radiales en el agar (ABARCA, 2000).

Las hifas son septadas e hialinas. Las cabezas conidiales son biseriadas y ra-
diales, los estipes de paredes gruesas, lisos, hialinos, amarillentos o de color marrén
palido, especialmente cerca de la vesicula. Los conidiéforos son largos (400-3000
um), lisos e hialinos que se tornan més oscuros en el dpice y terminan en una ve-
sicula globosa (de 30-75 um de didmetro). Esta es casi esférica, ocupando las mé-
tulas toda la superficie de la vesicula. Las conidias son globosas, de color marrén,
negro, castafno-negruzco o castafio-purpura, de 4-5 ym de didmetro normalmente
muy rugosas, con bandas pigmentadas (FRAZIER y WESTHOFF, 1978), con crestas
irregulares y protuberancias (SuTToN et al, 1998; DE HooG et al, 2000).

Penicillium spp.

Pertenece a la subdivision Deuteromycotina, orden Moniliales, familia Moni-
liaceae.

Este género comprende varios grupos y subgrupos con unas 150 especies
(PITT, 1979). La divisién del género en grupos amplios se basa en la ramificacion
de las cabezuelas o penicilios (= pincelito).

Al igual que la morfologia microscépica, para diferenciar las especies de Peni-
cillium, se utilizan los caracteres fisiolégicos macroscépicos, que incluyen el diame-
tro de las colonias, los colores de los conidios y los pigmentos de las colonias.

Las colonias de Penicillium spp. son circulares si no hay interferencia alguna
para su crecimiento, con un borde neto muchas veces sin fructificacién y mos-
trando el color del micelio. Este es generalmente blanco, pero en algunas espe-
cies es amarillo, anaranjado, purpura o pardo claro. La superficie de la colonia
madura, puede ser aterciopelada, ligeramente algodonosa o con pequefios haces
de conidiéforos (PiT, 1979).

El género se caracteriza por formar conidios en una estructura ramificada se-
mejante a un pincel que termina en células conidiégenas llamadas fidlidas. Las
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ramificaciones se ubican formando verticilos. Si sélo hay un verticilo de fidlidas,
el pincel es monoverticilado. Las ramificaciones de un pincel poliverticilado son
ramas, ramulas, métulas y fidlidas. Los conidios generados en fidlidas suelen lla-
marse fialoconidios para indicar su origen. En la fidlida, al dividirse el ndcleo, se
extiende simultdneamente el extremo apical que luego se estrangula separando
a la espora recién formada (PELCZAR et al, 1977).

El micelio es tabicado, penetra en el sustrato y después produce hifas aére-
as en las que se desarrollan los conidiéforos. Los filamentos o hifas alcanzan un
diametro entre 2-3 pm y tienen septos con un poro central que no es visible al
microscopio optico.

Las paredes del estipite, las ramas o las métulas pueden ser lisas, rugosas o
equinuladas. La pared de las fidlidas es siempre lisa. Las fidlidas pueden tener
forma de anfora o bien ser casi cilindricas con la porcién apical en forma de cono.
El tamafio méximo de las fidlidas es de 15 pm y la parte terminal no supera los
3 pm de largo. Los conidios son esféricos o elipsoidales, unicelulares, hialinos
que en masa se ven de color verde, verde azulado, verde aceituna o gris. La pared
de los conidios es lisa o rugosa dependiendo de la especie de que se trate.

Es importante poder diferenciar los penicilios de los otros hongos que forman
esporas en conidiéforos ramificados. El mas parecido es el género Paecilomyces
que tiene fidlidas con el &pice muy alargado, conidios elipticos y colonias de
tonos pardos pero nunca verdes. Las especies del género Gliocladium tienen fia-
lidas 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 mucosos que se rednen en cabezue-
las con tonos verdes.

Rhizopus spp.

Se trata de un género de hongos pertenecientes a la subdivisién Zygomyco-
tina, clase Zygomycetes, del orden Mucorales.

Los micelios jévenes, son multinucleados y no tienen paredes transversales.
Las hifas se desarrollan en tres tipos: rizoides ramificados que penetran el sus-
trato, estolones que crecen lateralmente en la superficie del sustrato juntando las
unidades donde se forman penachos de rizoides y las esporangiosporas que se
desarrollan hacia arriba de los estolones. Los esporangiéforos no son ramifica-
dos (de hasta 2 mm x 20 um), nacen de un nudo de rizoides y tienen esporan-
gios en sus puntas, esféricos, que se vuelven de un color blancuzco- grisdceo que
producen esporas grisaceas asexuales. La reproduccién es mediante aplanospo-
ras o, en algunas especies, clamidiosporas.
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Las diferentes especies se distinguen entre si por la longitud de los esporan-
giéforos, el diametro de los esporangios, la forma de la columela asi como por la
forma y textura superficial de las esporangiosporas, clave para la diferenciacién
de unas especies de Rhizopus spp. de otras. La temperatura méxima de creci-
miento también varia de unas especies a otras.

En el medio empleado, las colonias de Rhizopus stolonifer crecen rapidamente,
rellenando la placa de Petri y maduran en unos cuatro dias a 25°C. La textura es ti-
picamente algodonosa, con un denso micelio blanco que se torna gris con el tiem-
po. El reverso es blanco o pdlido. Se reconoce facilmente por sus espolones hialinos
0 parduzcos, sus numerosos y pardos rizoides y sus esporangios negros y brillantes.

Trichoderma spp.

Pertenece a la subdivisién Deuteromycotina, orden Moniliales, familia Monilia-
ceae. Pertenece a los hongos llamados saprofitos. Habitante comun del suelo, se
aisla con frecuencia de suelos tanto cultivados como no y en todas las latitudes.

El género se caracteriza por tener el micelio septado (FRAZIER y WESTHOFF,
1978). Posee conidiéforos erectos, también septados, altamente ramificados,
més o0 menos conicos, débil o fuertemente verticilados (PELCZAR et al, 1977). Las
fidlidas tienen apariencia de racimos, desde las que son sostenidas las conidias
no septadas, subglobosas y viscosas de color verde brillante que forman bolas
brillantes. Frecuentemente forma clamidiosporas, intercaladas o raramente termi-
nales, las cuales son unicelulares, globosas, hialinas y de suave pared.

Este hongo crece y se ramifica en tipicas hifas que pueden oscilar entre 3 y
12 pm de diametro, segun las condiciones del medio en el que se esté reprodu-
ciendo. La esporulacion asexual ocurre en conidios unicelulares de color verde
que generalmente tienen 3-6 ym de didametro.

Los cultivos crecen rapidamente a 256-30° C en el medio empleado. Las colonias
al principio son blanquecinas, suaves, para tornarse verdosas (Cook y BAKER, 1989).

2.1.3.2. Analisis para conocer la microbiota fusarica

Se ha intentado valorar la importancia relativa de los Fusaria con respecto al
resto de hongos al igual que hicieran TELLO y LAcasa (1990), TELLO et al (1992),
RODRIGUEZ MOLINA (1996) y RODRIGUEZ MOLINA et al. (2001) en los estudios de
suelos de otros cultivos, por sus posibles implicaciones en los efectos depresivos
observados en las plantas de pimiento cultivadas en suelos donde se ha realizado
un monocultivo sostenido de esta hortaliza. El anélisis selectivo para Fusarium se

102



Materiales y métodos generales

ha realizado para permitir una mejor diferenciaciéon de especies y facilitar ademaés
una comparacion cuantitativa entre invernaderos y entre tratamientos dentro de un
mismo invernadero, es decir en situaciones diferenciales, tanto en lo concerniente
al tipo y caracteristicas del suelo como en lo relativo a la desinfeccién del mismo.

Cabe sefalar que no todas las especies de Fusarium estéan igualmente adap-
tadas a la supervivencia en el suelo. BUrRGess (1981) dividié el género en tres
grupos segun su modo de existencia: fusaria aéreos, fFusaria del suelo y Fusaria
de hébitats subterraneos. Las especies incluidas en el grupo de los Fusaria del
suelo poseen caracteristicas que las hacen mas aptas para vivir en ese medio.
Asi, las especies F. solaniy F. oxysporum ambas incluidas en este grupo y pro-
ductoras de clamidiosporas parecen estar mas adaptadas a estas condiciones
que F. moniliforme, més habitual de ambientes subterréaneos.

La adicién del suelo al medio fundido de KomapA (1975) se ha empleado
para estudiar la dindmica de las especies mas frecuentes de Fusarium. La técni-
ca, sin embargo, no carece de errores: el medio puede ejercer cierta selectividad
sobre ciertas especies de Fusarium, o incluso ciertos tipos de propagulos en el
suelo (RODRIGUEZ MoLINA, 1996).

Aunque existen varios medios selectivos para Fusarium como el descrito por
CASTELLA et al, (1997) acerca del agar- verde malaquita que asegura evitar el
desarrollo de otras especies de hongos frente al medio de NASH y SNYDER, el
agar de dicloran-cloranfenicol o el agar de peptona-PCNB comparados entre si
para el aislamiento de Fusarium por AUl et al. (1991) y BRAGULAT et al. (2004), se
eligié el medio Komapa (1975) empleado por BLok et al. (2000); LANDERAS et al,
(2004) aunque modificado por TELLO et al. (1991) y que se ajusta al andlisis de
suelos del Sureste peninsular espanol.

La metodologia del andlisis se ajusta a la descrita por TELLO et al (1991) para el
estudio de suelos de tomate y de clavel, también empleada en trabajos posteriores por
BLok et al (2000), en el estudio de suelos destinados al cultivo de espérrago y some-
tidos a procesos de biofumigacion (WoLcaN et al, 1999; 2000; QuiLamaaaul, 2005).
El método consiste en: por cada muestra a analizar se preparan cuatro botes de plas-
tico con 15-20 g de tierra en cada uno de ellos. Cada bote se toma como una repe-
ticién, y se pesa, con una precision de 0,001 g antes y después del andlisis. De esta
forma, se determina, por diferencia, el peso de tierra analizado en cada repeticion.

El medio selectivo de Komapba (1975) modificado por TELLO et al. (1991)
consta de tres soluciones componentes:

Solucioén A: Asparagina, 2 g; PO, HK,, 1 g; SO, Mg:7H,0, 0,5 g; CIK, 0,5

g; galactosa, 10 g; agar, 20 g; agua destilada, 1.000 ml. Cada uno de
estos componentes de esta solucion se afiade al agua caliente segun el
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orden indicado, con ayuda de un agitador magnético después de afadir
cada uno de ellos para favorecer su disolucién. El agitador utilizado fue el
modelo Agimatic-E de la marca J.P. Selecta®.

M Solucién B: Acido etilen-diamin-tetra-acético (EDTA), 3,75 g; SO, Fe-7H,0,
2,78 g; agua destilada, 100 ml. Esta solucién se debe mantener en aireacion
continua durante 24 h antes de su utilizacién.

B Solucién C: Pentacloronitrobenceno (PCNB), 10 g; Oxgall, 4 g; sulfato
de estreptomicina, 4 g; Na,B,0,:10H,0, 4 g; agua destilada estéril, 160
ml. El pH de esta solucién se ajustard a 3,8 con &cido fosférico con un
pH-metro modelo PHM 82 de Radiometer Copenhagen®.

Para la preparacién del medio, por cada 1.000 ml de la solucién A, se afia-
den 2 ml de la solucién B, y el conjunto se esteriliza en autoclave durante 30 mi-
nutos a 120° C en un autoclave Raypa, modelo Sterilclav-75., para después ana-
dir 20 ml de la solucién C.

El medio se enfria hasta 40-42° C, y se dispensa en placas de Petri de plas-
tico de 9 cm de didametro, a razén de 10 ml de medio por cada placa. En cada
placa de Petri se afiade, con una micro-espatula, una pequefa cantidad de tierra
(Figura 14), que se homogeneiza en el medio fundido moviendo suavemente la
placa. Por cada fraccién de suelo o repeticién (Figura 13), se prepararon 4 pla-
cas (Figura 14), lo que suma un total de 16 placas por muestra.

Figuras 13 y 14. Botes de pléstico correspondientes a las cuatro repeticiones con la cantidad de
suelo pesada para proceder a su andlisis (izquierda). El suelo se afiade a las placas con el medio en
estado de surfusion (derecha).

La incubacién de las placas se realizé en un fitotrén marca SANYO, modelo
MLR-350H a 25° C (CABRERA et al, 1990) y 75% de humedad relativa bajo luz
fluorescente continua durante un periodo de 5-10 dias. Similar metodologia ha
sido empleada por GAETAN y MADIA (1993), MaDIA et al. (1999) salvo que estos
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autores incubaron las placas en cdmaras con un fotoperiodo de 12 horas de luz
cercana a la ultravioleta.

2.1.3.2.1. CONTEO DE LAS COLONIAS Y EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Pasado el tiempo de incubacién, se procedié a contabilizar las colonias de
cada especie de Fusarium en todas las placas de andlisis. Habitualmente, las
densidades de las poblaciones flngicas en el suelo se expresan en propagulos
por gramo de suelo seco, aunque el término propagulo, entendido como unidad
de propagacion, pueda resultar confuso en algunas ocasiones, pues normalmen-
te se asocia a una estructura flngica singular, ya sea clamidiospora, conidia, etc.

Para la identificacién de las especies de Fusarium, se efectud la observacion
de las caracteristicas de las colonias cultivadas en medio Komada bajo microsco-
pio optico. Paralelamente, con las distintas cepas aisladas se practicaron microcul-
tivos sobre medio cloruro potasico (FISHER et al, 1983) bajo luz ultravioleta conti-
nua a efectos de analizar la ontogenia conidica (BootH, 1971; NELSON, 1992).

Figuras 15 y 16. Macronidias de Fusarium solani (izquierda) y formacion de las mismas (derecha).

El estudio realizado por Komaba (1975) sobre el origen de las colonias des-
arrolladas en el medio selectivo muestra que éstas tienen su origen en clamidios-
poras singulares, o en agregados de clamidiosporas. Por ello, se considera ade-
cuado el término Unidad Formadora de Colonia (Colony Forming Unit en
términos anglosajones), abreviado U.F.C., porque no implica ni singularidad ni
agregacion de estructuras de propagacién: una unidad formadora de colonias
puede estar constituida por una sola estructura de propagacién o por varias. Asi,
los resultados de los andlisis se expresan en nimero de U.F.C..g" de suelo seco
(TELLO et al, 1992; RODRIGUEZ-MOLINA, 1996; WoLcAN et al, 1999; DE CAL et al,
2005); en nuestro caso, las cifras corresponden a la media de las cuatro repeti-
ciones, acompafiada de su desviacién tipica. Siendo cuatro el nimero de repeti-
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ciones, la desviacion tipica es practicamente igual al error tipico para una proba-
bilidad del 95% (RouxeL y BouHor, 1971).

Figuras 17 y 18. Aimacenamiento de las placas en camara bajo luz fluorescente continua (izquierda).
Aspecto que presenta la placa Petri con medio Komada preparada para el conteo de las colonias tras 6 dias
de incubacion (derecha).

Tal y como observé RopriGUEZ MOLINA (1996), observacion ya recogida en el
apartado 1.5.5. en cuanto a la repetibilidad de la técnica analitica, cuando un
mismo analista repite tras un corto intervalo de tiempo, los andlisis de las mismas
muestras, obtiene resultados significativamente diferentes. Este hecho no puede
atribuirse a algin cambio sufrido por las muestras durante el almacenamiento
debido al poco tiempo transcurrido. El método analitico, al ser laborioso, impide
que ambos procesos sean idénticos al existir algunos factores que pueden influir
en la obtencién de resultados diferentes como el ajuste del pH de la solucién de
antibidticos.

Sélo se podran comparar UFC.g" de suelo entre muestras que han sido anali-
zadas por un mismo analista en la misma tanda de andlisis (el mismo dia), emplean-
do la misma técnica analitica y los mismos equipos, con el mismo medio de cultivo y
la misma cantidad de tierra afiadida a cada placa. Por lo que lo mas razonable pare-
ce ser comparar tendencias y no los valores absolutos en los resultados obtenidos.

2.1.3.2.2. ESTUDIO TAXONOMICO DE LOS AISLAMIENTOS DE F. SOLANI,
F. oxysPOrRUM Y F. ROSEUM

Para la identificacion de las especies de Fusarium, segun las indicaciones de
WoLcaN et al. (1999), se efectud la observacién de las caracteristicas de las colo-
nias cultivadas en medio Komada directamente en la placa (Figuras 19, 20 y 21)
y en ocasiones, con ayuda del microscopio.
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F. oxysporum | F. sofani F. roscum

Figuras 19, 20 y 21. Aspecto que presentan en medio Komada tras 5-6 dias de incubacion en camara
las colonias de las distintas especies de Fusarium presentes en el suelo de los invernaderos muestreados.

Las especies de Fusarium pueden producir tres tipos de esporas denomina-
das macroconidias, microconidias y clamidiosporas. Algunas especies producen
los tres tipos de esporas, mientras que otras no. Las macroconidias se forman en
una estructura especial llamada esporodoquio. Pueden producirse también en
monofidlidas y polifidlidas en el micelio aéreo. Una monofidlida es un conidiéforo
con una sola abertura o poro a través del cual la endoconidia es empujada, mien-
tras que una polifidlida tiene dos o més poros (NELSON et al, 1994).

La morfologia de las macroconidias no sélo es la clave para caracterizar a las
especies sino también al género Fusarium en si. Las macroconidias de las espe-
cies de Fusarium son de varias formas y tamafios pero la forma de las macroco-
nidias originadas en el esporodoquio por una determinada especie es un rasgo
relativamente consistente y estable cuando el hongo crece en sustratos natura-
les bajo condiciones estandar. Las dimensiones de las macroconidias pueden
mostrar variaciones considerables dentro de las especies y deben emplearse los
criterios taxonémicos con relativa cautela.

Algunas conidias son intermedias en tamafo y forma, y estas han sido re-
feridas a menudo, unas veces como macroconidias y otras como mesoconidias,
siendo esta denominacién para designar a las conidias producidas en polifiali-
das. Estas conidias se encontraron al principio en Fusarium semitectum Berk.
& Rav.

Las microconidias se producen en el micelio aéreo, pero no en el esporo-
doquio. Pueden producirse en falsas cabezas solamente o en falsas cadenas y
cadenas tanto en mono como en polifidlidas. Las falsas cabezas tienen lugar
cuando queda una pequefa gota o formas himedas en el extremo del conidié-
foro y contiene las endoconidias que ellas producen. Las microconidias tienen
diferentes formas y tamafios y se producen en cadenas que tienen la base
truncada.

107



Ecologia de la microbiota flngica de los suelos de los invernaderos de pimiento y su interés agronémico

La presencia o ausencia de microconidas es un carécter primario de la taxo-
nomia de Fusarium. Si estan presentes, las claves que se consideran son la
forma, el modo de formarse, si esta sola, en falsas cabezas, o en falsas cabezas
y cadenas. El modo de formacién de las microconidias se observa mejor in situ o
en un sustrato natural en medio agar como el CLA (agar-hojas de clavel).

El tercer tipo de esporas producidas por las especies de Fusarium son las
clamidiosporas, esporas con una delgada pared rellena de material lipidico que
sirve cuando las condiciones del hospedante no son adecuadas o no estéan dis-
ponibles. Las clamidiosporas pueden producirse de forma individual, en parejas,
en grupos o en cadenas y la pared externa puede ser lisa o rugosa.

Las siguientes caracteristicas son, secundariamente, Gtiles para describir las
especies cuando los medios de cultivo se encuentran bajo condiciones contro-
ladas de luz, temperatura y sustrato, pero deberian ser consideradas como cri-
terios complementarios a la diferenciacién de especies: morfologia y pigmenta-
cién de la colonia, incluyendo la presencia o ausencia de esporodoquio o
esclerocio.

Aunque la forma de la macroconidia formada en el esporodoquio en medio
agar-hojas de clavel (CLA) es bastante fiable, la longitud y anchura de la misma
es menos estable y debe completarse con las caracteristicas secundarias.

Seguin NELSON et al. (1994), los cuatro medios habitualmente empleados para
la identificacion de especies de Fusarium son el agar-hojas de clavel (CLA) (FISHER
et al, 1982, 1983), agar dextrosa patata (PDA) (NELSON et al, 1983), el medio clo-
ruro potésico (CIK) (FISHER et al, 1983) y el agar suelo (KLoTz et al, 1988).

El medio CLA tiene la ventaja de promover més la esporulacién que el creci-
miento miceliar. Se producen conidias y conidiéforos en abundancia, su morfolo-
gia se aproxima a las condiciones naturales y se reduce la variacién fenotipica. El
valor del medio CLA como medio de crecimiento radica en que hay menos dis-
posicion de carbohidratos y contiene un complejo de sustancias, del tipo de las
encontradas por las especies de Fusarium en la naturaleza. Por tanto, los hongos
crecen y esporulan de una manera similar a la que se encuentra en una planta
hospedante o en un sustrato natural. Los procedimientos de identificacién pue-
den basarse casi exclusivamente en cultivos crecidos en este medio.

Para NELSON et al. (1983), el medio PDA es de gran valor cuando se emplea
en un primer momento para tomar nota de la apariencia morfolégica que tiene un
cultivo, asi como su coloracién. Como tiene un alto contenido en carbohidratos
disponible, promueve generalmente el crecimiento frente a la esporulacion. Las
colonias que crecen en este medio esporulan débilmente necesitando més de un
mes para hacerlo. Las conidias apenas se producen y suelen resultar atipicas. En
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consecuencia, con algunas excepciones, el medio PDA apenas es utilizado para
realizar observaciones microscopicas.

El medio CIK se emplea para observar la formacién de las microconidias en
cadenas en especies de la seccidn Liseola. Las especies que normalmente for-
man cadenas de microconidias, en este medio forman cadenas mas largas y abun-
dantes. Las cadenas son mas féciles de observar porque hay menos humedad en
la superficie del agar y se forman menos gotas de humedad en el micelio aéreo.

La observacion directa bajo el microscopio a los 4-5 dias del cultivo en pla-
cas de Petri demuestra si se forman o no cadenas de microconidias y puede re-
velar asf la presencia de mono y polifidlidas.

El agar suelo ayuda a promover la répida formacion de clamidiosporas en un
buen ndmero de especies de Fusarium. Para ello, se toma un gran trozo de inécu-
lo de la parte activa de un cultivo y se pone en el medio agar suelo. En un primer
momento, se forman clamidiosporas sobre el trozo de indculo original pero muy
pocas se forman sobre el agar suelo. Los cultivos que normalmente tardan hasta
30 dias en formar clamidiosporas, lo hacen en este medio al cabo de 4-6 dias.

Por un lado, FISHER et al. (1982) describen el medio agar-hojas de clavel
(medio CLA) que facilita la formacién de esporodoquios que producen macroco-
nidias uniformes en forma y tamano y a su vez permite la observacién de las cé-
lulas conididgenas. Las ventajas de este medio son corroboradas por NELSON et
al. (1983) que apoyan su empleo para observar la morfologia de conidi6foros y
conidias de manera uniforme.

Por otro lado, FISHER et al. (1982) demostraron la influencia del potencial os-
mético del agua del medio de cultivo en la formacién de cadenas de microconi-
dias en las especies de la seccion Liseola. Si se adicionaba cloruro potésico al
medio agar-agua para disminuir el potencial osmético del agua, se originaba una
mayor produccion de microconidias y una mayor longitud de las mismas. Ademas,
NELSON et al. (1983) apuntan que el medio cloruro potésico (medio CIK) facilita
la observacién de mono y polifidlidas.

Por todo lo expuesto anteriormente, se justifica el empleo de los dos medios
de cultivo (CLA y CIK) como ya hizo RobriGUEZ MoLINA (1996) con el llamado
medio cloruro potésico-hojas de clavel (medio CLA+K), que es una combinacién
de ambos (8 g de CIK 'y 15 g de agar por litro, que se dispensa sobre placas de
Petri en las que previamente se han dispuesto fragmentos de hojas de clavel es-
terilizados con 6xido de propileno).

El factor fundamental para generar la produccién de macroconidias en espo-
rodoquios es el tipo de luz durante la incubacion, aparte de la temperatura en al-
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gunas especies concretas. El tipo de luz requerida es el ultravioleta préximo con
longitudes de onda situadas entre 300 y 400 nm.

Con lo que paralelamente al trabajo realizado, de las distintas cepas aisladas
que presentaban alguna confusién, se practicaron microcultivos sobre medio
CIA+K bajo luz continua préxima al ultravioleta en un aparato U.V. ESTERIL
marca Selecta® (tubo long life PHILIPS, 15W) tal y como se extrae de los tra-
bajos de BootH (1971), NELSON et al. (1983) y NELSON (1992).

o

Figuras 22 y 23. Cadenas de clamidiosporas de F. roseum obtenidas en medio CIK bajo luz ultravioleta
continua.

Para los hongos del género Fusarium, dos han sido los criterios adoptados;
uno, el proporcionado por el “sistema de las nueve especies” tal y como lo dise-
fiaron MESSIAEN y CAsSINI (1968) y otro, el elaborado por NELSON et al (1983).
Sin embargo, dada la complejidad del género, las consultas a los trabajos de
BootH (1971) y de GERLACH y NIRENBERG (1982) han sido necesarias para aqui-
latar la validez de los resultados obtenidos con los dos sistemas basicamente ma-
nejados, y por ajustarse, algunas de sus descripciones mas claramente a los ais-
lamientos examinados.

TeLLO (1990a; 1990b) presentd algunas reflexiones sobre el género, que son
resumidas aqui por su interés.

La taxonomia del género Fusarium ha tenido variaciones importantes desde
que WOLLENWEBER y REINKING (1934) organizasen el género en secciones para
acoger a las especies mas afines morfolégicamente. La mas drastica modifica-
cién la aporté la propuesta de SNYDER y HANSEN (1940) al reducir todas las es-
pecies y formas a nueve especies. Especies que equivalen a las secciones de
Wollemweber y Reinking con algunas agrupaciones, que también desaparecie-
ron. Mientras que la especie Fusarium oxysporum ha sido aceptada como Unica
de la seccién Elegans hasta el presente; y F. solani también lo ha sido como
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Unico miembro de las reunidas, por algunos, secciones Martiella y Ventricosum,
no ocurrié lo mismo con la especie F. roseum, dividida por MESSIAEN y CASSINI
(1968) en variedades. Esta especie fue muy contestada y posteriores tratadistas
la suprimieron, retornando las variedades a las secciones. Asi, F. roseum var. gib-
bosum fue colocada en la seccién Gibbosum, F. roseum var. culmorum pasé a la
seccion Discolor, y asi sucesivamente.

En este trabajo se ha mantenido F. roseum puesto que aquellas colonias que
no presentan conidios o si los presentan estos son macroconidios, se pueden a
posteriori identificar en la admitidas actuales secciones y acoplar en especies sin
mayor dificultad y sin desviarse de todos aquellos tratadistas que modificaron el
sentido de la seccién. Asi lo ponen de manifiesto los trabajos de RODRIGUEZ Mo-
LINA (1996) y RoDRIGUEZ MOLINA et al (2001), donde la inmensa mayoria de los
aislados de F. roseum de los suelos de Extremadura resultaron ser F. equiseti,
que es una de las especies mas estables de la seccién Gibbosum (NELSON et al,
1983; GERLACH y NIREMBERG, 1982).

Sin embargo, LESLIE y SUMERELL (2006) en su “Manual para la identificacion
de especies de Fusarium', han propuesto una serie de modificaciones profundas
en la taxonomia del género. Ellos sugieren que para definir las especies hay que
basarse en tres conceptos: especie morfolégica, especie bioldgica y especie fi-
logenética. Desde esta dptica, la especie F. graminearum ha sido dividida en 9
especies. La antigua especie F. moniliforme, y toda la seccién Liseola, ha sido
igualmente fragmentada en numerosas especies. En el mismo sentido (Aoki et
al, 2003; Aokl y O'DONNELL, 2006) han dividido a F. solani en 26 especies dis-
tintas segun criterios filogenéticos. Sélo, la forma especializada F. solani f. sp.
glycines ha sido separada en 4 especies en base a criterios morfolégicos (espe-
cie morfoldgica), criterios patogénicos (la forma especializada provoca el “colap-
so de la soja”) y criterios filogenéticos. Item mds, LESLEI y SUMMERELL (2006) no
consideran las secciones en su propuesta de taxonomia puesto que son polifilé-
ticas. Pese a todo, estos ultimos autores recomiendan mantener el “actual status
taxonémico” (especie morfolégica) hasta que no haya una propuesta completa
para la taxonomia de Fusarium.

Es comprensible que, en un futuro, la cuantificacion de especies de Fusarium
en el suelo puede alcanzar dificultades que lo hagan inabordable, al menos con
la relativa facilidad con la cual se puede hacer en la actualidad.

Las observaciones se realizaron a las 48 horas coincidiendo con WOLCAN
(1999) con ayuda del microscopio éptico a 60 aumentos, después de la colora-
cién con azul de metileno. Los fragmentos de medio se recortaron y colocaron en
un portaobjetos. Afadido el colorante, se colocé el cubreobjetos y la preparacion
se calentd suavemente hasta fundir el agar, obteniéndose asi la preparacién. De
esta forma, se precisaba la validez de los resultados obtenidos, por ajustarse sus
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descripciones a los aislamientos examinados. La identificacion se hizo mediante
las claves de BooTH (1971), NELSON et al. (1983), SamsoN et al. (1995) y las con-
sideraciones de SUMMERELL et al. (2003).

Dada la reducida variabilidad de las especies de Fusarium encontradas, se ha
seguido exclusivamente el criterio taxonémico proporcionado por el “sistema de
las nueve especies” de Snyder y Hansen tal y como lo disefiaron MESSIAEN y CAs-
sINI (1968).

Seguln SANABRIA et al. (2002), las caracteristicas de la colonias, morfologia,
pigmentacion y diametro de las mismas, pueden ser consideradas si se usa un
procedimiento estandar (WINDELS, 1991). En este procedimiento se deben tener
en cuenta las mutaciones que ocurren en cultivos artificiales que llevan a diferen-
cias significativas con respecto a la morfologia y fisiologia (NELSON et al, 1983).

Ningun método basado en criterios morfoldgicos y/o bioquimicos permite la di-
ferenciacion entre los F. oxysporum saprofitos, habitantes comunes de los suelos,
de los patégenos, ni distinguir las formas especializadas. Solamente los tests sobre
el poder patégeno posibilitan esta determinacion. F. oxysporum se disemina princi-
palmente debido a la formacién de esporas asexuales (GOMEZ-VAzaUEZ, 1989).

Al cultivarlo en PDA, F. oxysporum muestra al principio colonias blanquecinas
de aspecto algodonoso que se tornan roséaceas cuando el hongo madura. En
ocasiones, alcanza el color purpura en el centro de la colonia. En medio Komada,
el aspecto de la colonia es mas raso y rosdceo que en PDA. En medio CIK bajo
luz ultravioleta continua, se aprecia una produccién exageradamente abundante
de microconidios, hialinos y de forma ovoide, que oscilan entre las 6-15 ym de
largo por 2-8 um sobre fidlidas cortas y ramificadas. Los macroconidios ligera-
mente curvos y tabicados (generalmente 3) oscilan entre 15-35 pym de largo por
3-6 um de ancho, son llevados por fidlidas que salen de cortos conidiéforos.

En medio Komada, F. solani desarrollé6 micelio blanco que en ocasiones
tomé tonalidades crema, presentando macroconidios en fidlidas largas y clami-
diosporas simples y en parejas. Los macroconidios se forman sobre conidiéfo-
ros bien desarrollados, ramificados o no, con célula basal y apical diferente del
resto de la conidia, de 38-65 um de largo por 5-8 pm de ancho. Los microco-
nidios se forman abundantemente sobre microconidiéforos largos, en falsas
cabezuelas, hialinas, cilindricas, de una a dos células, de 9-16 pm de largo por
3-b um de ancho. Las clamidiosporas, con forma redondeada-ovalada, poseen
las paredes lisas o levemente rugosas, generalmente en pares terminales o in-
tercaladas, de 8-10 pm de didametro (GRANADOS y WANG, 2005).

El grupo “roseum” (F. roseum (Link) Snyder y Hansen) es el mds complejo
dentro del género Fusarium. En €l convergen las mayores discrepancias entre los
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especialistas. Esta fue por tanto una de las mayores razones por las que se re-
quirieron estudios méas detallados con otras técnicas.

2.2. CARACTERISTICAS DE LOS INVERNADEROS MUESTREADOS

Dos tipos de invernaderos se han utilizado para evaluar los efectos de las
desinfecciones y de las variaciones de la microbiota en los suelos cultivados de
pimiento. De todos ellos se proporcionan las caracteristicas y los antecedentes e
historial de los cultivos realizados con anterioridad al inicio de los ensayos. Todos
ellos se localizaron en el Campo de Cartagena y sur de la provincia de Alicante,
tal y como se sefiala en la Figura 24.

Figura 24. Localizacion de los invernaderos donde se realizaron los continuos muestreos en el Campo de

Cartagena y sur de la provincia de Alicante.
Fuente: Google Earth 2007.

A) Invernaderos experimentales
Invernadero H

Se halla en la finca experimental Torre Blanca que el IMIDA tiene en el
Campo de Cartagena, en el paraje Los Camachos, junto a Dolores de Pacheco,

dentro del término municipal de Torre Pacheco (Murcia). Es de tipo capilla (Figu-
ra 2b), dispuesto en la orientacién Este-Oeste, con ventilacién lateral en los lados
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mayores (30 x 12m) y se viene cultivando con pimiento desde 1993, sin que se
realizaran tratamientos de desinfeccién del suelo en preplantacién. Anteriormen-
te se habian realizado cultivos de tomate, gerbera, statice, limonium o esparrago.
El suelo es franco-arcilloso, de pH 7.8 y, aproximadamente, un 2,5% de materia
orgénica. Cuenta con sistema de riego por goteo automatizado, realizando ferti-
rrigacion. A partir del afio 1997 comenzaron a ensayarse en él diferentes desin-
fectantes quimicos, en la bldsqueda de alternativas al bromuro de metilo. En los
anos en que se han realizado cultivos de pimiento no se ha detectado la presen-
cia ni de Phytophthora capsici o P. parasitica ni de Meloidogyne incognita. Tam-
poco se han detectado problemas de muerte de plantas por causas abidticas, ni
alteraciones producidas por otros patégenos teldricos.
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Figura 25. Invernadero H donde se ensayaron alternativas quimicas al bromuro de metilo.

Las préacticas culturales (riego, fertilizacién, entutorado, etc.) fueron las habi-
tuales en la zona. El deshierbe fue manual. El control de plagas y enfermedades
se realiz6 bajo planteamientos de control integrado, con sueltas de enemigos na-
turales, aplicacién de productos biolégicos y disposicion de mallas densas en las
aperturas de ventilacién y de sublimadores de azufre para el control del oidio. No
se realizaron tratamientos al suelo durante el cultivo.

Las parcelas elementales de cada tratamiento tenian 33 m? (11 x 3 m), alber-
gando tres filas de plantas separadas 1 m entre si, en las que se plantaban 27 plan-
tas separadas 0,40 m dentro de las lineas, dispuestas en la orientacién Norte-Sur,
dejando un pasillo de 1 m en el lateral Sur y de 0,50 m en el lateral Norte.

Invernadero CH
También se ubica en la finca experimental Torre Blanca del IMIDA. Se construyé

en 1988 en un suelo que habia albergado un cultivo de nectarina desde 1975 hasta
1985, quedando inculto los tres afios siguientes. Desde 1989 hasta 1999 se cultivd
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tomate, pepino dulce (Solanum muricatum) y Phyxalis, mediando entre los cultivos
anos de barbecho, no mediando tratamientos al suelo en preplantacion. Desde el afio
1999 se ha cultivado de pimiento, realizandose una desinfeccién del suelo con bro-
muro de metilo en la campafia 2000/01; en la campana siguiente (2001/02) se ini-
ciaron ensayos de desinfeccién del suelo por métodos no quimicos. Es del tipo capi-
lla, de 1.000 m? (50 x 20 m) con ventilacién cenital y en los laterales de mayor
longitud. Esta orientado en la direccién Norte-Sur y dispone de un sistema automati-
zado de riego por goteo (emisores de 3 +h) el cual es utilizado para realizar la ferti-
rrigacion. El suelo es franco-arcilloso, de pH 78 y, aproximadamente, un 1,5% de ma-
teria organica en el momento de iniciar los ensayos. Al final de la campafia 1999/00
se detectd la presencia de poblaciones de Meloidogyne incognita, sin que se tenga
constancia de la presencia de Phytophthora capsici o P. parasitica. En todo el tiempo
que se viene realizando cultivo de pimiento no se han presentado problemas de muer-
te de plantas por causas abidticas, ni dafios producidos por otros patégenos teldricos.

En las campanas (2002/2003 y 2003/2004) en que se han realizado los estu-
dios de la microbiota teldrica en suelos desinfectados por medios no quimicos, se re-
alizé un disefio de bloques al azar con tres repeticiones por tratamiento. La superficie
de la parcela elemental es de 60 m? y esta constituida por una clara del invernadero
(separacion entre dos postes consecutivos), que alberga tres filas completas de plan-
tas separadas entre si 1 m, en las que se plantaban 45 plantas separadas entre si
0,40 m, dejando un pasillo de 1 m en cada uno de los laterales Este y Oeste.

Invernadero E

Como los anteriores también se encuentra en la finca Torre Blanca del IMIDA
(Figura 26). Se construyé en el afio 1986, sobre suelo de otro invernadero ante-
rior construido en 1974, y cultivado de diferentes hortalizas (tomate, melén, be-
renjena, pimiento, pepino, etc.) y flores (frezia, raninculo, etc.). Desde 1992 a
1995 se cultivd de pimiento, realizandose un cultivo de tomate en la campana
1995/96 y otro de frezia en la campafa siguiente. A partir de 1997 albergé en-
sayos de desinfeccion del suelo por métodos no quimicos (biosolarizacién sola o
asociada a rizobacterias), como alternativas al bromuro de metilo. Es de tipo ca-
pilla, de 53 x 18 m, con ventilacién lateral en los lados mayores y esta orientado
en la direccién Este-Oeste. El suelo es franco-arcilloso con un pH de 7,6 y apro-
ximadamente un 2,3% de materia orgénica en el momento de realizar los ensa-
yos de desinfeccién mediante biosolarizacién. A partir de la primera campafa de
ensayos (1997/98) se detectd la presencia de Meloidogyne incognita en las par-
celas elementales no desinfectadas con bromuro de metilo, utilizado como con-
traste en todos los ensayos. A lo largo del tiempo que se vienen realizando en-
sayos con pimiento no se ha detectado la presencia de Phytophthora capsici o
P. parasitica, o de otros patégenos teluricos, ni se han presentado problemas de
muerte de plantas por causas abidticas.
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Figuras 26. Invernadero E, donde se llevaron a cabo las reiteradas biosolarizaciones.

Los ensayos llevados a cabo en este invernadero relativos a la microbiota abar-
can campafas consecutivas desde el afio 2001 hasta el afio 2004, con lo que el
efecto de la desinfeccién se midié entre las campafias 2000/2001 y 2001/2002,
200172002 y 2002/2003 vy, por dltimo, entre la campafa 2002/2003 vy la
200372004, siendo de esta forma el invernadero donde se siguié el efecto mayor
ndmero de veces. En todas las campanas se realizé un disefio en bloques al azar con
3 repeticiones por tratamiento. La superficie de la parcela elemental era de 54 m?,
albergando tres filas de plantas separadas entre si 1 my en las que se plantaban 40
plantas separadas 0,40 m entre si, dejando un pasillo de 1 m en el lado Norte y otro
de 0,80 m en el lado Sur.

B) Invernaderos con cultivos comerciales
Invernadero Q

Propiedad de los hermanos Gregorio y Mariano Ros Martinez, socios de la co-
operativa Surinver S.C.L. se encuentra en el paraje Los Pinos del término munici-
pal de San Pedro del Pinatar (Murcia). El invernadero se viene cultivando ininte-
rrumpidamente de pimiento desde el afio 1985, con anterioridad se habian
realizado cultivos de meldn algunos afos, aunque desde su construccién en 1978
fue el pimiento el cultivo mas repetido. Es de tipo capilla simétrica y un pasillo cen-
tral de 0,80 m; esta construido con apoyos de madera, con ventilacién cenital y la-
teral en los lados mayores. Esté orientado en direccién Este-Oeste y tiene una su-
perficie de 1.600 m? y dispone de instalaciones de riego por goteo, a través del
cual se realiza la fertirrigacion. El suelo es franco-arcilloso, con deficiencias en el
drenaje, por lo que en ocasiones se presentaban problemas de asfixia radicular;
se tiene constancia de estar contaminado de Phytophthoray de Meloidogyne. Por
ello, hasta el ano 1991, se estuvo desinfectando reiteradamente con metam sodio
para hacerlo desde entonces y hasta el afio 2001 con bromuro de metilo.
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Los ensayos en este invernadero se llevaron a cabo en la campafa 2001/02.
Se planteé un disefio experimental de bloques al azar con tres repeticiones por
tratamiento. Las parcelas elementales estuvieron constituidas por dos claras de
2,25 m de anchura cada una, albergando cuatro filas de plantas separadas entre
si 1,125 m y una superficie de 54 m?; en cada fila se plantaron 30 plantas sepa-
radas entre si 0,40 m.

Invernadero Q°

También es propiedad de los hermanos Ros Martinez. Se encuentra situado
a poca distancia del anterior, en el mismo paraje de San Pedro del Pinatar. Fue
construido en 1998 en suelo cultivado con anterioridad de diferentes hortalizas.
Es de tipo parral o capilla, de 3.600 m? con ventilacién cenital y en los laterales
de los lados mayores; estd orientado en la direccién Norte-Sur y dispone de un
sistema automatizado de riego por goteo, que se utiliza para realizar la fertirriga-
cién. El suelo es franco-arcilloso, con menos del 1% de materia orgdnica, con
buen drenaje. No se ha detectado la presencia ni de Phythopthora ni de Meloi-
dogyne, tampoco se han presentado problemas de muertes de plantas por cau-
sas abidticas. Pese a todo, desde su construccidén se ha desinfectado el suelo
con bromuro de metilo todos los afios.

Los ensayos se han llevado a cabo en la campafia 2002/03. Se planteé un
disefio experimental de bloques al azar con tres repeticiones por cada tratamien-
to de métodos quimicos y no quimicos de desinfeccion del suelo. Las parcelas
elementales estuvieron compuestas por una clara de 3 m de anchura y una su-
perficie de 100 m? que albergaba tres filas de plantas separadas entre si 1 m.
En cada fila se plantaron 84 plantas separadas entre si 0,40 m.

Invernadero O

Situado en el término municipal de San Pedro del Pinatar (Murcia), es pro-
piedad de los hermanos Domingo y Ramén Martinez, socios de Surinver Sdad.
Coop. Ltda. Es de tipo parral con soportes metélicos, con aperturas de ventila-
cién en los laterales y en la cumbrera, orientacién Este-Oeste, con doble cubier-
ta de plastico. El suelo es franco arcilloso con menos del 1% de materia orga-
nica, con buen drenaje. Dispone de un sistema de riego y fertirrigacion
automatizado.

Tiene una superficie de 3.200 m? de 25 m de anchura. En él, se viene culti-
vando pimiento de forma ininterrumpida desde hace doce afios. La campafa an-
terior al estudio, la 2002/2003, se desinfecté con bromuro de metilo de la for-
mulacién 98:2 a 30 g'm™® con pléstico VIF. En la campaiia 2003/04 se planté la
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variedad Quito (tipo California rojo). El cultivo se realizé bajo criterios de agricul-
tura ecoldgica, encontrandose en el primer afio de conversion.

No se han detectado patégenos de suelo y no se tienen antecedentes. El suelo
no presentd incidencia ni de Phythopthora capsici ni de Meloidogyne incognita.

En la campana de estudio (2003-2004) se ensayaron diferentes formula-
dos comerciales de Trichoderma, aplicados en el semillero o en el terreno de-
finitivo, en suelo no desinfectado. El disefio experimental fue de bloques al azar
con tres repeticiones por tratamiento, incluido el testigo no tratado ni desinfec-
tado.

Invernadero B

Invernadero propiedad de los hermanos Visitacién y Antonio Pérez Garcia, so-
cios de Hortamira Sdad. Coop. Ltda, situado en el término municipal de San Ja-
vier (Murcia), en el Iimite con la provincia de Alicante, en el paraje de Los Roca
de El Mirador. Es de tipo capilla, con doble cubierta, orientado en la direccién
Este-Oeste, de 25 m de anchura y 3600 m® de superficie, con aperturas de ven-
tilacién en los laterales y en la cumbrera. El suelo es franco-arcilloso, pH 7-8, con
mds de 1,5% de materia organica, ya que se incorpora estiércol a razén de 2-3
kgm? todos los afios. Se viene cultivando de pimiento ininterrumpidamente
desde el afio 1986 en que se construyd.

El suelo esta infestado de Phytophthora capsici y Meloidogyne incognita,
siendo elevadas las densidades de indculo, a pesar de que se ha desinfectado
todos los afios precedentes con bromuro de metilo.

La campafa anterior a la del estudio (la 2002/2003), se desinfecté con bro-
muro de metilo a 30 gm™ con pléstico VIF. En la campafia 2003/2004, se culti-
v0 la variedad Orlando (tipo California rojo) bajo criterios de produccién integra-
da: criterios que se aplican desde el afio 1999.

Dispone de un sistema automatizado de apertura de ventilacion lateral y ce-
nital. A su vez, cuenta con un sistema mecanizado de apertura y cierre de mallas
antiinsectos. Asimismo, tiene una instalacién de riego por goteo que sirve para
realizar la fertilizacién mineral.

Se realizé un disefio de bloques al azar con 3 repeticiones por tratamiento.
Las parcelas elementales de cada tratamiento constaron de tres filas de plantas,
donde cada parcela tenia 56 m®.

En él se estudio la variacién de la poblacién fungica a lo largo del cultivo de
la campafia 2003/2004.
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Invernadero P

Es propiedad de José M? Saez Orts, socios de Surinver Sdad. Coop. Ltda, se
encuentra en el término municipal de Pilar de la Horadada (Alicante). Es de tipo
parral o capilla simétrica, con apoyos de madera y aperturas de ventilacién en los
laterales. El suelo es franco arcilloso, algo degradado por la acumulacién de
sales, con més de 1,56% de materia organica. Orientacién Norte-Sur, con una su-
perficie de 1.500 m? y una anchura de 16 m ltiles, ya que dispone de un pasillo
lateral en el lado Este. Se ha cultivado pimiento de forma ininterrumpida durante
los ultimos 20 afios de los 22 que tiene de antigliedad, desinfectdndose con bro-
muro de metilo todos los afios desde 1985. En la campafa anterior se desinfec-
t6 con bromuro de metilo (98:2, con pléstico VIF a 40 g'm?).

El suelo esta contaminado de Phytophthora capsici y de Meloidogyne incog-
nita, como se pudo constatar en las muestras recogidas al final de la campana
precedente (2001-02), pese a haberse desinfectado con bromuro de metilo.

Se ensayaron nuevos desinfectantes quimicos en comparacién con otros ya
conocidos. Se realizé un disefio de bloques al azar con dos repeticiones por tra-
tamiento. Las parcelas elementales estuvieron formadas por 2 claras del inver-
nadero. Cada clara albergaba dos filas de plantas, con una superficie de 44 m?,
siendo la superficie total del ensayo de 1.320 m® Se evalué la variacién de mi-
crobiota flngica a lo largo del cultivo en los diferentes tratamientos.
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3. EFECTO DE LA DESINFECCION SOBRE LA MICROBIOTA
EDAFICA O TELURICA

3.1. INTRODUCCION

En el concepto de gravedad de una enfermedad de origen edéfico, la densidad
de inéculo es uno de los factores que mas se ha magnificado. De hecho, la evalua-
cién de la eficacia de la desinfeccién de un suelo agricola se ha escorado hacia la
disminucién, si fuese posible, erradicacion, del inéculo patégeno. Lo que habitual-
mente se consigue es una merma del indculo del pardsito y un retraso —mas o
menos Util— en la expresién de la enfermedad. Pero con las desinfecciones no solo
mengua al patégeno, lo hacen también otros componentes de la microbiota teldri-
ca. A partir de aqui se ha comprobado, en menos ocasiones de las deseadas, como
pueden otros patégenos recolonizar el suelo y enfermar a las plantas. Ante hechos
asi la especulacion para su explicacion suele basarse en que con la desinfeccion
ha desaparecido parte de la microbiota antagonista, dejando espacio y alimento
para invasores de rapido crecimiento, como especies de Pythium (*hongo del azi-
car’, como se le ha denominado en esta memoria de tesis), Rhizoctonia solani; po-
tente descomponedor de celulosa y otros no patégenos de plantas.

Otra de las opiniones generalizadas en ciertos entornos, es que la desinfec-
cion del suelo lo degrada desde el punto de vista de su biologia. Ese término de
degradacion no ha sido mostrado en toda su amplitud. Quizés el caso més llama-
tivo e interesante para evaluar esa degradacién ha sido el estudio de suelos y
sustratos supresivos en los cuales la propiedad tiene un origen microbioldgico.
En estos casos, la desinfeccién provoca una pérdida de la supresividad al des-
aparecer o disminuir la microbiota que la confiere. En contrapartida, cuando en
un suelo desinfectado o estéril se introduce el o los microorganismos que produ-
cen la supresividad, raramente se consigue restituirla en condiciones de labora-
torio, y esa dificultad es mayor cuando se experimenta a escala real.

Otro exponente de esa degradacién microbiolégica del suelo lo conforma la
denominada “fatiga del suelo”. En este caso el fenémeno se atribuye —aunque
con muy poca base experimental, esa es la verdad— a un incremento de la mi-
crobiota no patégena de los suelos cuando se practica, y es el caso mas gene-
ral, el monocultivo de una especie vegetal.
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Este apartado acoge, como OBJETIVO PRINCIPAL, de alguna manera, esa
‘degradacién” del suelo cuando se desinfecta, ya sea utilizando desinfectantes
quimicos como combinaciones de solarizaciéon o con adicién de materia organi-
ca. Para ello, se ha muestreado el suelo desnudo antes y después de las apli-
caciones desinfectantes tratando de evaluar el efecto desinfectante.

De los resultados que méas adelante se exponen, se desprende que es la
planta la que tiene asociados determinados géneros de hongos, que se repi-
ten una y otra vez independientemente de los tratamientos efectuados y que
siempre aparecen para unos suelos de similares caracteristicas, en la linea
de lo que afirmaran GARBEVA et al. (2004), indicando que en unas ocasiones,
es el tipo de suelo y en otras la planta, el factor clave para el establecimien-
to de una determinada diversidad de microorganismos que interactian con la
planta.

Queda sefialar la escasa bibliografia existente respecto al estudio sobre la
microbiota fungica de lo que se presenta antes y después de la desinfeccion.
Afortunadamente, gracias al interés surgido en los ultimos afios por el control
de las enfermedades mediante procedimientos no quimicos, se han visto im-
pulsados trabajos como los llevados a cabo por ReYES et al. (2004a y 2004b).
Estos dltimos sf que guardan gran similitud con los descritos en el presente
trabajo. En ellos, se analiza la variacion de las poblaciones de Fusarium spp.
Pythium spp. y Phytophthora spp. antes y después de realizar tratamientos de
desinfeccién como la biofumigacioén, la solarizacién y la combinacién de ambos
en el olivar. También destacan los trabajos emprendidos por DE CAL et al.
(2004, 2005) al ensayar diferentes desinfectantes quimicos en viveros de
fresa en Castilla-Ledn.

3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Planteamiento de los ensayos

Dentro del estudio de las alternativas al bromuro de metilo que ya se habia
puesto en marcha antes de iniciar el trabajo, enmarcado en el Proyecto de Inves-
tigacion Nacional titulado: “Alternativas al bromuro de metilo respetuosas con el
medio ambiente y viables econémicamente’, éste se enfocé de manera que se
pudiera obtener la mayor informacién posible acerca de las diferentes variantes
planteadas.

De esta forma, se eligieron diversos invernaderos con diferentes historiales
de desinfeccién, de antigliedad, de colonizacién o no de patégenos limitantes del
cultivo, comerciales o no, para estudiar una posible situacién discriminante res-
pecto a la microbiota del suelo.
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Asi, se evalué el efecto sobre la microbiota fungica del suelo desinfecta-
do por medios quimicos (1,3 dicloropropeno-+cloropicrina (Telone C-35), 6xido
de propileno, cloropicrina, dimetildisulfito (DMDS), metam sodio, todo ello a di-
ferentes dosis y/o con plasticos impermeables), no quimicos (biofumigacién
sola, biosolarizacion, biosolarizacién reiterada, biofumigacion reiterada con so-
larizacidn, biosolarizacién con o sin restos de plantas) e incluso bajo la efica-
cia de agentes de biocontrol (Trichoderma aplicada en el semillero o en el
trasplante).

Para la interpretacion de los resultados que a continuacién se exponen, re-
sulta conveniente realizar las siguientes puntualizaciones. La repercusién o el
efecto de los desinfectantes sobre la microbiota flngica se analizé bajo dos pun-
tos de vista:

Por un lado, se evalud, dentro de las limitaciones ya indicadas, la eficacia
de los desinfectantes empleados. De esa forma se podria especular
sobre, équé densidad de microbiota fungica ha quedado después de la
desinfeccién? Para ello, se realizé6 un andlisis de varianza de los trata-
mientos para una fecha dada, en este caso, para antes de la desinfec-
cién, datos que a su vez se corresponden con los de la finalizacién del cul-
tivo anterior siendo la variable independiente el desinfectante empleado y
la dependiente, la densidad de hongos presente. Asi, se compard la den-
sidad de inéculo en las parcelas elementales para cada desinfectante, en
base a que tuvieran antecedentes que no fueran comunes. De andloga
forma, se realizé el andlisis de la varianza después de llevar a cabo los tra-
tamientos de desinfeccién comparando entre tratamientos después de la
desinfeccién. Se veria asi cudl de ellos arrojaria una menor densidad de
colonias.

Por otro lado, se pretendié conocer la repercusion del empleo de cada
uno de los desinfectantes (ahora ya de manera individual) sobre la densi-
dad fungica medida antes de efectuar la desinfeccién con el producto y
después. Se tendria conocimiento asi de la eficacia de cada uno de los
desinfectantes en particular. Para ello, se realizé un andlisis de la varian-
za para cada tratamiento, comparandose la densidad fungica de antes
con la de después de la desinfeccion.

Otra puntualizacién, necesaria también para entender los resultados, es que
en las parcelas que fueron objeto de desinfecciones con enmiendas organicas,
ya fueran o no posteriormente solarizadas, el proceso de desinfeccion se realizé
mucho antes que con los desinfectantes quimicos. Es decir, ademés de ser ne-
cesario realizarlo en verano para aprovechar las altas temperaturas y la radiacion
solar, se trata de desinfecciones basadas en procesos biolégicos, con lo cual el
tiempo necesario para que se multipliquen los microorganismos responsables del
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proceso y tengan lugar las fermentaciones es mayor que cuando se trata de pro-
ductos quimicos, transcurriendo generalmente unos dos meses. En el caso de las
desinfecciones con quimicos, éstas se llevaban a cabo, cuando ya se habian bio-
fumigado o biosolarizado las otras parcelas, y en cuestién de una semana-diez
dias, terminaba este otro tipo de proceso.

De esta forma, el suelo desinfectado permanecia aproximadamente un mes
desnudo a la espera del trasplante, como suele ser habitual en la zona después
de la desinfeccion, aunque previamente, se aireara el suelo y se hicieran las la-
bores preparatorias para recibir las plantas. Conviene recalcar lo de la aireacién
para cualquier tratamiento realizado, especialmente para el caso de las desinfec-
ciones quimicas, con objeto de evitar, entre otros motivos, fototoxicidades. Justo
en ese momento de permanecer desnudo, antes de ser labrado, era cuando se
hacfan los muestreos que en el texto se reflejan como los de después de la des-
infeccion.

Se ha pretendido asi que se entienda lo que significa que en un mismo inver-
nadero el muestreo de antes de la desinfeccién venga a realizarse en julio-agos-
to (para los tratamientos de biofumigacién y biosolarizacién) y el de después de
la desinfeccidn, se efectle a veces, hasta seis meses mas tarde.

3.2.2. Localizacion y caracteristicas de los invernaderos

Los invernaderos cuyos suelos fueron objeto de estudio para conocer el
efecto de los tratamientos de desinfeccién sobre la microbiota fungica, se lo-
calizaron en el Campo de Cartagena, en las zonas ya detalladas en el apar-
tado 2.2.
3.2.3. Tratamientos evaluados
3.2.3.1. Desinfectantes quimicos
INVERNADERO H

El efecto que tuvieron los desinfectantes sobre la microbiota fingica del
suelo fue medido entre el final de la campafa 2002/2003 y el inicio de la
200372004, es decir, en el afio 2003. Concretamente, se comparé la poblacién
existente entre el muestreo del 28/07/2003 (antes de realizar la desinfeccién) y
el del 13 de enero del afio siguiente (poco después de realizar la desinfeccidn),

una semana antes de que se estableciera el cultivo.

Los tratamientos que se evaluaron se reflejan en la Tabla H.1.a.
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Tratamientos realizados en el invernadero H para evaluar su efecto sobre la microbiota
fangica, ingredientes activos de los formulados, dosis aplicadas, plastico empleado
para cubrir el suelo y formulado comercial de los mismos

Tratamiento Ingrediente activo Dosis Film* |  Formulado Comercial
{elone C-35 1,3—Dicloropropenn:cloropicrina (50:50) 50 gm? PE | Telopic de Dow Agrosciences
Ox. propileno | Oxido de propileno 600 [:ha' 60 cm*m?* PE | Propozone de Aberco

BM 98:2 Bromuro de metilo: cloropicrina (38:2) 30 gm? VIF | Metabrom de Eurobrom

* PE = Polietileno; VIF = Film virtualmente impermeable.

Los suelos de las parcelas que se desinfectaron con 1,3 dicloroprope-
no+cloropicrina fueron los que el afio anterior también habfan sido desinfectados
con el mismo producto, los que se desinfectaron con éxido de propileno ya se
desinfectaron el afo anterior con éxido de propileno y lo mismo sucedié con los
que fueron bromurados. Como se puede comprobar, en este caso no hubo testi-
go sin tratar, sino que fue el bromuro de metilo el tratamiento considerado como
referente, puesto que era el fumigante a sustituir.

El bromuro de metilo se aplicé en fumigacién en frio el 05/11/2003, utilizan-
do para ello un dosificador volumétrico (Nolia McLean Co, Belmony LA 50) de 3
libras (1lb = 435,75 g) de capacidad y 0,1 Ib de precision. El suelo preparado
como se describe a continuacion, se cubrié con el plastico el 10/11/2003 y al
dia siguiente se aplicé el producto, retirandose el plastico una semana después.
En este caso, el bromuro actué como tratamiento de referencia, por carecer de
parcelas testigo.

Tanto el 1,3 dicloropropeno +cloropicrina como el éxido de propileno se apli-
caron en el agua el dia 03/11/2003 al ser el primero una solucién emulsiona-
ble (densidad 1,3) y ser soluble en agua el segundo (densidad 1) mediante un
Venturi instalado en la manguera principal de riego del invernadero. Cada trata-
miento se aplicé de forma independiente, oscilando la presién en el Venturi entre
0,9 y 1,0 kgem? y la del cabezal de riego entre 1,8 y 2 kgm™ La cantidad de
producto a aplicar se midié con una balanza digital de gancho de 150 kg de ca-
pacidad y 0,01 kg de precisién. El tiempo de incorporacién de los productos os-
cilé entre 50 y 60 minutos.

En todos los casos, el suelo se preparé para la desinfecciéon de la misma
forma: al finalizar el cultivo anterior se retiraron los restos de las plantas, se die-
ron dos pases cruzados de subsolador y cuatro dias después un pase de fresa-
dora, permaneciendo abierto el invernadero hasta el momento de la aplicacién
de los productos. Llegado el momento se extendieron las mangueras de riego
(Figura 27) (separacién entre mangueras de 1 m, entre emisores dentro de la
misma manguera 0,40 m, caudal de los emisores 3 I'h™"), se comprobé el funcio-
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namiento de los emisores y se cubrié cada parcela con plastico (Figura 28), en-
terrandolo en los bordes en una surco se 15 cm. Dos dias seguidos antes de la
aplicacién de los productos en el agua, se dieron sendos riegos de 30 I'm™=
Antes de la incorporacion del producto se ajusto el Venturiy se regé durante 15
minutos. Se incorporé el producto durante el tiempo antes indicado, regando du-
rante otros 15 minutos mas para lavar las tuberias y sellar la aplicacion. A con-
tinuacién se cerr6 el invernadero y se mantuvo el plastico de sellado durante 5
semanas para el caso de las parcelas desinfectadas con 1,3 dicloropropeno +
cloropicrina y con 6xido de propileno.

Figuras 27 y 28. Preparacion del terreno y extension de ramales de riego (izquierda) y comprabacidn
de su funcionamiento (derecha).

3.2.3.2. Desinfectantes no quimicos
INVERNADERO CH

Se evalug el efecto de la desinfeccién del suelo por medios no quimicos, entre
el final de la campafa 2002/2003 y el inicio de la 2003/2004, es decir, en el afio
2003, comparando la poblacién existente entre el muestreo del 28/07/2003 y el
1 de diciembre del mismo afio, en este caso, dos semanas antes de establecer
el cultivo, en este invernadero experimental.

El suelo del invernadero habfa sido desinfectado el afio anterior por métodos
no quimicos, repitiéndose algunos tratamientos en las mismas parcelas elemen-
tales, al tiempo que se redujo la cantidad de enmienda organica utilizada para la
biofumigacion.

Los tratamientos que fueron analizados antes y después de la aplicacién para
medir su efecto sobre las poblaciones flngicas quedan detallados en la Tabla CH.1.a.
Como se aprecia, se compard el efecto de la biofumigacion reiterada afiadiendo res-
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tos de plantas con la biofumigacion reiterada y posterior solarizacién con y sin restos
de plantas teniendo ademés parcelas sin desinfectar y otras bromuradas.

Tratamientos realizados en el invernadero CH para evaluar su efecto sobre
la microbiota fingica, enmiendas y dosis aplicadas, plastico empleado para cubrir
el suelo y formulado comercial de los mismos

Tratamiento*® Producto o enmienda Dosis Film® | Formulado Comercial
Testigo
BM 98:2 Bromuro de metilo:cloropicrina (38:2) 30 gm? VIF | Metabrom de Eurobrom
B 2° afio +S Estiércol fresco de oveja + gallinaza | b kgm®2 kgm? | PE
B 2° afio + S + plantas | Estiércol fresco de oveja + gallinaza | b kgm®2 kgm? | PE
B 2° afio + plantas Estiércol fresco de oveja + gallinaza | 5 kgm®2 kgm? | -

B = Biofumigacidn, * S = Solarizacidn, © VIF = Film virtualmente impermeable, PE = Polietileno.

El bromuro de metilo se aplicé el 05/11/2003 y todos los tratamientos de bio-
fumigacion en las diferentes versiones ensayadas comenzaron el 18/08/2003,
para retirar el plastico de sellado seis dias después en el caso del bromuro de me-
tilo y méas de dos meses después, el 28/10/2003 en los demas casos.

El bromuro de metilo que sirvié de contraste para evaluar los efectos se apli-
c6 de la forma ya indicada para el invernadero H, incluida la forma de prepara-
cién del suelo para la desinfeccién.

La biofumigacién consistié en lo siguiente: se preparé el suelo para la desin-
feccién de la misma forma que se indicé para el invernadero H y que es habitual
hacerlo para cualquier forma de desinfeccion. A continuacién se deposité (Figu-
ra 29) y se extendié la enmienda organica (Figura 30) (en esta ocasion com-
puesta por una mezcla de estiércol fresco de oveja y de gallinaza) y se enterré
mediante una labor profunda de fresadora, dejando el suelo bien desmenuzado
y nivelado en superficie. Cuando se incorporaron al suelo los restos del cultivo de
pimiento precedente, se trituraron mediante un pase de fresadora antes de dis-
tribuir la enmienda orgénica. Luego se extendieron las mangueras de riego (go-
teadores de 3 I'h, dispuestos a 0,40 m en la linea) separadas 0,50 m entre si,
se comprobd el funcionamiento de todos los emisores y se regé durante 3 horas
seguidas. Al dia siguiente se regé durante otras 3 horas seguidas y a los 7 dias
se volvié a regar durante una hora. Las hierbas que emergieron y crecieron en
las parcelas biofumigadas se eliminaron mediante un tratamiento con Gramoxo-
ne (paraquat) a las tres semanas de iniciada la desinfeccién.

El proceso de desinfeccién mediante biosolarizacién tiene una parte comun
con la aplicacién de bromuro de metilo antes descrita, ya que, antes de regar se
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cubre el suelo con plastico y se entierra en los bordes tal como se hace para la
desinfeccién quimica con productos peligrosos. En el caso de utilizar los restos
del cultivo precedente como biofumigante se procedié de forma similar a como
se ha descrito para la biofumigacién. La forma de humedecer el suelo después
de cubrirlo con el plastico fue la misma que en el caso de la biofumigacidn, si bien
no se regd a los siete dias de haber efectuado el segundo riego. El plastico de
sellado permanecié hasta finales de octubre de 2003, como ya se ha referido.

Figuras 29 y 30. Detalle de la aplicacion (izquierda) y distribucion (derecha) de estiércol a las parcelas
de los correspondientes tratamientos.

INVERNADERO E

En este invernadero, se estudié el efecto de la desinfeccién por medios no
quimicos sobre la poblacién fungica del suelo durante tres afios consecutivos,
aprovechando un ensayo donde se media la eficacia desinfectante de la biosola-
rizacién, aplicada de forma reiterada en el mismo suelo, al tiempo que se reducia
la cantidad de enmienda orgénica (una mezcla de estiércol fresco de oveja y ga-
llinaza) utilizada en el proceso. La reduccién era la siguiente:

1= afio: 7 kg:m? de estiércol fresco de oveja + 3 kgm? de gallinaza.
2 aio: b kgm? de estiércol fresco de oveja + 2,5 kgm? de gallinaza.
3" afo: 4 kg:m? de estiércol fresco de oveja + 2 kgm? de gallinaza.
4* afio: 3 kgm® de estiércol fresco de oveja + 1,5 kgm? de gallinaza.
5 afo: 2 kgm? de estiércol fresco de oveja + 0,5 kgm? de gallinaza.
6° afio: 2 kgm? de estiércol fresco de oveja + 0,5 kgm? de gallinaza.

Los ensayos de reduccion de la enmienda orgdnica conforme se reiteraba
el proceso, comenzaron en la campafa 1998-99, encontrandose al final de la
campafa 2000-01 en el tercer afio de ejecucion, es decir, que al comenzar
aqui los ensayos, habrian parcelas elementales en las que se habia reiterado la
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biosolarizacién durante 3 afos consecutivos, otras con 2 afos de reiteracion y
otras con un afio.

Para medir por primera vez en este invernadero el efecto de la desinfeccién
sobre la microbiota del mismo, se realizé un muestreo en el afio 2001, concretamen-
te el 06/08/2001, justo antes de emprender la desinfeccién, para comparar méas
adelante con el realizado después de la desinfeccion, exactamente, el 03/12/2001,
un mes antes de establecer el cultivo, que se efectud el 9/1/2002 con la variedad
Ribera.

Las biosolarizaciones comenzaron el 28/08/2001, retirandose los plésticos dos
meses después, el 29/10/2001, mientras que el bromuro se aplicé el 8/11/2001,
levantandose los plésticos una semana después (Figura 30).

En la Tabla E.1.a. se indican los tratamientos realizados, cuyo efecto fue eva-
luado mediante andlisis microbiolégico del suelo. A las parcelas que actuaron de
control se les aplicé una enmienda de crisantemo al suelo.

Tratamientos realizados en el afio 2001 en el invernadero E para evaluar su efecto
sobre la microbiota fangica, enmiendas y dosis aplicadas, plastico empleado para cubrir
el suelo, asi como el formulado comercial de los mismos

Tratamiento® Poducto o enmienda Dosis Film?é | Formulado Comercial
Testigo + crisantemo | Crisantemo 20 ko/parcela
BM 98:2 Bromuro de metilo: cloropicrina (98:2) 30 gm? VIF | Metabrom de Eurobrom
B+ S 2 aio Estiércol fresco de oveja + gallinaza |5 kgm®2b kgm?| PE
B+ S & a0 Estiércol fresco de oveja + gallinaza | 4 kgm®2 kgm? | PE
B+ S 4 aio Estiércol fresco de oveja + gallinaza |3 kgm®1b kgm?| PE

" B + § = Biosolarizacion, ° VIF = Film virtualmente impermeable, PF = Polietileno.

De nuevo, el efecto se midié al afio siguiente, en el afo 2002, siendo las
muestras de suelo de antes de la desinfeccién las correspondientes al muestreo
realizado el 12/08/2002 y las de después, las del dia 05/12/2002, dos sema-
nas antes de trasplantar.

Las biosolarizaciones se realizaron el 14/08/2002, permaneciendo el suelo
cubierto de plastico hasta casi tres meses después, hasta el 04/11/2002, mien-
tras que el bromuro de metilo se aplicé el dia 12/11/02, retirdndose la cubierta
plastica cuatro dias después.

En la Tabla E.2.a. se detallan los tratamientos realizados, comparando la rei-

teracion de las biosolarizaciones con el bromuro de metilo, considerado en este
caso como el referente.
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Tratamientos realizados en el afio 2002 en el invernadero E para evaluar su efecto sobre
la microbiota fangica, enmiendas y dosis aplicadas, plastico empleado para cubrir el suelo,
asi como el formulado comercial de los mismos

Tratamiento* Producto o enmienda Dosis Film?é | Formulado Comercial
BM 98:2 Bromuro de metilo:cloropicrina (98:2) 30 gm? VIF | Metabrom de Eurobrom
B+ S 1 afo Estiércol fresco de oveja + gallinaza | 7 kgm®2.b kgm?| PE
B+ S 3”afo Estiércol fresco de oveja + gallinaza | 4 kgm®2 kgm® | PE
B+ S 4 aio Estiércol fresco de oveja + gallinaza |3 kgm®1,5 kgm?| PE
B+ S5 aio Estiércol fresco de oveja + gallinaza | 2 kgm*05 kgm?| PE

* B + § = Biosolarizacion, © VIF = Film virtualmente impermeable, PE = Polietileno.

Los muestreos correspondientes al afio 2003, se realizaron con los mismos
criterios que en las anteriores campafas. Las muestras de suelo se recogieron el
12/08/2003, justo antes de realizar las biosolarizaciones y el 22/12/2003, des-
pués de desinfectado el suelo y dos semanas antes de trasplantar.

Las biosolarizaciones se realizaron el 12/08/2003, permaneciendo el suelo
cubierto de plastico hasta casi tres meses después, hasta el 03/11/2003, mien-
tras que el bromuro de metilo se aplicé el dia 05/11/03, retirdndose la cubierta
plastica dos semanas después.

Tratamientos realizados en el afio 2003 en el invernadero E para evaluar su efecto
sobre la microbiota fangica, enmiendas y dosis aplicadas, plastico empleado para cubrir
el suelo, asi como el formulado comercial de los mismos

Tratamiento* Producto o enmienda Dosis Film?® | Formulado Comercial
BM 98:2 Bromuro de metilo:cloropicrina (38:2) 30 gm? VIF | Metabrom de Eurobrom
B+ S 72 afo Estiércol fresco de oveja + gallinaza | 5 kgm?2 kgm? | PE
B+ S 4 afo Estiércol fresco de oveja + gallinaza |3 kgm?1,5 kgm?| PE
B+ S5 afo Estiércol fresco de oveja + gallnaza |2 kgm0 kgm?| PE
B+ S 6 aio Estiércol fresco de oveja + gallinaza | 2 kgm®0b kgm?| PE

" B + § = Biosolarizacion, ° VIF = Film virtualmente impermeable, PE = Polietileno.

INVERNADERO Q

En este invernadero comercial se evaluaron los efectos en el ano 2002
de un desinfectante quimico con agentes de biocontrol (formulados comer-
ciales), teniendo como contraste suelo desinfectado con bromuro de meti-
lo. Se analizaron las muestras de suelo antes de realizar la desinfeccién, el
dia 11/07/2002 y después, el 13/01/2003, escasos dias antes de tras-
plantar.
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El suelo del invernadero habia sido objeto de evaluacion de alternativas al
bromuro de metilo el afio anterior con parcelas en las que se combiné el efecto
de la solarizacién y el metam sodio y se aplicaron agentes de biocontrol sobre
suelo solarizado, tomando como referencia el suelo bromurado.

Para la aplicacion del metam sodio a través del sistema de riego, tras labrar
el suelo, se extendieron los ramales de riego, se colocé el pléstico sellandolo en
los bordes (Figuras 31y 32) y se humedeci6 el suelo, durante tres o cuatro horas
los dos-tres dias anteriores a la aplicacion. El producto se incorporé mediante un
Venturi instalado a la entrada de la tuberia de agua al invernadero. Tras la incor-
poracién del producto, se regé durante 30 minutos para favorecer la penetracién
del producto y el lavado de las tuberias.

. ]

1

Figuras 31 y 32. Detalle de la forma de sellar los bordes del pléstico para una correcta
cubricion del suelo (izquierda) y del aspecto que presenta el invernadero al realizar

las biosolarizaciones, en donde las parcelas sin cubrir corresponden a las que eran testigo

0 iban a ser mas adelante bromuradas (derecha).

La aplicacién del bromuro de metilo se realizé el 20/09/2002 y la del metam
sodio, el 07/10/2002. Los plasticos se retiraron en ambos casos el
17/10/2002, mientras que la aplicacién de Trichoderma se realizé en el semille-
ro a principios de octubre. Los tratamientos evaluados, asi como las dosis de apli-
cacién de cada producto o agente vienen referidas en la Tabla Q.1.a.
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Tratamientos realizados en el afio 2002 en el invernadero Q para evaluar su efecto sobre

la microbiota fangica, ingredientes activos de los formulados, dosis aplicadas,
plastico empleado para cubrir el suelo y formulado comercial de los mismos

Tratamiento Ingrediente activo Dosis Film* Formulado Comercial®
BM (38:2) Bromuro de metilo: cloropicrina (38:2) 40 gm? VIF | Metabrom de Eurobrom
Metam sodio | Metam sodio (N-metildiocarbonato de sodio) | 50 gm* PE | Metam Sodio 50 de Taminco
Sré%fg%f ma Trichoderma harzianum 1,510° conidias/g | 0,75 g’ PE | Trianum G de Koppert

" PE = Polietileno, VIF = Film virtualmente impermeable, ® G = Granulado.

3.2.4. El analisis estadistico de los datos

En cuanto a los andlisis realizados para conocer el hipotético cambio sufrido
en las poblaciones flngicas, se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) facto-

rial para cada uno de los géneros aislados y para el total de los mismos.

Los andlisis se plantearon de la siguiente forma:

Se analizaron los datos correspondientes con el muestreo de antes de re-
alizar la desinfeccién y con el de después de la desinfeccién con objeto
de comparar el comportamiento de todos los desinfectantes empleados
entre si y ver asi la variacion de densidad de indculo estimada entre las
parcelas. Para cada momento de muestreo (antes o después), las varia-
bles independientes fueron el tratamiento y la repeticién, y la dependien-
te, el género o especie analizada.

En el caso de analizar el efecto de cada uno de los tratamientos se com-
pard, para cada uno de ellos de manera individual, antes y después sobre
cada poblacion en particular y en total. Para cada tratamiento, las varia-
bles independientes fueron el momento de muestreo (antes y después) y
la repeticion y la variable dependiente, el género o especie analizada.

De la forma asf descrita, se conocié lo que sucedia antes y después de rea-
lizar las desinfecciones, lo que compone la primera parte de los resultados.

Ademas, se comparé el efecto de determinados desinfectantes en distin-
tos invernaderos y en diferentes campanas de cultivo para apreciar més
claramente su efecto sobre las poblaciones fingicas.

Para normalizar los datos de todos los andlisis, se empled la transformacion
J (x+0,5), como ya hicieran RODRIGUEZ MOLINA et al. (2001), por ser la que mayor
informacién proporcionaba para la interpretacién de los resultados.
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El método empleado para la comparacion de las medias fue el procedimien-
to de las menores diferencias significativas de Fisher (LSD) al 95%.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el propésito de que se comprenda mejor el alcance de los resultados a
los que se ha llegado, se requiere tener en cuenta algunas observaciones de dis-
tinta naturaleza.

En primer lugar, indicar que los invernaderos sobre los que mas se ha tra-
bajado a lo largo de estos afios han sido los que tenian una naturaleza por
asi decirlo, experimental y esos van a constituir la base a la que se refieran
tanto las discusiones realizadas como las conclusiones a las que se llegue.

Anotar también que se debe tener presente que estos invernaderos, H,
CH y E no tenian patégenos flngicos limitantes del cultivo (Phytophtho-
ra capsici), dato fundamental para extrapolar los resultados. Los otros in-
vernaderos, los que tenian cultivos comerciales, serviran para corroborar
o contrastar los ensayos anteriores, en cierto modo, porque éstos no han
sido tan reiterados.

Se debe sefialar ademas, que no siempre se contaba con unas parcelas
testigo, como ya se habré apreciado, por el coste econémico que suponi-
an en relacion a la produccién obtenida. Ya se tenfa conocimiento de que
un primer afo sin realizar ningun tratamiento, se traducia en una pérdida
del 20% de la produccién, el segundo un 40%, y asi sucesivamente.

Por dltimo, destacar que los graficos no se han podido representar todas a
la misma escala ya que a veces se daban densidades muy altas que no per-
mitirian visualizar las diferencias entre otras mucho menores. Por eso se han
‘cortado” algunas barras y se ha indicado la densidad en UFC.g" de suelo
seco en donde se crey6 conveniente.

3.3.1. Desinfectantes quimicos
Eficacia de los desinfectantes

Se midi6 el efecto de los tratamientos realizados sobre la poblacién flngica del
suelo. Las poblaciones de hongos de suelo presentes en cada parcela experimental
se midieron antes y después de realizar los tratamientos de desinfeccién. La evalua-

ciéon de la efectividad de cada uno de los tratamientos se realizd en relacion al nime-
ro de U.F.C. por gramo de suelo seco, tal y como hicieran De CAL et al. (2004, 2005).
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En cuanto a los resultados que se expresan a continuacion, conviene realizar la
siguiente observacion: los altos errores tipicos asociados a las medias obtenidas de
U.FC.g" de suelo seco. Ello indica la alta variabilidad de los datos obtenidos como
consecuencia del método empleado y su cardcter eminentemente cualitativo para
tener conocimiento de la presencia o ausencia de determinados géneros de hon-
gos, consideracion ya planteada en el apartado 2.1.3.1.1. de material y métodos.

Todo lo cual hace que los resultados deban ser tenidos en cuenta con pre-
caucion, a pesar de haber analizado cada muestra en 10 placas de Petri para el
andlisis de la microbiota total y en 16 para el andlisis de la microbiota fusarica
para cada repeticion del tratamiento.

Los hongos habitualmente encontrados en los suelos de los invernaderos de
pimiento han correspondido a los géneros Aspergillus spp., Fusarium, spp. Peni-
cillium spp., Rhizopus spp. y Trichoderma spp.. Este Uultimo se detectaba casi ex-
clusivamente en aquellos invernaderos en los que se aplicé a las plantas.

Esporéadicamente, fueron otros los géneros aislados como Cladosporium spp.,
Alternaria spp., Morteriella spp. o Chaetomium spp. pero dada su baja frecuencia
no se han tenido en cuenta a la hora de expresar los resultados.

En cuanto a lo referente al género Aspergillus spp. las especies que se aislaron
de forma sistematica fueron Aspergillus flavus Link y Aspergillus niger van Tiegen.

Con frecuencia, las especies aisladas correspondientes al género Penicillium
spp. en los andlisis de suelo fueron P. expansum'y P. italicum.

Respecto al género Rhizopus spp. las especies frecuentemente aisladas fue-
ron Rhizopus stolonifer y Rhizopus nigricans.

Cuando era aplicado como formulado comercial, la especie habitualmente
aislada fue Trichoderma harzianum.

INVERNADERO H
a) MICROBIOTA TOTAL

Respecto a la eficacia de los desinfectantes, se aprecia en la Tabla 3.H.1, la
comparacién entre la densidad de hongos soportada antes de realizar la desin-
feccidn y la soportada después de la misma respecto a los mismos desinfectan-
tes empleados en ambas campafias. Asimismo, se ha expresado el porcentaje de
cada género (especie en el caso de F. solani) respecto del total para determinar
la importancia relativa de cada uno de ellos.
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En dicha Tabla, se observa que las parcelas que habian sido tratadas con
6xido de propileno a la dosis de 600 I'ha™ fueron las que soportaron mayor den-
sidad de hongos antes de realizar la desinfeccién. Las que menos, bromuro de
metilo y 1,3 dicloropropeno+cloropicrina, que no se diferenciaron entre si.

La proporcién de cada uno de los géneros fue relativamente importante, aun-
que se encontraba dominada por Aspergillus spp.

En cuanto a la evaluacion de cada uno de los desinfectantes sobre la micro-
biota fdngica antes y después de realizar la desinfeccién, ésta sélo tuvo repercu-
sién en el cémputo total de hongos en el caso de Telone C-35 que si logré re-
ducir el inéculo presente (Tabla 3.H.2.). El resto de tratamientos analizados no
mostré diferencias significativas. De nuevo, Aspergillus spp. fue el género mayo-
ritariamente aislado.

Tabla 3.H.1. Variaciones de la microbiota fangica total expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco
y porcentaje de cada género en el invernadero H para los diferentes tratamientos antes
y para los diferentes tratamientos después de realizar la desinfeccion*

Antes Después
ou | [l w [ f (o [ B w [

Aspergillus | 4.85a | 53,89 | 586a | 6927 | 853b | 6226 |10,03b 82,72 | 1.83a | 7320 |12,66b | 85,17
Fsolani | 060a | 667 | 116a | 1371 | 2400 1762 | 026a | 204 | 040a | 1600 | 153b | 1037
Rhizopus | 2200 | 2444 | 143a | 1690 1203ab | 1482 | O16a| 126 | 020a | 800 | 0A46b | 312
Penicifium | 1,35¢ | 15,00 | 0,00a - | 073b| 533 | 1,76b| 1383 | 006a | 240 @ 010a 068
Total 9,00a | 100 ' 8A46a | 100 |13,70b 100 |12,73b 100 | 2,50a = 100 | 14,76h 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos antes de la desinfeccion y entre tratamientos después de la
desinfeccion indica diferencias estarjistinameme significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). BM 30: Bro-
muro de metilo 30 g:m® OP 600: Oxido de propileno a 600 Iha'.

Tahla 3.H.2. Efectos de los desinfectantes sobre los hongos mayoritariamente aislados expresado en
10° U.F.C..g" de suelo seco antes y después de realizar la desinfeccion en el invernadero H*

BM Telone C-35 0P 600
Antes Después Antes Después Antes Después
Aspergillus 4.8ba 10,63 5.87b 1,83a 8,53a 12,67b
F. solani 0,60ns 0.27ns 1,17b 040a 240ns 1,03ns
Rhizopus 2,200 017a 143b 020a 2,03 047a
Penicillium 1,35ns 1.1ns 0.00ns 007ns 0,73ns 0,10ns
Total 9,00a 12,73ns 847h 2,00a 13,700 14,71ns

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre antes y después de la desinfeccion para cada tratamiento indican dife-
rencias estadisticamente significativas (p<[],[]'5)‘ Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). ns: no difieren significativamente, BM
30: Bromuro de metilo a 30 g-m?, OP 600: Oxido de propileno a 600 -ha’.
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El tratamiento con bromuro de metilo no presenté diferencias significativas
antes y después de la desinfeccion. A excepcién de Aspergillus spp. que aumen-
t6 en algo méas de un 50% y Rhizopus spp. que disminuyé su densidad en mas
de un 90% (Tabla 3.H.3.).

Los resultados, contrastan asi con los trabajos de De CAL et al. (2004, 2005)
donde afirman que todos los desinfectantes quimicos empleados en viveros de
fresa lograron reducir las poblaciones de hongos del suelo cuantitativamente.

Con el 6xido de propileno no se obtuvieron diferencias significativas tras la des-
infeccion en el cémputo total de hongos aislados, con la particularidad de la reduc-
cién de densidad de Rhizopus spp. y el ligero aumento (32%) de Aspergillus spp.

Porcentaje de variacion de los hongos después de la desinfeccion respecto
del desinfectante empleado en el invernadero*

BM 30 Telone C-35 0P 600

Aspergillus +53.94% -68.82% +32,67%
F. solani - -65,81% -
Rhizapus -92.21% -86,01% -16.84
Penicillium - - -
Total - -10,48% -

* Porcentajes expresados con el signo positivo indican un aumento y con el signo negativo una reduccion en la densidad de hongos medida. BM 30:
Bromuro de metilo 30 g:m® OP 600: Oxido de propileno a 600 Iha'.

Las parcelas desinfectadas con Telone C-35 (1,3 dic+pic), lograron reducir
entre un 65% y un 90% las densidades de hongos presentes (Tabla 3.H.3.), sien-
do, con diferencia respecto del bromuro de metilo en donde mejor se control6 el
in6culo medido.

Puede apreciarse asi el efecto de los quimicos aplicados, como lo hicieran D
CAL et al. (2004, 2005). O, como lo apreciaron TELLO y LAcASA (1990) usando
una metodologia anédloga para suelos de invernaderos de la misma zona (Campo
de Cartagena) cultivados con clavel y desinfectados con bromuro de metilo més
metam sodio y bromuro de metilo solo.

En el caso de afiadir estiércol después de la desinfeccién, la presencia de los
componentes de la microbiota se incrementd notablemente pese a los tratamien-
tos. Los resultados difieren, igualmente, en lo concerniente a los géneros encontra-
dos siendo Cladosporium, Penicillium, Alternaria los més abundantes después de
Fusarium. En la introduccién general de esta memoria de tesis se hacia referencia
a unos ensayos de desinfeccién presentados por Martin en 1950 (BuRrGEs, 1960),
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donde la cloropicrina muestra su efecto hasta 180 dias después del tratamiento y
el dicloropropeno-dicloropropano (D-D) hasta 30 dias después de la aplicacién. En
ese sentido podria explicarse como el 1,3 dicloropropeno+cloropicrina ensayado
mantiene su eficacia durante un tiempo mayor que el resto de los tratamientos.

Para poder interpretar mejor los resultados, se ha creido conveniente, agru-
parlos de cara a poder comprobar cual era la densidad de microbiota flungica al
muestrear por primera vez en la campafa y cuél era la final, es decir, tal y como
se aprecia en la Tabla 3.3.1,, inicio significa primer muestreo de la campafa de
cultivo “x” e idem para el final. Sin embargo, tal y como se indica también, “y”" dias
tras el trasplante, viene referido a eso, a los dias desde la plantacion en el terre-
no definitivo, no entre el primer y Gltimo muestreo. Como ya se ha sefialado con
anterioridad, en el apartado 3.2.3, para cada invernadero en particular, el desfa-
se entre lo que en la Tabla 3.3.1. aparece como inicio (primer muestreo) y la plan-
tacion varié entre unos dias y un mes. De esta forma, y con las aclaraciones per-
tinentes, ya se podria hacer una nueva interpretacion de los resultados y esta
seria la del conocimiento de la persistencia del desinfectante empleado en el
suelo a lo largo del ciclo de cultivo.

Ademads de recogerse aqui los resultados de los andlisis correspondientes a
los invernaderos experimentales, que han sido el grueso del estudio, se exponen
también los de los ensayos en invernaderos con cultivos comerciales (en este
caso, los denominados Py B), para apoyar asi o contradecir en su caso, la robus-
tez de lo obtenido.

El poder fungicida del 1,3-Dic+pic queda patente al inicio del cultivo en todos
los invernaderos en los que se ensayé respecto al comportamiento del bromuro
de metilo, como lo muestran los resultados que se presentan en la Tabla 3.3.1.
Sin embargo, al finalizar la campania, el efecto de ambos desinfectantes no se di-
ferencid respecto a las poblaciones flngicas totales aisladas, verificandose asi la
persistencia de los quimicos hasta siete u ocho meses después. El Grafico 3.3.1.
ayuda a visualizar mejor los comentarios realizados.

Al extraer los resultados en los que se ensay6 con el 6xido de propileno, se
observa como las parcelas desinfectadas con este producto a 600 Iha™ permi-
tieron una menor recolonizacion del suelo por los hongos que el bromuro de me-
tilo al inicio del cultivo (Tabla 3.3.2.). La dosis de 300 I'ha no se diferencié de las
parcelas bromuradas en cuanto a la contabilizacion de las colonias presentes v,
sin embargo, la dosis mayor estudiada (800 I‘ha™") permitié una mayor multiplica-
cién de las colonias. Las densidades de hongos encontradas al final del cultivo
son muy similares entre los tratamientos ensayados, siendo mas eficaz si cabe el
6xido de propileno a 600 l'ha™ que el bromuro de metilo. Tal y como se observa
en el Gréfico 3.3.2, las densidades fueron menores al dar por terminado el culti-
vo que en el primero de los muestreos realizados.
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Tahla 3.3.1. Comparacion de la densidad de cada uno de los géneros y del total de hongos medida
al inicio y al final de diferentes campanas e invernaderos entre las parcelas bromuradas
y las desinfectadas con 1,3- Dic+pic, expresado en 10° U.F.C..g" de suelo seco*
Invernadero H
Inicio 2002-03 | Final 2002-03 Inicio 2003-04 | Final 2003-04
210 dias tras el trasplante 240 dias tras el trasplante
BM | Telone C-35| BM |Telone C-35| BM | Telone C-35| BM | Telone C-35
Aspergillus | 81,10b 130a 4.8bns b.86ns 10,53 183a 5,03ns 116ns
F. solani 0,60a 1,53b 0,60ns 1,16ns 0.26ns 040ns 6,76b 1,56a
Rhizopus 015ns | 030ns 2.20b 143a 016ns 0.20ns 0,70b 1,06a
Penicillium 1,8ba 703b 1,36b 0,00a 1,76b 0,06a 0,00ns 0.00ns
Total 83,700 | 16,16a 9,00ns 8,46ns 12,73 250a | 12,5005 | 104005
Invernadero P Invernadero B
Inicio 2002-03 | Final 2002-03 Inicio 2003-04 | Final 2003-04
210 dias tras el trasplante 210 dias tras el trasplante
BM | Telone C-35| BM | Telone C-35| BM |Telone C-35| BM |Telone C-35
Aspergillus | 6,80b 0,19a 4.15ns b,15ns 545b 0,30a 12,56b 246a
F. solani 40bb 0,00a 240b 0152 1,60b 010a 2,06ns 1,70ns
Rhizopus 060ns | 000ns 1,30b 0,00a 1,10ns 0,60ns 1.96ns 1,13ns
Penicillium 700b 0,00a 0,00ns 0.35ns 1,20 0,00a 0,00ns 1,60ns
Total 18,35h 0,193 7.89ns 5,65ns 9,400 1,00 16,600 7502

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al inicio y entre tratamientos al final de cada campafia
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0.5). ns: no difieren
significativamente, BM: Bromuro de metilo.

Grafico 3.3.1. Comparacion de la densidad total de hongos medida al inicio y al final de diferentes
campaiias e invernaderos entre las parcelas bromuradas y las desinfectadas
con 1,3-Dic+pic, expresado en 10° U.F.C.-g" de suelo seco
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Grafico 3.3.2. Comparacion de la densidad total de hongos medida al inicio y al final de diferentes
campafias e invernaderos entre las parcelas bromuradas y las desinfectadas con dxido
de propileno a distintas dosis, expresado en 10° U.F.C..g" de suelo seco
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b) MICROBIOTA FUSARICA

El interés por conocer el papel de los Fusarium en los suelos de los inverna-
deros de pimiento, entre otras razones, viene justificado por lo que ya anunciaran
SNYDER y ToussOUN (1965) en relacién a que las Unicas especies capaces de
producir clamidiosporas eran F. oxysporum, F. solani'y F. roseum y no por las
otras seis especies de su sistema taxonémico. 6Son éstas entonces las formas
de supervivencia que tienen en el suelo estas especies frente a las continuas
desinfecciones de suelo? Los mismos autores indican que la longevidad de di-
chas clamidiosporas depende en gran medida del grosor de la pared de las mis-
mas. Aparte, como ya se ha expresado en esta memoria de tesis, por considerar
la técnica analitica —pese a sus imitaciones— como valida para expresar “tenden-
cias” de la densidad de inéculo.

Particularizando al caso de la microbiota fusérica aislada en este invernade-
ro, similares resultados se obtuvieron antes de la desinfeccién (Tabla 3.H.4.). Las
densidades més bajas se dieron en las parcelas que fueron tratadas con 1,3
dict+pic, mientras que le superaron las bromuradas y ain mas, las desinfectadas
con 6xido de propileno. Conviene sefialar como entre, la microbiota fusérica, ha
sido F. solani la Unica especie aislada. Este hecho contrasta, de nuevo, con los
resultados de TELLO y LAcAsA (1990) para suelos de la misma zona pero en cul-
tivo de clavel bajo invernadero. En los suelos sin tratar, Fusarium puede represen-
tar casi un 61% de la microbiota flngica aislada, correspondiendo un 32,08% a
F. oxysporum, 28,30% a F. roseum y solo un 0,63% a F. solani; para una profun-
didad de muestreo entre O y 30 cm; sin embargo, entre 30 y 50 cm ese valor es-
tuvo entorno al 64%, para F. solani, en detrimento de las otras especies.
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Tabla 3.H.4.

Efecto de la desinfeccion sobre la microbiota edafica o teldrica

y para los diferentes tratamientos después de realizar la desinfeccion*

Variaciones de la microbiota fusarica expresada en U.F.C..g" de suelo seco y porcentaje
de cada especie en el invernadero H para los diferentes tratamientos antes

Antes Después
0% s % % % Tm %
F. oxysporum | 1844ab | 468 | 883 | 791 | 3263b | 332 | 82126 | 1008 | 000a | - | 000a | -
F. solani 310,74b | 9410 | 9641a | 8632 | 94906c | 9649 | 281,020 | 8820 | 180a | 100 | 1627a | 100
F. roseum b13ns | 130 | 64bns | 677 19%ns| 019 | 549ns| 172 000ns | - | 000ns | -
Total 394,300 | 100 | 111,692 | 100 | 98361c | 100 | 318,630 | 100 | 1,80a | 100 | 1621a | 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al final y al inicio de cada campafia indican diferencias es-
tadisticamente significativas (p<[],[]§)‘ Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significativamente, BM 30: Bro-
muro de metilo 30 g:m?, OP 600: Oxido de propileno a 600 ha'.

Tabla 3.H.5. Efecto de la desinfeccion sobre las especies de Fusarium spp. aisladas expresado
en U.FC..g" de suelo seco antes y después de realizar la desinfeccion en el invernadero H*

BM 30 Telona C-35 0P 600
Antes Después Antes Después Antes Después
F. oxysporum 18.44ns 32,12ns 8.83b 0,00a 32,63b 0,00a
F. solani 310,14ns 281,02ns 96.41b 1.80a 949,06b 16.22
F. roseum 5.13ns 5.49ns 6,46b 0,00a 191ns 0,00ns
Total 394,30ns 318,63ns 111,698 1,80a 983,610 16,21a

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre antes y después de la desinfeccion para cada tratamiento indican dife-
rencias estadisticamente significativas (p<U',UE)‘ Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). ns: no difieren significativamente, BM
30: Bromuro de metilo 30 g:m® OP 600: Oxido de propileno a 600 Iha'.

Tabla 3.H.6. Porcentaje de variacion de indculo de cada especie de Fusarium spp. aislada respecto
del desinfectante empleado después de la desinfeccion en el invernadero H

BM 30 Telone C-35 0P 600
F. oxysporum - -100% -100%
F. solani - -08,13% -98,29%
F. roseum - ~100% -
Total - -08,38% -98,35%

* Porcentajes expresados con el signo negativo indican una reduccion en la densidad de hongos medida. BM 30: Bromuro de metilo 30 gm”,
0P 600: Oxido de propileno a 600 ha.

La evaluacién de la microbiota fusérica si ha presentado un efecto sobre la

permanencia de las especies de Fusarium encontradas (téngase en cuenta a
este respecto el concepto de especie adoptado para F. roseum en los materia-
les y métodos de esta memoria). El bromuro de metilo ha tenido un efecto préc-
ticamente inapreciable sobre las tres especies, sin embargo, tanto el telone C-35
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como el éxido de propileno han tenido un efecto muy marcado sobre las tres es-
pecies. Los resultados contrastan con los mostrados por TELLO y LAcAsA (1990)
para suelos con un monocultivo de clavel bajo invernadero en Almeria durante
muchos afios, donde no aparecié F. solaniy la permanencia del desinfectante
(metam-sodio a 5000 y 3000 I'ha) fue de unos 60 dias, alcanzandose niveles
de F. oxysporumy F. roseum superiores a los obtenidos antes de desinfectar, con
niveles de enfermedad (fusariosis vascular del clavel) entre el 60 y el 80%. Sin
embargo los resultados para suelos cultivados con clavel de Murcia siempre mos-
traron la presencia de F. solani.

Al contraponer los resultados correspondientes a la carga de microbiota fusa-
rica presente tras desinfectar (inicio de la campafia en la Tabla 3.3.3.) con la que
permanece al final del cultivo, el efecto fue muy variable (Tabla 3.3.3.), pues en unos
invernaderos fue significativamente inferior al bromuro y en otros casos, todo lo
contrario. No obstante, como se recoge de los resultados, al final del cultivo la den-
sidad de Fusarium soportada por las parcelas desinfectadas con 1,3-dic+pic fue si-
milar a la de las que habian sido bromuradas, incluso mostraron mejor control res-
pecto a la poblacién acumulada de Fusarium (Tabla 3.3.3.), ratificando asi cémo las
parcelas bromuradas alojaron mayor densidad de Fusarium al acabar el cultivo.

Comparacion de la densidad de cada una de las especies y del total de Fusarium spp.
medida al inicio y al final de diferentes campanias e invernaderos entre las parcelas
bromuradas y las desinfectadas con 1,3-Dic+pic, expresado en U.F.C..g" de suelo seco®

Invernzdero H
Inicio 2002-03 Final 2002-03 Inicio 2003-04 Final 2003-04
210 dias tras el trasplante 240 dias tras el trasplante
BM | Telone C-35| BM |Telone C-35| BM | Telone C-35| BM | Telone C-35
F. oxysporum | 31,58ns | 64,33ns | 18,44ns 8.83ns 3212 0,00a 5.89ns 45ns
F. solani 136,70a | 55703b | 370,74b 9641a | 281,02 180a | 79006ns|  99717ns
F. roseum 0,00ns 0,00ns 5,13ns 6.45ns 549ns | 0,00ns 4.21ns 5,10ns

Total 168,332 | 621,36h | 39430h | 11169 | 318,63 1,802 | 800,16ns | 1006,48ns
Invernadero P Invernadero B
Inicio 2002-03 Final 2002-03 Inicio 2003-04 Final 2003-04
210 dias tras el trasplante 210 dias tras el trasplante

BM | Telone C-35| BM | Telone C-35| BM |Telone C-35| BM |Telone C-35
F Oxysporum | 3133a | 2522580 | 33,65b 1,35a 000a 2302b | 514,600 0,00a
F. solani 7018a | 2622580 | 56792b | 3423a |470808b, 1188935a |597292ns| 8914,09ns
F. roseum 000a| 109,72 | 3365 1.30a 0,00ns 0,00ns 6/00a  25780b
Total 732532 | 5154.44h | 63523b | 36942 | 470808b 1212472 |6594,54ns| 9171,90ns

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al inicio y entre tratamientos al final de cada campafia in-
dican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significati-
vamente, BM: Bromuro de metilo,
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Al contrastar los resultados de este invernadero experimental con otros con
cultivos comerciales (Tabla 3.3.4.), los resultados relativos a la presencia de Fu-
sarium demuestran todo lo contrario a lo comentado para la microbiota total
(salvo el caso del 6xido de propileno a 800 Iha™ en la campaiia 2003/04). El
bromuro de metilo evitd la colonizacién del suelo por parte de Fusarium en mayor
medida que el 6xido de propileno a las deméas dosis ensayadas tanto al inicio
como al final de la campafia, siendo su efecto por tanto més persistente en el
tiempo que el otro quimico ensayado.

Grafico 3.3.3. Comparacion de la densidad total de Fusarium spp. medida al inicio y al final de diferentes
campafias e invernaderos entre las parcelas bromuradas y las desinfectadas con
1,3-Dic-+pic, expresado en U.F.C..g" de suelo seco
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Grafico 3.3.4. Comparacion de la densidad total de Fusarium spp. medida al inicio de diferentes
campaiias e invernaderos entre las parcelas bromuradas y las desinfectadas a distintas
dosis de dxido de propileno, expresado en U.F.C..g" de suelo seco
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3.3.2. Desinfectantes no quimicos
Eficacia de los desinfectantes
INVERNADERO CH

En este invernadero, al igual que en el anterior para desinfecciones quimicas,
se evalla el efecto de los tratamientos con materia orgdnica sola (biofumigacion)
o acompanada de solarizacién (biosolarizacion).

a) MICROBIOTA TOTAL

Las Tablas 3.CH.1., CH.2. y CH.3. muestran varios resultados merecedores de
comentarlos. Es evidente que el testigo se ha mostrado aproximadamente igual
antes de las aplicaciones y después sobre suelo desnudo, sin plantas.

En este ensayo, el bromuro de metilo ha mostrado un efecto mas llamativo
que en el invernadero H (ver apartado anterior). En lo concerniente a la materia
organica, es evidente que su adicién incrementa la poblacién de hongos, como
parece contrastado por diversos autores (TELLO y LACASA, 1990; CHIBA y TAKEDA,
2001). Sin embargo, aumenta la densidad pero no el nimero de géneros y/o es-
pecies flngicas, que son analogas a las aisladas con la desinfeccién quimica: As-
pergillus, F. solani, Rhizopus'y Penicillium.

En cuanto al efecto de la aplicacién de enmienda orgdnica sin cubrir con
plastico, los trabajos realizados por CHIBA y TAKEDA (2001) revelan que la micro-
biota se ve influenciada por las aplicaciones de estiércol de ganado vacuno, re-
sultando la densidad de nitrégeno inorganico mas alta y la actividad respiratoria
del suelo mds baja. Sin embargo, de los trabajos realizados por GAMLIEL et al.
(2000), se extrae que cuando el suelo es solamente solarizado, sin enmienda or-
ganica, los propagulos de hongos patégenos como Pythium ultimumy Sclerotium
rolfsii no se vieron inactivados y sf lo hicieron cuando el suelo fue biosolarizado.

En el presente estudio, las mayores densidades correspondieron al género
Aspergillus spp. aunque también se contabilizaron colonias de Rhizopus spp. y/o
Penicillium spp. en menor medida (Tabla 3.CH.1.).

No hubo diferencias entre el comportamiento del bromuro de metilo y las di-
ferentes variantes de la biofumigacién realizadas, ni al final de la campana
200272003 ni al inicio de la siguiente (Tabla 3.CH.1.).

Todos los tratamientos realizados antes del trasplante lograron reducir la den-
sidad de hongos presente a excepcién de las parcelas testigo que no variaron
(Tabla 3.CH.2.).
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Tahla 3.CH.1. Variaciones de la microbiota fiingica total expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco y
porcentaje de cada género en el invernadero CH para los diferentes tratamientos antes
y para los diferentes tratamientos después de realizar la desinfeccion®

Antes

BM30 | % B+S % | B+S+pl | % B % | Testigo | %

Aspergillus 667a | 3242 | 26B3b | 9422 | 27b7b | 924 | 1027b | 3660 | 1027b | 74719
F. solani 17s | 860 | 02ns | 099 | 0%3ns | 311 | 173ns | 615 | 043ns | 313
Rhizopus 300a | 170 017a | 062 | 050a | 167 | 1460b | 5190 | 293 | 2134
Penicillium 863b | 4195 | 113a | 415 | 083 | 278 153a | 543 | 010a | 072
Total 20,57h 100 | 21200 100 2983 | 100 @ 2813b 100 | 13733 100
Después
BM30 @ % B+S % | B+S+pl | % B % | Testigo = %

Aspergillus 127a | 3968 | 120a | 6217 | 140a 5000 | 190a | 5475 | B863b | 7684
F. solani 0,00ns - | 000ns - | 040ns | 1428 | 060ns | 1729 | 033ns | 293
Rhizopus 180ns | 6625 | 053ns | 2746 | O077ns | 2750 | 097ns | 2795 | 100ns | 890
Penicillium | 013ns | 406 | 020ns | 1036 | 023ns | 821 | 0,00ns - | 12608 | 11
Total 320 100 1933 100 2,80 100 3473 100 | 11,230 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos antes de la desinfeccion y entre tratamientos después de la
desinfeccion indican diferencias estadisticamente significativas (p<<0,05). Test LSD al 35% con datos transformados mediante /(x-+0,5).

ns: no difieren significativamente, BM 30: Bromuro de metilo 30 g-m?, B+S: Biosolarizacidn, B+S+ pl.: Biosolarizacion con restos de plantas, B: Bio-
fumigacion, B 2°: Biofumigacion reiterada por sequnda vez.

Tabla 3.CH.2. Efecto de los desinfectantes sobre los hongos mayoritariamente aislados expresado en
10° U.F.C-g" de suelo seco antes y después de realizar la desinfeccion en el invernadero CH

Antes | Después| Antes |Después| Antes  Después| Antes |Después| Antes |Después
Testigo | Testigo | BM 30 | BM30 | B+S | B2+S | B+S+pl B2’+S+pl, B B2’
Aspergillus | 10.27ns | 863ns | 667b | 127a | 2563b | 120a | 2757b | 140a | 1027b | 190a
F. solani 043ns | 033ns | 1,77ns | 000ns | 027ns | 000ns | 093ns | 040ns | 1,73ns | 0,60ns
Rhizopus 293ns | 100ns | 3,50ns | 1.80ns | 017ns | 053ns | 050ns | O,77ns | 1460b | 097a
Penicilium | 010ns | 126ns | 8630 | 013a | 1,13ns | 020ns | 083ns | 023ns | 153b | 000a
Total 13,73ns | 11.23ns | 2067h | 3202 | 27200 | 193a | 2983b | 280a | 2813b | 347a

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre antes y después de la desinfeccion para cada tratamiento indican dife-
rencias estadisticamente significativas (p<<0,05). Test LSD al 35% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significativamente,
BM 30: Bromuro de metilo 30 g-m?, B+S: Biosolarizacion, B+S+ pl.: Biosolarizacion con restos de plantas, B: Biofumigacion.

Mientras que algunos hongos no mostraron diferencias significativas con la
desinfeccién como en el caso de F. solani o de Rhizopus spp., otros si redujeron
significativamente su presencia como lo hicieran Aspergillus spp. y Penicillium
spp. Este dltimo sélo se vio afectado en las parcelas bromuradas y biofumigadas
por segunda vez (Tabla 3. CH.3)).
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Tahla 3.CH.3. Porcentaje de variacion de los hongos después de la desinfeccion respecto del
desinfectante empleado en el invernadero CH*

Testigo BM 30 B+S/B2°+S | B+S+pl/B2°+S+pl B/B2°
Aspergillus - -80.95% -95,31% -94,20% -8149%
F. solani - - - - -
Rhizopus - - - - -93.35%
Penicillium - -9843% - - -100%
Total - -84.44% -92,90% -90,61% -8766%

* Porcentajes expresados con el signo negativo indican una reduccién en la densidad de hongos medida. BM 30: Bromuro de metilo 30 g-m?
B: Biofumigacidn, B 2°: Biofumigacion reiterada por sequnda vez, B+S: Biosolarizacidn, B+S+ pl.: Biosolarizacion con restos de plantas.

Para el resto de géneros analizados, similares resultados obtuvieron REYES et al
(2004a) cuando se refieren al efecto sobre los hongos no patégenos de suelo en el
olivar sefialando que tanto la biosolarizacion como la solarizacién redujeron las po-
blaciones de Fusarium spp., Pythium spp. y Phytophthora spp. respecto al testigo.

b) MICROBIOTA FUSARICA

La microbiota fusarica ha tenido un comportamiento diferencial con respec-
to a la microbiota total. En primer término, el testigo sin tratamiento disminuy6
drasticamente la presencia de Fusarium, por lo tanto, sera dificil aceptar que el
tratamiento de referencia (bromuro de metilo) haya tenido un efecto desinfectan-
te diferencial (MARTINEZ et al, 2003). Lo mismo podria servir para lo sucedido al
tratamiento B+S+pl (biosolarizacién con restos de plantas). Sin embargo, podria
ser tentativo considerar en ese contexto que los tratamientos B+S (biosolariza-
cién) y B (biofumigacién) hayan incrementado la microbiota fusérica, tal vez por
efecto de la materia orgénica como lo muestra el tratamiento de biofumigacién
sola, siendo F. solani la especie marcadamente prevalente (Tabla 3.CH.4.).

Tabla 3.CH.4. Variaciones de la microbiota fusarica expresada en U.F.C..g" de suelo seco y
porcentaje de cada especie en el invernadero CH para los diferentes tratamientos antes
y para los diferentes tratamientos después de realizar la desinfeccion*

Antes
Testigo = % B+S % | B+S+pl | % B % | BM30 | %
£ oxysporum | 16290 | 291 | 123a | 236 | 308a | 497 | 9900c | 483 | 2157b | 448
f. solani 519150 | 9291 | 4952a | 9506 | bH274a | 8521 | 186498c | 911 | 43390b | 90,13
F. roseum 2329 | 418 | 134a | 2567 | 606a | 979 8318 | 406 | 2631b | 538
Total o5h8,7ah | 100 | 52,10a 100 | 61,89 100 | 204717c | 100 | 4813% | 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos antes de la desinfeccion y entre tratamientos después de la
desinfeccion indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5).

ns: no difieren significativamente, BM 30: Bromuro de metilo 30 gm? B+S: Biosolarizacidn, B+S+ pl.: Biosolarizacion con restos de plantas, B: Bio-
fumigacion, B 2°: Biofumigacion reiterada por segunda vez.
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Tahla 3.CH.4. Variaciones de la microbiota fusarica expresada en U.F.C..g" de suelo seco y
porcentaje de cada especie en el invernadero CH para los diferentes tratamientos antes
y para los diferentes tratamientos después de realizar la desinfeccion™ (continuacidn)

Después
Testigp = % | B2°+S | % |B2+S+pl| % B2° % | BM30 %
F. oxysporum | 0,00a - | 9832%b | 9315 | 1345a | 7968 | 19138b | 606 | 084a | 350
F. solani 26,76 | 100 312a | 295 | 343 | 2031 | 293108 | 9283 | 2314b | 9649
f. roseum 0,00a - 410ab | 388 | 000a - | 7| 110 | 000a -
Total 25762 | 100 | 105546 | 100 | 16,88a 100 | 315724c | 100 | 2398 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos antes de la desinfeccion y entre tratamientos después de la
desinfeccion indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 35% con datos transformados mediante /(x-+0,5).

ns: no difieren significativamente, BM 30: Bromuro de metilo 30 g-m?, B+S: Biosolarizacidn, B+S+ pl.: Biosolarizacion con restos de plantas, B: Bio-
fumigacion, B 2" Biofumigacion reiterada por segunda vez.

Tahla 3.CH.5. Efecto de la desinfeccion sobre las especies Fusarium spp. aisladas expresado en U.F.C-g"
de suelo seco antes y después de realizar la desinfeccion en el invernadero CH

Antes | Después| Antes |Después| Antes  Después| Antes |Después | Antes |Después
Testigo | Testigo | BM 30 | BM30 | B+S | B2+S | B+S+pl B2°+S+pl, B B2’

F. oxysporum | 16296 | 000a | 2157/b| 084a | 123a | 9832b | 308ns | 1345ns | 99,00a, 19138b
F. solani 519,150 | 25,762 |43390b | 23,14a | 4952b | 312a | 52,74b | 343a |1864,98a|2931,08b
F. roseum 2329b | 000a | 25931b| 000a | 134ns | 410ns | 6,06ns | 000ns | 83180 34.7a
Total 598,75b | 25,762 | 48139 | 23982 | 52102 | 105540 | 61890 = 16,882 | 204717a 315724

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre antes y después de la desinfeccion para cada tratamiento indican diferen-
cias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). ns: no difieren significativamente, BM 30:
Bromuro de metilo 30 g:m® B+S: Biosolarizacion, B+S+ pl.: Biosolarizacitn con restos de plantas, B 2°: Biofumigacion reiterada por segunda vez.

Tabla 3.CH.6. Porcentaje de variacion de indculo de cada especie de Fusarium spp. aislada respecto
del desinfectante empleado después de la desinfeccidn en el invernadero CH*

Testigo BM 30 B+S/B2°+S | B+S+pl/B2°+S+pl B/B2°
F. oxysporum -100% -96,10% +98,74% - +48 27%
F. solani -95,03% -94.66% -93,69% -93.49% +36,37%
F. roseum -100% -100% - - ~58,19%
Total -99,77% -95,01% +50,63% -12,12% +35,15%

* Porcentajes expresados con el signo positivo indican un aumento y con el signo negativo indican una reduccién en la densidad de hongos medida.
BM 30: Bromuro de metilo 30 gm® B+S: Biosolarizacion, B+S+ pl.: Biosolarizacion con restos de plantas, B: Biofumigacion, B 2°: Biofumigacitn
reiterada por segunda vez.

INVERNADERO E

En este invernadero se ensayaron los tratamientos de desinfeccién con materia
orgénica y solarizacién (biosolarizacién) durante tres campafas sucesivas, mantenien-
do las mismas parcelas elementales en todos los experimentos. Se podré comprobar
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que en este caso se eliminé la biofumigacion, pero podria considerarse como tal el tes-
tigo al cual se le anadié crisantemo (restos de cosecha). El testigo comparativo (trata-
miento de referencia), el tratado con bromuro de metilo (98:2), aplicado con plastico
transparente. Una singularidad de las Tablas es que las muestras se tomaron antes de
la biosolarizacién, pero el suelo ya habifa recibido un tratamiento de biosolarizacion la
campafa anterior, con lo cual aparecen los cédigos con un afio de diferencia.

ANo 2001
a) MicroBioTa TOTAL

Los dos tratamientos considerados “testigos” tienen una cierta eficacia. Tanto
la biofumigacién con crisantemo como el bromuro de metilo (tratamiento de re-
ferencia), disminuyen las densidades de los hongos, al igual que las merman los
tratamientos de biosolarizacién, aunque menos drasticamente que el gas fumi-
gante. No obstante, las biosolarizaciones con mayor nimero de reiteraciones pro-
vocaron un claro cambio en la composicion de los géneros flngicos destacando
el mayor aislamiento de Aspergillus spp. y Penicillium spp. en las parcelas donde
se biosolarizé6 mas reiteradamente (Tabla 3.E.1.). Al igual que en los ensayos an-
teriores, permanecen los mismos géneros y especies.

Variaciones de la microbiota fiingica total expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco y
porcentaje de cada género en el invernadero E para los diferentes tratamientos antes
y para los diferentes tratamientos después de realizar la desinfeccion en el afio 2001*

Antes
Testigo = % BM %  B+S1° | % | B+S2° | % | B+S3 | %
Aspergillus 333 | 2130 | 666b | 5190 | 700b | 56319 | 1273c | 8469 | 1543d | 4494
F. solani 076h | 6884 | 013 | 101| 003 | 022 003 | 019 | 023% | 066
Rhizopus 12a 767 | 2933 | 2283 | 493 | 3746 | 193 | 1284 | 196ab | 5,10
Penicillium 033 | 211 310b | 2416 | 120a | 911 | 033 | 219 | 167c | 4864

Total 15,63 100 | 1283 100 | 13,162 100 | 1503 100 | 34,330 100
Después
T+eris | % BM % | B+S2° % | B+S3 | % | B+S4 | %
Aspergillus | 0.70bc | 1647 | 0,00a - 290d | 9666 | 033ab | 4568 | 106c | 999
F. solani 040a | 941 | 000a - 010a | 333 | 643 |8930| 903k | 8494
Rhizopus 310b | 7294 | 003 | 100 0,00a -| 030a | 416 016a | 150
Penicillium | 005ab | 1,17 | 000a - 0,00a - | 013abc | 180 | 036c | 338
Total 4,25¢0 100 | 003 | 100 3,000 100 720d 100 | 10,638 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos antes de la desinfeccion y entre tratamientos después de la
desinfeccion indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM 30: Bromuro de metilo 30 gm?, B+S 1% Biosolarizacion de 1* afio, B+S 2°: Bio-
solarizacién reiterada por segunda vez, B+S 3" Biosolarizacion reiterada por tercera vez, etc.
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Respecto al cémputo total de hongos aislados antes de la desinfeccion, el
tratamiento que mayor densidad de hongos soporté fue la biosolarizacién de ter-
cer afio (Tabla 3.E.1.), que se diferencié6 significativamente del resto. Al inicio de
la siguiente campana, el bromuro de metilo fue el tratamiento que permitié en
menor medida detectar poblaciones flngicas, al contrario que las parcelas bioso-
larizadas reiteradamente que permitieron una mayor multiplicacién de los hongos.
Sin embargo, todas las biosolarizaciones realizadas se comportaron del mismo
modo que el bromuro de metilo, reduciendo considerablemente la microbiota fin-
gica total, como ya comentaran MARTINEZ et al. (2002).

Tabla 3.E.2. Efecto de los desinfectantes sobre los hongos mayoritariamente aislados expresado
en 10° U.F.C..g" de suelo seco antes y después de realizar la desinfeccion
en el invernadero E en el afio 2001

Antes | Después| Antes |Después| Antes  Después| Antes Después| Antes |Después
Testigo | Tes+cris |  BM BM | B+S1° | B+S2° | B+S2° | B+S3° | B+S 3 | B+S4°
Aspergillus | 3,33b | 070a | 666b | 000a | 700b | 290a | 12,73b | 033a | 1543b | 106a
F. solani 10.76b | 040a | 013ns | 000ns | 003ns | 010ns | 003a | 643b | 023a | 903b
Rhizopus 12a | 310b | 293b | 003 | 493 | 000a | 193 & 030a | 196b | 016
Penicifium | 033b | 005 | 310b « 000a | 120b | 000a | 033ns | 013ns | 1670 | 036a
Total 1563h | 425 | 1283b | 003a | 1316b | 300a | 15030 | 720a | 34330 | 1063a

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre antes y después de la desinfeccion para cada tratamiento indican dife-
rencias estadisticamente significativas (p<<0,05). Test LSD al 35% con datos transformados mediante /(x+0,5).

ns: no difieren significativamente, BM 30: Bromuro de metilo 30 g-m? cris: crisantemo, B+S 1%: Biosolarizacion de 1% afio, B+S 2°: Biosolarizacitn
reiterada por segunda vez, B+S 3": Biosolarizacidn reiterada por tercera vz, etc.

Tabla 3.E.3. Porcentaje de variacion de los hongos después de la desinfeccidn respecto
del desinfectante empleado en el invernadero E en el afio 2001*

Testigo BM 30 B+S 1°-2° B+S 2°-3° B+S 3°-4°
Aspergillus —1897% -100% -5857% -9740% -93,13%
F. solani -96,28% - - +99,53% +9745%
Rhizopus +61,29% -98.97% ~100% -84.45% -91.83%
Penicillium —84.84% -100% -100% - -9784%
Total -72,80% -99,76% -11,20% -52,09% -69,03%

* Porcentajes expresados con el signo positivo indican un aumento y con el signo negativo indican una reduccién en la densidad de hongos medida.
BM 30: Bromuro de metilo 30 g:m? B+S: Biosolarizacidn.

Los resultados obtenidos permiten realizar la siguiente observacion: el hecho de
incorporar materia orgénica a los suelos hace que se incremente la actividad micro-
biana, como asf lo refieren GARCia et al. (2004) al demostrar que las parcelas culti-
vadas en agricultura ecoldgica tienen del orden de tres veces méas de hongos y de
tres a ocho veces mas de bacterias que las de agricultura convencional. Dicha ob-
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servacion se hizo mas evidente en los primeros 15 cm de suelo donde se concen-
tra mayoritariamente la microbiota. Lo que resulta diferente es someter esa enmien-
da orgénica al proceso de fermentacion que tiene lugar bajo el pléstico, lo que se
traduce en una menor viabilidad para muchas de las esporas flngicas.

b) MICROBIOTA FUSARICA

La biofumigacién, en este caso con crisantemo, disminuy6 levemente las es-
pecies de Fusarium, siendo netamente preponderante F. solani. La eficacia mos-
trada por el bromuro de metilo resulta comparable a las mostradas por la bioso-
larizacién. Como no podia ser de otra forma, la tendencia se mantiene, quedando
F. solani como la especie mas representada.

En el muestreo realizado antes de la desinfeccidn, las menores densidades de
poblacién fusdrica se detectaron en las parcelas testigo, que sélo se diferenciaron
significativamente de la biosolarizacién de segundo afo. Las parcelas biosolariza-
das con cualquier afio de reiteracién no se diferenciaron de las bromuradas. Las
biosolarizadas por segundo afo consecutivo soportaron las mayores densidades
de Fusarium con més de 10.000 U.FC.g". (ver total en Tabla 3.E.4). La especie
mas representativa fue F. solani, compartiendo importancia relativa con F. oxyspo-
rum. La que menor nimero de veces se contabilizé fue F. roseum.

Variaciones de la microbiota fusarica total expresada en U.F.C..g" de suelo seco y
porcentaje de cada género en el invernadero E para los diferentes tratamientos antes
y para los diferentes tratamientos después de realizar la desinfeccion en el afio 2001*

Antes
Testigo = % BM % | B+S1° % | B+S2° | % | B+S3 | %
F. oxysporum | 61069a | 30,27 | 2231,30b | 43,62 | 2084.26b | 34,20 |254543bc| 23,02 | 373379 | 55,89
F. solani 1194,60a | 5922 | 249757b | 48,71 | 376766b | 61,82 | 774459 | 70,06 | 2589,10b | 38,75
F. roseum | 211,75ab | 1049 | 39784ab | 776« 24189a| 396 | 76567b| 692 | 3575hab | 5.3b

Total 2017052 | 100 | 5126,72ab | 100 | 6093.81ab | 100 | 11055,70h| 100 | 668045ah | 100
Después
T+cris | % BM %  B+S2° | % | B+S3* | % | B+S4 | %
F oxysporum | 10544b | 644 | 000a - | 000a - 423 | 349 | 356a | 3198
Fosolani 1 122139d | 7469 | 18267c | 9735 | 000a - | 1677b | 9650 | 7b7a | 6801
F. roseum | 308300 | 1885 | 496a | 264 | 000a - 0,00a - 000a -
Total 1635,13c | 100 | 18763b | 100 = 0,00a - 121,000 100 | 11,13 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos antes de la desinfeccion y entre tratamientos después de la
desinfeccion indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). T: Testigo, cris: crisantemo, BM 30: Bromuro de metilo 30 gm? B+S 1*: Biosolari-
zacion de 1% afio, B+S 2°: Biosolarizacion reiterada por segunda vez, B+S 3" Biosolarizacién reiterada por tercera vez, etc.
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En la parcela que el afio anterior habia sido testigo, parece ser que la adicién
de crisantemo no tuvo ningln efecto sobre las poblaciones totales de Fusarium
(Tabla 3.E.5.) aunque sf lo tuviera con F. oxysporum cuyas poblaciones se redu-
jeron significativamente.

Efecto de la desinfeccion sobre las especies Fusarium spp. aisladas expresado en U.F.C-g" de
suelo seco antes y después de realizar la desinfeccion en el invernadero E en el afio 2001*

Antes |Después| Antes |Después| Antes Después| Antes Después| Antes |Después
Testigo | T+cris | BM BM | B+S1° | B+S2° | B+S2° | B+S3° | B+S 3 | B+S4°
F oxysporum | 610690 | 10b44a) 2231300 000 |208425b 0002 | 264543b| 4.23a | 3733,79h| 356a
F. solani 1194.60ns 11221,39ns | 249767 | 182,67a | 376766b  000a | 77445%b| 116,77 | 2589100,  7h7a
F. roseum 21, 7ons | 308,30ns| 39784b | 496a | 2418% | 000a | 76667b| 000a | 35755ab| 0,00a
Total 201705ns | 1635,13ns | 5126,72b | 18763a | 6093.81b | 0,00a |11055,706 121,002 | 6680450 11,13a

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre antes y después de la desinfeccion para cada tratamiento indican diferen-
olas estadisticamente significativas (p<0,08). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+05). ns: no difieren significativamente, T: Tes-
tigo, cris: crisantemo, BM 30: Bromuro de metilo 30 g-m? B+S 1¢: Biosolarizacion de 1% afio, B+S 2°: Biosolarizacion reiterada por segunda vez,
B+S 3 Biosolarizacidn reiterada por tercera vez, etc.

Tanto el bromuro de metilo como las biosolarizaciones reiteradas genera-
ron un cambio en la composicién de la poblacién de Fusarium spp., pues lo
que al final de la campafa anterior tenia densidades considerables de F. oxys-
porum y F. solani, pasé a ser dominada en su totalidad por F. solani tras la
desinfeccién.

El control ejercido por la biosolarizacién reiterada de segundo afio fue espec-
tacular: pasé de ser la que mayores densidades soporté al final de la campana
precedente a reducirlas en un 100% (Tabla 3.E.6.), aunque en general, todas las
biosolarizaciones redujeron significativamente la presencia de Fusarium spp., con
mas efectividad si cabe, que el bromuro de metilo. A esta observacién también
llegan GAMLIEL et al (2000), pues indican que tras la enmienda realizada con bré-
culi y cubierta con plastico, las condiciones de anaerobiosis se desarrollan rapi-
damente teniendo gran efectividad por el rapido agotamiento del oxigeno pre-
sente y una reduccién del potencial redox. Quince semanas después del
tratamiento, se redujo considerablemente la supervivencia de F. oxysporum f.sp.
asparagi, Rhizoctonia solani'y Verticillium dahliae.

Como era de esperar, las parcelas que actuaron de testigo fueron las que alo-
jaron un mayor nimero de colonias. En una situacién intermedia se comportaron
las parcelas bromuradas y las biosolarizadas por tercer afo, mientras que los que
mejor controlaron a Fusarium spp. fueron las biosolarizadas por segundo y por
cuarto afio consecutivo.
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Porcentaje de variacion de indculo de cada especie de Fusarium spp. aislada respecto
del desinfectante empleado tras la desinfeccion en el invernadero E en el afio 2001*

Testigo BM B+S 1°-2° B+S 2°-3° B+S 3°-4°
F. oxysporum -82.73% -100% -100% -99,83% -99,90%
F. solani - -92,68% ~100% ~84.74% -99,70%
F. roseum - ~98,75% -100% -100% -100%
Total - -96,34% -100% -98,90% -99,83%

* Porcentajes expresados con el signo negativo indican una reduccidn en la densidad de hongos medida. BM 30: Bromuro de metilo 30 g-m®
B+ Biosolarizacion

ARNo 2002

Este segundo afo introduce una variante en el testigo en blanco, que tuvo
restos de cosecha de crisantemo en 2001. Variante que consistié en afnadir ga-
llinaza a los restos de crisantemo, con objeto de biofumigar.

a) MicroBioTa TOTAL

En el muestreo de agosto de 2002, antes de las aplicaciones desinfectantes,
puede apreciarse como la microbiota fungica es mas elevada en los tratamientos
con biosolarizacién (por segundo y cuarto afio) que en el de referencia, el bromu-
ro de metilo, y que en el testigo biofumigado con crisantemo (Tabla 3.E.7). En
este dltimo caso en contra de lo esperado, si aceptamos que en los tratamientos
con materia orgénica la microbiota fungica tiende a incrementarse.

Se aprecia, igualmente, como después de la aplicacién el efecto desinfectante se
mantiene, al reducir las poblaciones flngicas, si se exceptia el tratamiento testigo
biofumigado. Este hecho parece sugerir, dado que todos los tratamientos (excepto el
bromurado) tuvieron gallinaza, que este estiércol de granjas de pollos y gallinas tiene
una mayor eficacia con la solarizacién con plastico. Podria asi especularse con el
efecto desinfectante debido a los gases retenidos por el pléstico de sellado (PE).

Finalmente, es merecedor de un comentario el hecho de que la microbiota
fungica tenga la misma composicion que la obtenida en los ensayos de 2001, su-
giriendo que las desinfecciones no son capaces de cambiar la situacién. Ademas
puede observarse como en la microbiota del suelo es Aspergillus el género pre-
dominante, por no decir Unico, en los tratamientos de biosolarizacion.

En el muestreo realizado antes de aplicar los tratamientos, se aprecia la im-

portancia relativa de Aspergillus spp. en relacién a los demas tratamientos pues
se aislé en proporciones superiores al 95%. Tras la desinfeccién, la proporcién
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de Aspergillus spp. fue similar en algunos casos a la de Penicillium spp.
(Tabla 3.E.7). Esto podria sefialar que la reiteracién de la biosolarizacién, cambia
la composicién de los géneros de hongos tras realizar el tratamiento (pues pasan
de ser dominadas prdacticamente en su totalidad por Aspergillus spp. a cobrar im-
portancia relativa otros como Penicillium spp.).

Variaciones de la microbiota fiingica total expresada en 10°U.F.C..g" de suelo seco y
porcentaje de cada género en el invernadero E para los diferentes tratamientos antes
y para los diferentes tratamientos después de realizar la desinfeccion en el afio 2002*

Antes
T+cris Y% BM 30 % B+S 2° % B+S 3° % B+S 4 %
Aspergillus | 22253 | 9569 | 1953a | 9701 | 14673¢c | 983 | 9803 | 9929 | 12703c | 99,55

F. solani 0,00a - 000a -| 043 | 029| 0400 | 040 | O006a | 040

Rhizopus 100bc | 430 | 060ab | 298 106c | 071 | 030a | 030 | 050ab | 006

Penicillium | 0,00ns - | 000ns - | 000ns - | 0,00ns - | 000ns -

Total 23,2030 100 | 20,13 100 | 148,23d 100 | 9873c 100 | 127,60d 100
Después

B+cris+galll % | BM30 | % | B+S3° @ Y% | B+S& | % | B+SH | U
Aspergillus | 4000a | 9708 | 1,70b |4722 | 2483b | 9699 | 370a | 2617 | 207a | 4058
F. solani 063 | 015 060a |1666 047a | 183 290b | 1972 027a | 529
Rhizopus 050a | 012 1006 | 2177 017a | 066 003 | 020 003 | 058
Penicillium 007a | 001 | 130a 3611 013a | 050 607c | 4741 | 2,73 | 5352
Total M200 | 100 | 360a | 100 | 2560cd 100 = 1470bc 100 | 5,10ab 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos antes de la desinfeccion y entre tratamientos después de la
desinfeccion indican diferencias estadisticamente significativas (p<<0,05). Test LSD al 35% con datos transformados mediante /(x-+0,5).

ns: no difieren significativamente, B cris+gall: Biofumigacion con crisantemo y gallinaza, BM 30: Bromuro de metilo 30 g-m? B+S 1*: Biosolariza-
cién de 1= afio, B+S 2°: Biosolarizacion reiterada por segunda vez, B+S 3" Biosolarizacion reiterada por tercera vez, etc.

Similares conclusiones fueron las que reflejaron GUILLEMAT y MONTEGUT
(1956) al comparar la microbiota fingica de parcelas que no habian recibido
abono durante muchos afios con parcelas abonadas con estiércol. Comproba-
ron que éste Ultimo favorecia la multiplicacién de ficomicetos, ascomicetos, la
mayoria de hongos imperfectos. Especialmente, destacaba la multiplicacion
de los Penicillium spp. [como sucediera en la desinfeccion en el afio 2002
(Tabla 3.E.8.)].

Tras la desinfeccion, se aprecia cémo el bromuro de metilo y la biosolariza-
cién de B° ano sin diferenciarse significativamente entre si tuvieron las poblacio-
nes més bajas, lo que corrobora lo sefialado por MARTINEZ et al. (2004) cuando
afirman que la biosolarizacién provoca una reduccién de la microbiota del suelo,
siendo mayor la reduccién cuanto mas se reitera (Tabla 3.E.9.).
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Tahla 3.E.8. Efecto de los desinfectantes sobre los hongos mayoritariamente aislados expresado
en 10° U.F.C..g" de suelo seco antes y después de realizar la desinfeccion
en el invernadero E en el afio 2002

Antes |Después| Antes |Después| Antes Después| Antes Después| Antes |Después
T+cris+qall | B+oris+gall | BM BM | B+S2° | B+S3° | B+S3° | B+S4° | B+S4° | B+S &’
Aspergillus | 22.26ns | 40,00ns | 1963b | 1,70a | 146,73b | 24.83a | 9803b | 370a | 12703b | 207a
F. solani 000a | 063b| 000ns | 060ns | 043ns| 04/ns | 040a | 230b | 006ns | 027ns
Rhizopus 1.00ns | 0,50ns | 060ns | 100ns | 106b| 0172 | 030b | 003a | 050b| 003
Penicillium | 000ns | 007ns | 000a | 1300 | 000ns| 013ns | 000a | 607b 000a | 2.73b
Total 23.25ns | 4120ns | 2013b | 4602 | 148230 | 25602 | 98,73b | 12,70a | 12160b | 510a

“ Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre antes y después de la desinfeccion para cada tratamiento indican dife-
rencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 35% con datos transformados mediante /(x+0,5).

ns: no difieren significativamente, B cris+gall: Biofumigacion con crisantemo y gallinaza, BM 30: Bromuro de metilo 30 g-m? B+S 1*: Biosolariza-
cion de 1 afio, B+S 2°: Biosolarizacion reiterada por segunda vez, B+S 3: Biosolarizacion reiterada por tercera vez, etc.

Tabla 3.E.9. Porcentaje de variacion de los hongos después de la desinfeccion respecto del
desinfectante empleado en el invernadero E en el afio 2002*

B+S 1° BM 30 B+S 2°-3° B+S 3°-4° B+S 4°-5°
Aspergillus - -91,29% -83,07% -96.22% -98,37%
F. solani +100% - - +86,20% -
Rhizopus - - -8396% -90% ~949%%
Penicillum - +100% - +100% +100%
Total - -8211% —-82,73% -85,11% -96,00%

* Porcentajes expresados con el signo negativo indican una reduccién en la densidad de hongos medida.
BM 30: Bromuro de metilo 30 gm?, B+S: Biosolarizacidn.

De esta forma, los resultados coinciden con los trabajos desarrollados por Diaz
et al (2002) para evaluar el control de patégenos mediante diferentes desinfectan-
tes quimicos y no quimicos en cultivos de tomate, donde comprobaron que las po-
blaciones microbianas se vieron reducidas en los tratamientos de solarizacion, bio-
solarizacién y metam-sodio en un 50% respecto a las parcelas testigo.

b) MICROBIOTA FUSARICA

Al igual que ocurrié en el afio 2001, se parte de una situacién donde se rei-
teran los tratamientos. En ese sentido, las parcelas tratadas con bromuro de me-
tilo y el testigo biofumigado (restos de crisantemo y gallinaza) manifestaron ana-
liticamente importantes densidades de Fusarium, donde la especie predominante
fue F. solani. Sin embargo, en los tratamientos de biosolarizacién las poblaciones
de Fusarium son muy bajas y en algunos casos ni se expresan analiticamente.
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Atendiendo a dichas mediciones, la permanencia de los tratamientos es clara en
bromuro de metilo, bastante importante en el testigo biofumigado y equiparable
a la del fumigante quimico los tratamientos de biosolarizacion.

Se puede aventurar, sin gran riesgo de equivoco, que los resultados del afio
2002, repiten los del 2001. Por lo que los fenémenos observados son reprodu-
cibles en las condiciones del ensayo.

En el muestreo realizado tras la desinfeccién, el control efectuado por la bioso-
larizacién de tercer, cuarto y quinto afio no se diferencié significativamente del reali-
zado por el bromuro de metilo (MARTINEZ et al, 2002), obteniendo asi similares re-
sultados a los de YELAMOS et al. (2002). Si se diferencié del de primer afio en el que
se contabilizé un mayor porcentaje de lo habitual de F. oxysporum (Tabla 3.E.10,).

Variaciones de la microbiota fusdrica expresada en U.F.C..g" de suelo seco y porcentaje
de cada especie en el invernadero E para los diferentes tratamientos antes y para los
diferentes tratamientos después de realizar la desinfeccion en el afio 2002*

Antes
BM % |Beristgall % | B+S2° | % | B+S3* | % | B+S4 | %
F oxysporum | 5092b | 320 | 3841b | 204 | 000a - 20a | 114 | 000a -
F. solani 1536,26d | 96,79 | 183292 | 9777 | 000a - | 23200 | 9758 | 0,00a -
F. roseum 0.00ns - 32s| 017 | 946ns | 100 | 096ns | 040 | 0,00ns -
Total 1587180 | 100 | 187455c | 100 | 9462 | 100 | 23775h 100 | 0002 | 100
Después
BM %  B+S1° % | B+S3" % | B+S4° % | B+S5 Y%
F. oxysporum | 0,002 - | b267b | 7632 | 000a - 0,00a - 0,00a -
F. solani 0,00ns - | 1634b | 2367 | 0,00ns - 0,00a - 0,00a -
F. roseum 0,00ns - | 000ns - | 0,00ns - 947ns | 100 | 000ns -
Total 000a | 100 | 69,01h 100 |  0,00a - 947a | 100 000a | 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos antes de la desinfeccion y entre tratamientos después de la
desinfeccion indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 35% con datos transformados mediante /(x-+0,5).

ns: no difieren significativamente, B cris+gall: Biofumigacion con crisantemo y gallinaza, BM 30: Bromuro de metilo30 g-m?, B+S 1*: Biosolarizacion
de 17 afio, B+S 2°: Biosolarizacion reiterada por segunda vez, B+S 3" Biosolarizacidn reiterada por tercera vez, etc.

Particularizando a cada uno de los tratamientos, se aprecia cémo todos redu-
jeron significativamente las poblaciones de Fusarium, pero especialmente, desta-
ca la accién frente a los Fusaria del bromuro de metilo y de la biosolarizacién de
primer afo sobre el testigo con adicién de crisantemo (Tabla 3.E.11.).

Las biosolarizaciones reiteradas controlaron en su totalidad las poblaciones
fusaricas presentes, pero ninguna de ellas tuvo un comportamiento tan diferen-
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ciado como el bromuro de metilo, ya que las densidades acumuladas la campa-
fia anterior no habfan sido tan altas. El cambio también fue especialmente impor-
tante en el caso de realizar la biosolarizacién por primera vez (Tabla 3.E.11.).

Tabla 3.E.11. Efecto de la desinfeccion sobre las especies de Fusarium spp. aisladas expresado en U.F.C-g’

de suelo seco antes y después de realizar la desinfeccion en el invernadero E en el afio 2002*

Antes | Después| Antes |Después| Antes  Después| Antes Después| Antes |Después
BM BM  |Beris+gall B+S1° | B+§2° | B+S3° | B+S3° | B+S4° | B+S4° | B+S%°
F Oxysporum | 5092b | 000a | 3841ns| 6267ns | 000ns | 000ns | 272ns | 000ns | 000ns | 000ns
F. Solani 153626b | 000a | 1832920 | 1634a | 000ns | 000ns | 232060 | 000a | 000ns | 0,00ns
F. Roseum 000ns| 000ns | 32ins| 000ns | 946b | 000a 036a | 947b | 000ns | 000ns
Total 1587180 | 0,002 | 1874550 | 6901a | 946h | 000a | 237750 | 947a | 000ns | 0,00ns

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre antes y después de la desinfeccion para cada tratamiento indican diferen-
cias estadisticamente significativas (p<0,08). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significativamente, T: Tes-
tigo, cris: crisantemo, BM 30: Bromuro de metilo 30 g:m? B+S 1*: Biosolarizacion de 17 afio, B+S 2°: Biosolarizacion reiterada por segunda vez,
B+S 3 Biosolarizacion reiterada por tercera vez, etc.

Solamente F. roseum en el tratamiento de biosolarizacién de cuarto afio logré
multiplicar su presencia (Tabla 3.E.12.). Todo lo contrario que lo hiciera tanto esta
especie como las habitualmente aisladas con estos procedimientos de desinfec-
cién que, o fueron controladas practicamente en su totalidad o no mostraron di-
ferencias significativas puesto que las densidades de partida eran ya bajas en la
mayoria de casos.

Tabla 3.E.12. Porcentaje de variacion de indculo de cada especie de Fusarium spp. aislada respecto del
desinfectante empleado después de la desinfeccion en el invernadero E en el afio 2002*

B+S1° BM B+S 2°-3° B+S 3°-4° B+S 4°-5°
F. oxysporum - -100% - - -
F. solani -99,10% -100% - -100% -
F. roseum - - -100% +89,86% -
Total -9631% -100% -100% -96,01% -

* Porcentajes expresados con el signo positivo indican un aumento y con el signo negativo indican una reduccidn en la densidad de hongos obteni-
da. BM 30: Bromuro de metilo 30 g-m? B cris+ gall: Biofumigacion con crisantemo y gallinaza, B+S: Biosolarizaci6n.

ANo 2003

En el tercer y dltimo experimento, desaparece el testigo biofumigado con cri-
santemo en 2001 y con crisantemo y gallinaza en el 2002. Queda por tanto,
como Unico tratamiento de referencia el suelo bromurado.

159



Ecologia de la microbiota flngica de los suelos de los invernaderos de pimiento y su interés agrondmico

a) MICROBIOTA TOTAL

El desarrollo analitico para los tratamientos repite los resultados obtenidos
para los afios 2001 y 2002. Hay ligeras diferencias, como son las bajas den-
sidades de hongos encontrados, si se compara con las obtenidas en el afo
2002. Y esto ocurre tanto para las poblaciones de partida, como para las fi-
nales. Este hecho cuestiona los comentarios anteriores donde tanto en bioso-
larizaciéon como en el suelo biofumigado se imputaban a la adicién de materia
organica. En esta ocasion, y esta es otra diferencia, destaca el incremento de
las poblaciones totales de hongos. Incremento que es imputable a Aspergillus
muy especialmente, como si ocurrié en 2001 y 2002, parece como si los tra-
tamientos estuviesen desplazando no a los géneros y especies, que contind-
an siendo los mismos, sino que pareciese como si propiciasen la primacia de
uno de ellos.

La densidad de hongos acumulada al final del cultivo fue mayor en el caso
de las biosolarizaciones que se venian reiterando desde hacia mas tiempo. Sin
embargo, las mas recientes (1* y 3* afio) se comportaron como el bromuro de
metilo (Tabla 3.E.13.), al contrario de lo que sucediera para la poblacién fusérica,
como mas adelante se apreciard. Se vuelven a obtener similares resultados a los
de la campana precedente.

Esto podria indicar que los primeros afos de realizacién de la biosolariza-
cién, el efecto en el suelo tiene una mayor repercusién sobre el control de la
poblacidn, para ir luego estabilizindose y colonizar en mayor medida el suelo.
Prueba de ello es el seguimiento de lo que ocurrié a lo largo de las tres cam-
pafas de cultivo estudiadas y cuya tendencia se extrae siempre al finalizar el
cultivo.

Aspergillus spp. y Rhizopus spp. fueron los hongos mayoritariamente aislados
al dar por finalizado el cultivo.

Al realizar la desinfeccidn, las menores densidades de microbiota flungi-
ca total correspondieron a las parcelas bromuradas y biosolarizadas por
sexta vez, diferenciandose significativamente del resto de tratamientos (Tabla
3.E.13).

En cuanto al efecto de los desinfectantes (Tabla 3.E.14.), se observa que,
practicamente todos los tratamientos no se diferenciaron significativamente
antes y después de realizar la desinfeccién (incluido el bromuro de metilo), en
cuanto a la aparicién de F. solani; Rhizopus spp. y Penicillium spp., a excepcién
de la biosolarizacién de cuarto afio. Sin embargo, casi todos hicieron aumentar
las densidades de Aspergillus spp. (Tablas 3.E.14.y 3.E.15.), lo que influy6 sobre-
manera en el computo global.
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Tahla 3.E.13. Variaciones de la microbiota fiingica total expresada en 10°U.F.C..g" de suelo seco y
porcentaje de cada género en el invernadero E para los diferentes tratamientos antes
y para los diferentes tratamientos después de realizar la desinfeccion en el afio 2003*

Antes
BM % | B+tS1° | % | B+S3 | % | B+S4° | % | B+S5" | %
Aspergillus 043a | 3805 | Od47a | 3133 | O013a | 1940 | 1530c | 8879 | 32b 100

F. Solani 0,00a - | 000a - | 000a - 060b | 348 | 000a -

Rhizopus 0brab | 5044 | 100b | 6667  053ab | 7919 | 1076 | 621 | 000a -

Penicifium | 013ab | 1150 | 003ab | 200 | 000a - 02ib | 166 | 000a -

Total 1,133 100 | 1,50 100 | 067a 100 | 1723c 100 | 32b | 100
Después

BM % | B+S2 | % | B+S4 | % | B+S® | Y% | B+SG6" | %

Aspergillus 100a | 2583 | 4393b | 8959 | 6423b | 9658 | 25500b | 9586 | 563 | 9124
F. solani 013 | 335 | 013 | 026 | O016b | 024 | 000a - 000a -
Rhizopus 176c | 4b47 | 186c | 379 | 176c | 264 086b | 323| O010a | 162
Penicillium 096a | 2583 | 310bc | 8953 | 033% | 049 | 023 | 8647 | 0432 | 636
Total 3873 100 | 4333 100 | 66,500 100 | 2660b | 9586 | 61 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos antes de la desinfeccion y entre tratamientos después de la
desinfeccion indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM 30: Bromuro de metilo 30 gm?, B+S 1% Biosolarizacion de 1* afio, B+S 2": Bio-
solarizacion reiterada por segunda vez, B+S 3" Biosolarizacion reiterada por tercera vez, etc.

Tabla 3.E.14. Efecto de los desinfectantes sobre los hongos mayoritariamente aislados expresado
en 10° U.F.C..g" de suelo seco antes y después de realizar la desinfeccion
en el invernadero E en el afio 2003*

Antes | Después| Antes Después| Antes |Después/ Antes |Después| Antes |Después
BM BM | B+S1° | B+S2° | B+S3 | B+S4 | B+S4  B+S5° | B+S5° | B+S6°
Aspergillis | 043a | 100b | 047a | 4393b | 0713a | 6423b | 16,30ns | 26,50ns | 3.27ns | 5,63ns
F. solani 000ns | 013ns | 000ns | 013ns | 000a | 016b | 060b| 000a| 000ns & 0,00ns
Rhizopus 057ns | 1.76ns | 1,00ns | 186ns | 053a | 1,76b [ 1.07ns | 0.86ns| 000ns | 0,10ns
Penicifium | 013a | 096b | 003ns | 310ns | 000a | 033b | 027ns | 023ns| 000a | 043b
Total 1,13ns | 387ns | 150a | 4903b | 067a | 66500 | 1723ns | 26,60ns | 3,27ns | 6,17ns

“ Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre antes y después de la desinfeccion para cada tratamiento indican dife-
rencias estadisticamente significativas (p<<0,05). Test LSD al 35% con datos transformados mediante /(x+0,5).

ns: no difieren significativamente, BM 30: Bromuro de metilo 30 g-m? B+S 1% Biosolarizaci6n de 17 afio, B+S 2°: Biosolarizacion reiterada por se-
gunda vez, B+S 3": Biosolarizacidn reiterada por tercera vz, etc.

b) MICROBIOTA FUSARICA

Respecto a la microbiota fusarica, los resultados se asemejan a las densi-
dades de la microbiota flungica total. Las poblaciones son considerablemente
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Tahla 3.E.15. Porcentaje de variacion de los hongos después de la desinfeccion respecto
del desinfectante empleado en el invernadero E en el afio 2003*

BM B+S 1°-2° B+S 3-4° B+S 4°-5° B+S 5°-6°
Aspergillus +5700% +98,93% +99,79% - -
F. solani - - +100% -100% -
Rhizopus - - +69,88% - -
Penicillium +86,45% - +100% - +100%
Total - +96,94% +98,99% - -

* Porcentajes expresados con el signo negativo indican una reduccién en la densidad de hongos obtenida.
BM 30: Bromuro de metilo 30 g:m? B+S: Biosolarizacidn.

menores que las evaluadas en los afios 2001 y 2002. ¢Significara este hecho
que los suelos a fuerza de reiterar el mismo tratamiento, se empobrecen pro-
gresivamente en lo concerniente a la microbiota fingica? Es decir, étienden a
esterilizarse?

En cuanto a la microbiota fusarica total aislada antes de la desinfeccidn, se
observan dos comportamientos marcadamente diferenciados: por un lado, el del
bromuro de metilo y el de las biosolarizaciones de tercer y quinto afo, y por otro,
el de las biosolarizaciones de primer y cuarto afio que registraron una mayor den-
sidad de Fusarium (Tabla 3.E.16.).

Tahla 3.E.16. Variaciones de la microbiota fusdrica expresada en U.F.C..g" de suelo seco y
porcentaje de cada especie en el invernadero E para los diferentes tratamientos antes
y para los diferentes tratamientos después de realizar la desinfeccion en el afio 2003*

Antes
BM30 % | B+S1°| % | B+S3° | % | B+S4° Y | B+S5 | U
F. oxysporum | 26,79abc | 22,77 | 1223ab | 173 | 6986c | 3484 | 4534bc | 622 b40a | 227
F. solani 8319a | 70,72 | 612.85ab | 86,86 | 10023a | 4999 | 68603 | 9316 | 221,752 | 93,56
F. roseum 763a | 648 | 68049b | 1140 | 3040a | 15,16 453 | 061 983 | 414
Total 117622 | 100 | 705580 | 100 | 20049 100 | 738560 | 100 | 2369% 100
Después
BM30 % | B+S2° | % | B+S4° | % | B+S5 % | B+S6° | %
F. oxysporum | 18909b | 9768 | 1133a | 6613 | 000a - 303 | 4138 1821a | 5493
F. solani 283ns | 146 | 7h2ns | 3659 | T4lns | 100 | 49%s | 5849 | 929ns | 2756
F. roseum 184ns | 094 | 169ns | 822 | 000ns - 0,00ns - | 619ns | 1836
Total 193770 | 100 | 20,55 100 1Ma - 8,93 100 | 33,70ab 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos antes de la desinfeccion y entre tratamientos después de la
desinfeccion indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significativamente, BM 30: Bromuro de metilo 30 gm?, B+S 1: Bio-
solarizacién de 1* afio, B+S 2" Biosolarizacion reiterada por segunda vez, B+S 3": Biosolarizacion reiterada por tercera vez, etc.
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Antes de aplicar los tratamientos, se aislé F. solani en mayor proporcién que el
resto de especies, lo que no tuvo lugar después puesto que, salvo en la biosolari-
zacion de cuarto ano, esta especie fue aislada en similar frecuencia que F. oxys-
porum (Tabla 3.E.16.). Todos los tratamientos, a excepcién del bromuro de metilo,
lograron disminuir las densidades de los Fusarium medidos (Tabla 3.E.17).

Efecto de la desinfeccion sobre las especies de Fusarium spp. aisladas expresado en U.F.C-g"
de suelo seco antes y después de realizar la desinfeccion en el invernadero E en el afio 2003*

Antes |Después| Antes |Después| Antes Después| Antes |Después| Antes |Después
BM BM | B+S1° | B+S2° | B+S3" | B+S4° | B+S4° | B+S5° | B+S5° | B+S6°
F. oxysporum | 26,80ns | 189,09ns | 1223ns | 11.33ns | 69686 | 0002 | 4534b | 3h3a | 540ns | 1821ns
F. solani 83200 |  283a| 61286b | 762 | 10023b | 1Ala | 68809 | 49% | 221766 | 92%
F. roseum 746ns | 184ns| B8060b | 169 | 3040b | 000a 453 | 000a | 983ns | 619ns
Total 11763ns | 193,77ns | 705,0% | 20,55a | 20049 | 1412 | 738,56h | 853 | 236,9% | 33,70

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre antes y después de la desinfeccion para cada tratamiento indican diferen-
cias estadisticamente significativas (<0,08). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). ns: no difieren significativamente, BM: Bro-
muro de metilo, B+S: Biosolarizacidn.

Porcentaje de variacion de indculo de cada especie de Fusarium spp. aislada respecto del
desinfectante empleado después de la desinfeccion en el invernadero E en el afio 2003*

BM B+S 1°-2° B+S 3-4° B+S 4°-5° B+S 5°-6°
F. oxysporum - - ~100% -92.31% -
f. solani -96,53% -98,71% -98,09% -9927% -95.81%
F. roseum - -9790% -100% -100% -
Total - -97,08% -99,29% -98,84% -85,711%

* Porcentajes expresados con el signo positivo indican un aumento y con el signo negativo indican una reduccion en la densidad de hongos obteni-
da. BM 30: Bromuro de metilo 30 g-m? B+S: Biosolarizacidn.

Para evaluar la persistencia del efecto de las desinfecciones realizadas me-
diante procedimientos no quimicos, se ha preferido exponer los resultados de la
forma que a continuacion se detallan y que tienen como objetivo aclarar si cabe
mas la interpretacion de los datos obtenidos.

En primer lugar, se exponen los resultados referentes a la comparacién entre
las parcelas bromuradas y las que no recibieron ningun tratamiento. De los
resultados expresados en la Tabla 3.3.5. y representados en el gréfico de idénti-
ca nomenclatura, se aprecia que las parcelas testigo soportaron dias antes de re-
cibir la planta una densidad de hongos acorde con no haber realizado ningun tra-
tamiento en el suelo. Las parcelas bromuradas pusieron de relieve el efecto
esterilizante del tratamiento sobre la microbiota flngica no patégena al diferen-
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ciarse significativamente en practicamente todas las comparaciones realizadas
con el testigo al inicio de las campafas de cultivo. Dicho efecto se volvié a repe-
tir al acabar los ciclos de cultivo o terminé por no diferenciarse del testigo (con
la excepcidn del invernadero CH en la campana 2002/03).

Comparacion de la densidad de cada uno de los géneros y del total de hongos medida

al inicio y al final de diferentes campanas e invernaderos entre las parcelas bromuradas

y las que hicieron de control, expresado en 10° U.F.C..g" de suelo seco®

Invernadero CH
Inicio 2002-03 Final 2002-03 Inicio 2003-04 Final 2003-04
220 dias tras el trasplante 220 dias tras el trasplante

Testigo BM Testigo BM Testigo BM Testigo BM
Aspergillus 107ns 193ns | 1027ns 6.67ns 8,63b 127a 22,13b 213a
F. solani 003a 023b 043a 1.17h 0.33b 0,00a 2.20b 047a
Rhizopus 3.31b 0.33a 293ns 3,00ns 1,00a 1.80b 2,23 127a
Penicillium 0,00ns 0,00ns 0,10a 8,63 1.21b 013a 1,00ns 0.23ns
Total 4470 2,10a 13,73a 20,57h 11,23h 3,20 2151h 410a

Invernadero E
Final 2000-01 Inicio 2001-02 | Final 2001-02 | Inicio 2003-04 | Final 2003-04
210 dias tras el trasplante 200 dias tras el trasplante
Testigp | BM | Testigpp | BM | Testigp | BM | Testigop | BM | Testigp | BM

Aspergillus | 333a | 6660 | 070b | 000a | 2810ns | 1953ns | 2706b | 1,00a | 830ns | 4.10ns
F. solani 1076b | 013 | 040b | 000a | 000ns| 000ns| 026b | 013a | 040ns | 030ns
Rhizopus 120a| 293b | 310b | 003 | 130ns| 060ns| 036a | 1,760 | 090ns | 046ns
Penicillium 033 | 310b| 005b | 000a | 000ns| 000ns| 033ns | 096ns | 060a | 166b
Total 15,63ns | 1283ns | 4,25b | 0,03a | 29,40ns | 20,13ns | 28,03b | 3,87a | 10,80ns = 6,53ns

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al inicio y entre tratamientos al final de cada campafia
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5).
ns: no difieren significativamente, BM: Bromuro de metilo.

Las poblaciones de Fusarium spp. presentes en el suelo antes de la plan-
tacién tuvieron el mismo comportamiento que el de la microbiota total en las
parcelas testigo. Las bromuradas soportaron considerablemente una menor
densidad. No ocurrié lo mismo al acabar el cultivo, pues las densidades fue-
ron similares en todos los casos entre las parcelas bromuradas y las que ac-
tuaron de control e incluso mucho mayores (muestreo al final de la campafia
2000701 del invernadero E). Con lo cual la eficacia del bromuro de metilo dis-
minuye tras siete meses de su aplicacién tiene el mismo efecto frente a las
poblaciones fusdricas asemejandose a los suelos que no recibieron ningun
tratamiento.
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Grafico 3.3.5. Comparacion de la densidad total de hongos al inicio y al final de diferentes campaiias
e invernaderos entre las parcelas bromuradas y las que hicieron de control,
expresado en 10°*U.F.C.g" de suelo seco
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Tabla 3.3.6. Comparacion de la densidad de cada una de las especies y del total de Fusarium spp.
medida al inicio y al final de diferentes campanas e invernaderos entre las parcelas
bromuradas y las que hicieron de control, expresado en U.F.C..g" de suelo seco*
Invernadero CH
Inicio 2002-03 | Final 2002-03 Inicio 2003-04 | Final 2003-04
220 dias tras el trasplante 220 dias tras el trasplante
Testigo BM Testigo BM Testigo BM Testigo BM
F. oxysporum | 118,85b 437a 1629ns | 215Mns 0,00a 0.84b 93270 3121a
F. solani 1533180 | 10699 | 51916ns | 43390ns |  25,76ns 2314ns | 97861ns | 1255,02ns
F. roseum 0.00ns 0.00ns 23290 | 2591ns 0.00ns 0.00ns 26,69 64,03
Total 1652036 | 11037a | 558,7ons | 48139ns |  25,76ns 2398ns | 109748ns | 1356,33ns
Invernadero E
Final 2000-01 Inicio 2001-02 | Final 2001-02 | Inicio 2003-04 | Final 2003-04
210 dias tras el trasplante 200 dias tras el trasplante
Testigp | BM | Testigpp | BM | Testigp | BM | Testigop | BM | Testigp | BM
F oxysporum | 610,69 | 2231300 | 10644b| 000a | 3841ns| 5092ns| 2147b | 0002 | 2630a| 103,26
F. solani 1194.60a | 2497670 1 122139 | 18267a |183293ns 1536,26ns| 412,370 | 12941a | 401,18ns | 612,77ns
F. roseum | 211,75ns | 39784ns | 308300 |  4,36a 32| 000a| 2918 | 208 | 000ns| 0,00ns
Total 2017053 | 5126,72h | 1635,13h | 18763a | 1874,36ns | 158718ns| 463,030 | 131,492 | 42749ns | 716,04ns

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al inicio y entre tratamientos al final de cada campafia
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5).
ns: no difieren significativamente, BM: Bromuro de metilo.

Los resultados obtenidos siguieron una pauta generalizada (Tabla 3.3.6.). Lo
que acontecié al final de la campafia 2002/2003 en el invernadero CH, se repi-
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tié al afo siguiente. En el otro invernadero, el E, no hubo diferencias entre unas
parcelas y otras al final de dos de las campafias analizadas.

Grafico 3.3.6. Comparacion de la densidad total de Fusarium spp. al inicio y al final de diferentes
campafias e invernaderos entre las parcelas bromuradas y las que hicieron de control,
expresado en U.F.C.g" de suelo seco
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Aun con ligeras diferencias, el comportamiento entre las parcelas biofumi-
gadas y las que no se les hizo ninguna desinfeccion, estuvo muy a la par, in-
cluso en el cémputo global del inicio y del fin. Es como si no hubiese ninguna di-
ferencia en cuanto a la densidad flngica si se aplica enmienda como si no. Es
decir, que al no retenerse ningin gas producto de la fermentacién, el resultado
es el mismo que si no se hubiese realizado nada, nada al nivel de las poblacio-
nes continuamente medidas.

SACRISTAN et al. (2004) estudiaron el cambio sufrido tras la desinfeccion
sobre las poblaciones de organismos aerobios y anaerobios tras ensayar distin-
tas dosis de biofumigante con restos vegetales del cultivo de fresa y los resulta-
dos muestran que las poblaciones de anaerobios aumentaron considerablemen-
te (entorno a 7-10° U.FC..g" de suelo) mientras que las de aerobios no sufrieron
cambios tras la incorporacién de materia organica.

En relacién a la microbiota fusérica, el patrén de comportamiento de las po-
blaciones fue el mismo al inicio que al final de esas mismas parcelas: si eran re-
ducidas en un principio, también lo fueron al final y viceversa.

En relacién a la comparacion entre los suelos de parcelas biosolarizadas y
las que no fueron desinfectadas, tal y como se muestra en la Tabla 3.3.9, no se
aprecia una tendencia muy clara acerca de la influencia de la biosolarizacién sobre
la microbiota fungica no patégena respecto del testigo al inicio del cultivo.
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Tabla 3.3.7. Comparacion de la densidad de cada uno de los géneros y del total de hongos medida al
inicio y al final de diferentes campafias e invernaderos entre las parcelas biofumigadas y las
que hicieron de control, expresado en 10° U.F.C..g" de suelo seco*

Invernadero CH
Inicio 2002-03 | Final 2002-03 Inicio 2003-04 | Final 2003-04
220 dias tras el trasplante 220 dias tras el trasplante

Testigo B Testigo B Testigo B Testigo B
Aspergillus | 1,07ns 0b67ns | 1027ns | 1027ns 8,63 190a 22130 617a
F. solani 0,03ns 0,00ns 043a 1,730 0,33ns 0,60ns 2,20ns 1,67ns
Rhizopus 3.37a 2367b 293 | 1460b 1,00ns 097ns 2,23ns 093ns
Penicilium | 0,00ns 0,00ns 010a 1,53b 1,260 0,00a 1,00b 023a

Total 4472 24,23h 1373 | 28130 | 1123h 347a 2,57h 9,00a
Invernadero E
Inicio 2001-02 Final 2001-02
210 dias tras el trasplante 210 dias tras el trasplante
Testigo B Testigo B
Aspergillus 0,70b 0,00a 2810ns 22,2608
F. solani 040ns 0.30ns 0,00ns 0,00ns
Rhizopus 3,100 000a 1,30ns 1,00ns
Penicillium 0,08ns 0.20ns 0,00ns 0,00ns
Total 4,250 0,50a 29.40ns 23,2508

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al inicio y entre tratamientos al final de cada campafia in-
dican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significati-
vamente, B: Biofumigacion.

Grafico 3.3.7. Comparacion de la densidad total de hongos medida al inicio y al final de diferentes
campaiias e invernaderos entre las parcelas biofumigadas y las que hicieron de control,
expresado en 10*U.F.C..g" de suelo seco
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Tahla 3.3.8. Comparacion de la densidad de cada una de las especies y del total de Fusarium spp.
medida al inicio y al final de diferentes campafias e invernaderos entre las parcelas
biofumigadas y las que hicieron de control, expresado en U.F.C..g" de suelo seco*

Invernadero CH
Inicio 2002-03 | Final 2002-03 Inicio 2003-04 | Final 2003-04
220 dias tras el trasplante 220 dias tras el trasplante
Testigo B Testigo B Testigo B Testigo B
f. oxysporum | 1188bns | 178,12ns| 16,29 99,00 0,00a 191,38b 93,.27b 2841a
f. solani 1.53318ns | 1.302.93ns | 519,152 | 1.864,98b | 2b76a | 293109 | 97861a | 354736b
F. roseum 0.00ns 000ns| 2329a 83,18b 0,00a 34780 | 2589ns | 32.87ns
Total 1.652,03ns | 1.481,05ns | 558,792 | 204717h | 25,762 | 3.15724b | 1.09748a | 3.608,65h
Invernadero E
Inicio 2001-02 Final 2001-02
210 dias tras el trasplante 210 dias tras el trasplante
Testigo B Testigo B
F. oxysporum 105,44b 5,03a 341ns 32.10ns
F. solani 122139 4136a 1.832.92b 172,69
F. roseum 308.30b 820a 3.21b 0,00a
Total 1.635,130 54,59 1.874,55h 204,70a

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al inicio y entre tratamientos al final de cada campafia in-
dican diferencias estadisticamente significativas (p<<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significati-

vamente, T: Testigo, B: Biofumigacion.

Grafico 3.3.8. Comparacion de la densidad total de cada una de las especies y del total de Fusarium
spp. medida al inicio y al final de diferentes campaiias e invernaderos entre las parcelas
biofumigadas y las que hicieron de control, expresado en U.F.C..g" de suelo seco
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Tabla 3.3.9. Comparacion de la densidad de cada uno de los géneros y del total de hongos medida al
inicio y al final de diferentes camparias e invernaderos entre las parcelas biosolarizadas y

las que hicieron de control, expresado en 10° U.F.C..g" de suelo seco™

Invernader

o CH

Inicio 2002-03 |

Final 2002-03

Inicio 2003-04 |

Final 2003-04

220 dias tras el trasplante

220 dias tras el trasplante

Testigo B+S Testigo B+S Testigp | B(2°)+S | Testigo | B(2°)+S
Aspergillus 107a 4183 102Ms | 25,63ns 8,63 1,20a 22130 617a
F. solani 0,03ns 0,03ns 043ns 0.27ns 033b 0,00a 2,20 047a
Rhizopus 3.31b 083a 293b 1.17a 1,00ns 053ns 223 023a
Penicillium | 0,00ns 0,00ns 010a 113b 1,260 020a 1,00b 003a
Total 4472 42,700 | 13,73ns | 2720ns | 11,23 1,93 2,57h 6,90a
Invernadero E
Inicio 2001-02 | Final 2001-02 Inicio 2003-04 | Final 2003-04
210 dias tras el trasplante 200 dias tras el trasplante
Testigo B+S Testigo B+S Testigp | B+22° | Testigp = B+S2°
Aspergillus 0,70a 290b 2810a | 146,73 890a 62,53b 26,10b 3,65a
F. solani 040ns 0,10ns 0,00ns 043ns 040ns 0,06ns 040a 1,66b
Rhizopus 3,100 0,00a 1,30ns 1,06ns 090ns 0.50ns 0,00a 0.25b
Penicilium | 0,05ns 0,00ns 0,00ns 000ns | 0,60ns 0.36ns 1,70ns 0.20ns
Total 4,26ns 3,00ns 29402 | 148230 | 1080a 63,46h 27,200 9,752

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al inicio y entre tratamientos al final de cada campafia in-
dican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significati-
vamente, B+S: Biosolarizacidn.

Grafico 3.3.9. Comparacion de la densidad total de hongos medida al inicio y al final de diferentes
campaiias e invernaderos entre las parcelas biosolarizadas y las que hicieron de control,
expresado en 10° U.F.C..g" de suelo seco
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Parece ser que cuando se realiza por primera vez en el suelo, la biosolariza-
cion si tiene un efecto de control muy acusado sobre la poblacién fusarica, como
se demuestra en los resultados recogidos en la Tabla 3.3.10. Ademas, la densi-
dad total aislada casi siete meses después de trasplantar, refleja la estabilidad del
efecto de este proceso sobre los Fusarium, independientemente de lo que hubie-
ra sucedido en el transcurso de ese tiempo (a eso vendra referido el apartado 4.
del trabajo).

Comparacion de la densidad de cada una de las especies y del total de Fusarium spp.

medida al inicio y al final de diferentes campafias e invernaderos entre las parcelas

biosolarizadas y las que hicieron de control, expresado en U.F.C.-g" de suelo seco®

Invernadero CH
Inicio 2002-03 Final 2002-03 Inicio 2003-04 Final 2003-04
220 dias tras el trasplante 220 dias tras el trasplante
Testigo B+S Testigo B+S Testigo | B(2°)+S | Testigp | B(2°)+S

f. oxysporum | 118,850 411a 16,29b 1233 0,00a 98,32 93,72b 2001a
F. solani 1533180 | 415682 | 51916b | 4952a 25,76b 312a | 97861ns | 1450,55ns
F. roseum 000ns | 0,00ns 2329b 1,344 0,00a 410b | 2559ns | 12.90ns

Total 1.69203b | 4570a | 55879h | 5210a | 2576ns | 105,54ns | 1.09748ns | 1.48347ns
Invernadero E
Inicio 2001-02 Final 2001-02 Inicio 2003-04 Final 2003-04
210 dias tras el trasplante 200 dias tras el trasplante

Testigo B+S Testigo B+S Testigp | B+22° | Testigp | B+S2°
F. oxysporum | 10544b | 0,00a 3841b | 000a 2147h 0,00a 26,30a | 11809b
f. solani 12213% | 000a | 1.83293b | 000a | 41237b 212a | 40118ns | 314.43ns
Froseum 308,300 | 0,00a 321ns | 947ns 29,18b 0,00a 0,00ns 0,00ns
Total 1.635,13b | 000a | 1.87456b = 9472 | 463,03h 212 42149ns | 432,52ns

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al inicio y entre tratamientos al final de cada campafia in-
dican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significati-
vamente, B+S: Biosolarizacidn.

Al extraer los datos que hacen referencia a la comparacién entre los suelos
biofumigados sin plastico y los bromurados, se aprecia una gran similitud sin
existir diferencias significativas entre ambos tratamientos (siempre, con una ex-
cepcidn, en este caso, en el invernadero CH, Tabla 3.3.11.) ni al inicio de las cam-
pahas ni siete meses después.
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Grafico 3.3.10. Comparacion de la densidad total de Fusarium spp. medida al inicio y al final
de diferentes campafias e invernaderos entre las parcelas biosolarizadas
y las que hicieron de control, expresado en U.F.C..g" de suelo seco
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Tabla 3.3.11. Densidad de cada uno de los géneros y del total de hongos al inicio y al final de
diferentes campaiias e invernaderos entre las parcelas bromuradas y las biofumigadas,
expresado en 10° U.F.C..g" de suelo seco*

Invernadero CH

Inicio 2002-03 | Final 2002-03 Inicio 2003-04 | Final 2003-04
220 dias tras el trasplante 220 dias tras el trasplante
BM B BM B BM B BM B

Aspergillus | 1,53ns 057ns 667ns | 10.27ns 1.21ns 1.90ns 213ns 6.17ns
F. solani 0.23ns 0,00ns 1.1Tns 1.13ns 0,00a 0,60b 047ns 1,67ns
Rhizopus 033a 2367b 3b0a | 14600 1.80ns 097ns 1,208 093ns
Penicillium | 0,00ns 0,00ns 8,63b 1533 0.13ns 0,00ns 0.23ns 0.23ns

Total 2,10 24230 | 2057ns | 2813ns | 3,20ns 3 41ns 410ns | 9,00ns
Invernadero E
Inicio 2001-02 Final 2001-02

210 dias tras el trasplante 210 dias tras el trasplante

BM B BM B
Aspergillus 0,00ns 0,00ns 19,53ns 22,2608
F. solani 0,00ns 0,30ns 0,00ns 0,00ns
Rhizopus 0,03ns 0,00ns 0,00ns 1,00ns
Penicillium 0,00ns 0.20ns 0,00ns 0,00ns
Total 0,03ns 0,50ns 20,13ns 23,2508

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al inicio y entre tratamientos al final de cada campafia in-
dican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significati-
vamente, BM: Bromuro de metilo, B: Biofumigacion.
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Grafico 3.3.11. Comparacion de la densidad total de hongos medida al inicio y al final de diferentes
campaiias e invernaderos entre las parcelas bromuradas y las biofumigadas,
expresado en 10°.U.F.C..g" de suelo seco
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De los resultados presentados en la Tabla 3.3.12.,, se podria especular acer-
ca de que la adicién de estiércol fresco de oveja propiciara una mayor multiplica-

Tabla 3.3.12. Comparacion de la densidad de cada una de las especies y del total de Fusarium spp.
medida al inicio y al final de diferentes campafias e invernaderos entre las parcelas
bromuradas y las biofumigadas, expresado en U.F.C..g" de suelo seco*

Invernadero CH

Inicio 2002-03 | Final 2002-03 Inicio 2003-04 | Final 2003-04
220 dias tras el trasplante 220 dias tras el trasplante
BM B BM B BM B BM B
£ oxysporum 437a 178120 | 2157a 99,000 084a 191,38b 3r21ns | 2841ns
f. solani 10599 | 1.30293b | 43330a | 1.86498b | 2314a | 293109 | 1.26502a | 3.54736h
f. roseum 0,00ns 000ns | 2691a 83,18b 0,00a 34780 | 6409ns | 32.87ns
Total 110372 | 1481000 | 48139 | 204717h | 2398a | 3.157.24b | 1.356,33a | 3.608,65h
Invernadero E
Inicio 2001-02 Final 2001-02
210 dias tras el trasplante 210 dias tras el trasplante
BM B BM B
F. oxysporum 0,00a 5,03 5092ns 21.10ns
F. solani 182,67ns 41,36ns 1.536,26b 172,69
F. roseum 496ns 8.20ns 0,00ns 0,00ns
Total 187,63ns 54,59ns 1.581,18h 204,70a

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al inicio y entre tratamientos al final de cada campafia in-
dican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significati-

vamente, BM: Bromuro de metilo, B: Biofumigacion.
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cién de los Fusaria (recordemos que es la enmienda orgénica del invernadero
CH), y esa serfa la Unica diferencia de dicho tratamiento con la enmienda orga-
nica aplicada en el invernadero E (crisantemo+gallinaza).

La acumulacién y/o multiplicacién de los Fusaria fue bastante més acusada
en las parcelas solamente biofumigadas que en las bromuradas al inicio y al final
del cultivo en el invernadero CH en las dos campafias de cultivo estudiadas. En
el invernadero E, tuvo lugar el efecto contrario.

Grafico 3.3.12. Comparacion de la densidad total de Fusarium spp. medida al inicio y al final de
diferentes campanias e invernaderos entre las parcelas bromuradas y biofumigadas,
expresado en U.F.C..g" de suelo seco
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Grafico 3.3.13. Comparacion de la densidad total de hongos medida al inicio y al final de diferentes
campaiias e invernaderos entre las parcelas bromuradas y biosolarizadas expresado en
10° U.FC..g" de suelo seco
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Respecto al comportamiento de los suelos bromurados y los que fueron
biosolarizados, las cifras correspondientes a la microbiota fingica total pre-
sente (Tabla 3.3.13.) muestran cémo la desinfeccién con biosolarizacién per-
mite una mayor recolonizacién del suelo por parte de la microbiota fungica no
patégena frente al bromuro de metilo justo antes de realizar el trasplante en
la mayoria de los casos. En este sentido, en el dltimo muestreo correspon-
diente al final de las campanas, se aprecia como la efectividad de la biosola-
rizacién frente a los hongos cominmente aislados no se diferencia significa-
tivamente.

En la Tabla 3.3.14., destacan las densidades de partida de las poblaciones de
Fusarium en las parcelas bromuradas frente al mayor control ejercido en aqué-
llas que habian sido biosolarizadas. Este comportamiento ademas, se da también
al finalizar el cultivo.

Grafico 3.3.14. Comparacion de la densidad total de Fusarium spp. medida al inicio y al final
de diferentes campaiias e invernaderos entre las parcelas bromuradas y biosolarizadas
expresado en U.F.C..g" de suelo seco
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INVERNADERO Q

En este invernadero se evaluaron desinfecciones con metam sodio combi-
nado con solarizacién, adicién de Trichoderma (preparado comercial) a plantu-
las en el semillero que se trasplantaron a un suelo solarizado, y como trata-
miento de referencia, el bromuro de metilo. No hubo, por tanto, testigo sin tratar
(blanco).
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ARNo 2002
a) Microbiota total

Un aspecto a destacar es la baja poblacién de hongos en estos suelos, sien-
do considerablemente diferente la presencia de Aspergillus.

Otra observacién seria el escaso control ejercido por el bromuro de metilo
sobre la microbiota, como ya se detecté en los invernaderos E y H y en algin en-
sayo del invernadero CH. Al igual que sucede con el metam-sodio acompafado
de solarizacion.

Una observacién final es la baja instalacion de Trichoderma en el suelo
donde se trasplantaron plantas con su cepellén tratado con 1,6-10° conidias/g
U.F.C.ml". Sin embargo, el suelo donde se aplicaron los tratamientos con bro-
muro de metilo y con metam-sodio mas solarizacién, si tenian el hongo, como
muestran los andlisis previos. Luego la evaluacién seria totalmente imputable a
la técnica analitica utilizada.

Tabla 3.0.1. Variaciones de la microbiota fiingica total expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco y
porcentaje de cada género en el invernadero Q para los diferentes tratamientos antes
y para los diferentes tratamientos después de realizar la desinfeccion™

Antes

BM % Sol+Metam Na % Sol+Trichodermal %
Aspergillus 18,80 5173 19,50b 8015 2.08a 29,62
F. solani 4.58b 1897 148a 6,08 1.33a 15,26
Rhizopus 043ns 132 0,55ns 226 0,50ns 514
Penicillium 1.38b 423 0,00a - 430c 4936
Trichoderma 740c 23,13 2.60b 11,51 0,00a .
Total 32,560 100 20,33h 100 8,1a 100

Después

BM % Metam Na % Trichoderma %
Aspergillus 10,08b 3526 1,30a 1n 0,753 1351
F. solani 14 45¢ 50,70 10,40b 88,89 4.2ba 16,58
Rhizopus 3,88b 13,51 0,00a - 0.26a 450
Penicillium 0,15ns 063 0,00ns - 0,00ns -
Trichoderma 0,00ns - 0,00ns - 0.30ns b41
Total 28,50¢ 100 11,700 100 5,952 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos antes de la desinfeccion y entre tratamientos después de la
desinfeccion indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difie-
ren significativamente, BM: Bromuro de metilo, Sol: solarizacién.
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En el muestreo de antes de aplicar los tratamientos (Tabla 3.Q.1.), y respec-
to a la microbiota total presente, se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos donde se habia desinfectado con productos quimicos (se dieron las
mayores densidades) y las parcelas donde se habian aplicado formulados de Tri-
choderma a las plantulas. La especie representada en mayor proporcién en las
parcelas desinfectadas con metam sodio y bromuro de metilo fue Aspergillus
spp., que compartié relativa importancia con Penicillium spp. en donde se aplicd
Trichoderma. EI mismo comentario, respecto a los desinfectantes quimicos acon-
tecio tras realizar la desinfeccion, donde destacé la proporcion de Fusarium res-
pecto a los demas géneros de hongos aislados.

Metam sodio fue el Unico tratamiento que mostré diferencias significativas
entre antes y después de realizar la desinfeccion en relacion a las poblaciones
fungicas (Tabla 3.0.2.). Incluso para el mismo género Trichoderma spp. la apor-
tacion de sus preparados no facilité una gran colonizacién en el suelo.

Efecto de los desinfectantes sobre los hongos mayoritariamente aislados expresado en
10° U.F.C.-g" de suelo seco antes y después de realizar la desinfeccion en el invernadero Q*

BM Metam Na Trichoderma

Antes Después Antes Después Antes Después
Aspergillus 18,80ns 10,06ns 19,50b 1,30a 2.08b 0.75a
F. solani 455 14.45b 148a 10,40b 1.33a 4.25b
Rhizopus 043a 3,86b 0,66b 0,00a 0,50ns 0.26ns
Penicillium 1,380 015a 0,00ns 0,00ns 4.30b 0,00a
Trichoderma 140b 0,00a 2.80b 0,00a 0,00ns 0.30ns
Total 31,18ns 28,50ns 24,33h 11,70a 4.40ns 5,90ns

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre antes y después de la desinfeccion para cada tratamiento indican dife-
rencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 35% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significativamente, BM
30: Bromuro de metilo, Sol: Solarizacidn.

El bromuro de metilo no mostré diferencias significativas en cuanto a la des-
infeccién (Tabla 3.0.3.), al igual que la aportacién de formulados de Trichoderma
spp. a las plantulas. Contrariamente a lo que se pudiera preveer, F. solaniy Rhi-
zopus spp. aumentaron su presencia (£70% mas), pero Penicillium spp.y Tricho-
derma spp. si disminuyeron sus densidades.

La adicién de Trichoderma, favorecié la multiplicacién del inéculo presente de

F. solani en el suelo y fue capaz de reducir la presencia de Aspergillus spp. y de
Penicillium spp. (Tabla 3.Q.3.).

178



Efecto de la desinfeccion sobre la microbiota edafica o teldrica

Tabla 3.0.3. Porcentaje de variacion de hongos después de la desinfeccion respecto del desinfectane
empleado en el invernadero Q*

BM Metam Na Trichoderma
Aspergillus - -93,33% -7093%
F. solani +68,51% +85,71% +68,70%
Rhizopus +88.83 -100% -
Penicillium -89.13% - -100%
Trichoderma -100% -100% -
Total - -51,91% -

* Porcentajes expresados con el signo negativo indican una reduccion en la densidad de hongos obtenida. BM 30: Bromuro de metilo.

En la linea de lo que se ha venido exponiendo, se representa aqui también
lo que tuvo lugar en otros invernaderos, también con fines comerciales y com-
parar los resultados de los andlisis de suelos tanto bromurados como sin nin-
gun tratamiento frente a los que recibieron plantas estimuladas con este
hongo. Se aprecia lo siguiente: no hubo diferencias significativas entre la mi-
crobiota flngica no patégena medida en el suelo en contacto con las raices de
las plantas que no recibieron ningln tratamiento y las que fueron estimuladas
con Trichoderma (Tabla 3.3.15.), al menos al inicio del cultivo. Las bromuradas
si que se diferenciaron en algunos casos de las estimuladas, que soportaron
una densidad de hongos superior en todos los casos al inicio del cultivo y en
la mayoria, al final del mismo.

Grafico 3.3.15. Comparacion de la densidad total de hongos medida al inicio y al final de diferentes
campaiias e invernaderos entre las parcelas que hicieron de control o fueron
bromuradas y las que tuvieron plantas estimuladas con Trichoderma, expresado
en 10° U.F.C..g" de suelo seco
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b) MICROBIOTA FUSARICA

Si el andlisis de microbiota total ha permitido conocer que las muestras teni-
an una baja poblacién flngica, no sucede lo mismo con el género Fusarium. Va-
rios comentarios son pertinentes:

M Las elevadas densidades de Fusarium, después de las aplicaciones desinfec-
tantes, que alcanzan un maximo en el tratamiento con bromuro de metilo.

B La presencia preponderante de F. solani corrobora todas las observacio-
nes y mediciones realizadas.

En relacién a la totalidad de la microbiota fusérica, y mas concretamente con
F. solaniy F. roseum, en el muestreo realizado al final de la campafia 2001/2002
y correspondiente con el de antes de llevar a cabo la desinfeccién, se observan
diferencias significativas entre el bromuro de metilo y los otros dos tratamientos
objeto de comparacién: metam sodio y Trichoderma 1, triplicando al menos las
densidades presentes (Tabla 3.0.4.).

La importancia relativa de las distintas especies de fusarium, expresada
como porcentaje respecto a la microbiota fusérica total, se aprecia en la Tabla
3.0.4., donde claramente predomina F. solani en cualquiera de los tratamientos
que se habian realizado en el suelo.

Tabla 3.0.4. Variaciones de la microbiota furdsica expresada en 10° U.F.C.-g" de suelo seco y
porcentaje de cada especie en el invernadero Q para los diferentes tratamientos antes
y para los diferentes tratamientos después de realizar la desinfeccion™

Antes

BM % Sol+Metam Na % Sol+ Trichodermal %
F. oxysporum 2145b 168 9,20ab 22,11 398a 085
F. solani 1222 34b 9596 327b1a 96,56 462,523 9915
F. roseum 30,01b 235 2,33 068 0,00a -
Total 1.27381h 100 339,042 100 466,30a 100

Después

BM % Metam Na % Trichoderma %
F. oxysporum 941,28ab 958 708,652 1248 3.646.94b 4904
F. solani 8.856.41b 9015 4746 41ab 83,60 3.646,34a 4904
F. roseum 2627a 6.27 21897c 385 143,08 192
Total 9.82391b 100 5,674,042 100 1436372 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos antes de la desinfeccion y entre tratamientos después de la
desinfeccion indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromu-
ro de metilo, Sol: solarizacion.
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Las parcelas bromuradas fueron las que alojaron las mayores densidades de
Fusarium spp. tras hacer la desinfeccién, cuyo comportamiento no se diferencié
de las que tuvieron plantas estimuladas con Trichoderma.

En el muestreo realizado tras la desinfeccién, justo antes de la plantacion, el
comportamiento de las poblaciones de F. oxysporum fue similar en las parcelas
bromuradas y con metam sodio, diferencidndose éstas ultimas de donde las plan-
tas fueron estimuladas con Trichoderma que alcanzaron las mayores densidades.
En cuanto a F. solanj, no hubo diferencias ni entre metam sodio y Trichoderma,
ni entre BM y metam sodio. Si'las hubo entre Trichodermay BM siendo estas ul-
timas parcelas las que alojaron mayores densidades (Tabla 3.0.4.).

De los andlisis realizados tras la desinfeccion de suelo, se extrae que ningu-
no de los tratamientos logré reducir la poblacién fusarica presente; mas bien todo
lo contrario: en todos se aislaron densidades mucho mas altas que al final del cul-
tivo anterior, especialmente en lo referente a las especies F. oxysporumy F. so-
lani. F. roseum si mostré diferencias en todos los tratamientos, aislandose mayo-
ritariamente en las parcelas desinfectadas con metam sodio (Tabla 3.Q0.5.).

Tabla 3.0.5. Efecto de los desinfectantes sobre las especies de Fusarium spp. aisladas expresado en
U.F.C..g" de suelo seco antes y después de realizar la desinfeccion en el invernadero Q*

BM Metam Na Trichoderma
Antes Después Antes Después Antes Después
F. oxysporum 21453 941280 9.20a 708,650 3.98a 3.646.94b
F. solani 1.222,34a 8.85641b 321h1a 4.74641b 462 52a 3.646,94b
F. roseum 30,01ns 26.2ns 2.33a 21891b 0,00a 143,08b
Total 1.21381a 9.823,97b 339,042 5.674,04h 466,502 1436,97h

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre antes y después de la desinfeccion para cada tratamiento indican dife-
rencias estadisticamente significativas (p<<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). ns: no difieren significativaments,
BM: Bromuro de metilo, Sol: Solarizacidn.

Tabla 3.0.6. Porcentaje de variacion de indculo de cada especie de Fusarium spp. aislada respecto
del desinfectante empleado después de la desinfeccion en el invernadero Q*

BM Metam Na Trichoderma
F. oxysporum +9772% +98,70% +99.89%
F. solani +86,19% +93,09% -8731%
F. roseum - +9893% +100%
Total +8703% +94,02% +93,72%

* Porcentajes expresados con el signo positivo indican un aumento y con el signo negativo indican una reduccion en la densidad de hongos obteni-
da. BM: Bromuro de metilo, Sol: solarizaci6n.
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La unica especie que no mostré diferencias significativas al hacer la desin-
feccién fue F. roseum en las parcelas desinfectadas con bromuro de metilo (Tabla
3.0.6).

Las plantas que fueron estimuladas con el hongo, no se diferenciaron en nin-
gun momento de las que no recibieron el hongo, aunque si que parece permitie-
ron una mayor multiplicacién de los Fusaria en el suelo respecto de los suelos
bromurados en uno de los casos estudiados, apenas diferenciandose en el resto
(Tabla 3.3.16.). Al final del cultivo, se detectaron menos colonias de Fusarium en
las parcelas con plantas estimuladas en dos de los cinco casos estudiados res-
pecto a las parcelas bromuradas.

Grafico 3.3.16. Comparacion de la densidad total de Fusarium spp. medida al inicio y al final de
diferentes campaiias e invernaderos entre las parcelas que hicieron de control o fueron
bromuradas y las que tuvieron plantas estimuladas con Trichoderma, expresado en
U.FC..g" de suelo seco
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3.4. ENSAYO DE SINTESIS Y CONCLUSIONES

El propésito basico de los resultados presentados era conocer si los trata-
mientos al suelo, cultivado con pimiento bajo invernadero, podian mostrar algin
rasgo de degradacion, rastreando a través de los andlisis de las microbiotas
fungicas total y fusarica. Conscientes de la imperfeccién de los métodos ana-
liticos y de la fraccién de la limitada microbiota flngica analizada, los resulta-
dos han permitido establecer, que los hongos presentes de manera continua
en todos los ensayos han sido: Aspergillus flavus y A. niger, Rhizopus stoloni-
fery R. nigricans, Penicillium italicumy P. expansum, Fusarium oxysporum, F.
solani y F. roseum. Otros no presentados como Cladosporium, Alternaria,
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Stemphyllium, Morteriella, o Chaetomium, han tenido muy escasa y erratica ex-
presion analitica, después de la desinfeccién y en algunos casos, hasta el
punto de no tener expresion analitica. Sin embargo, han vuelto a ser aislados
conforme transcurria el tiempo. Por lo tanto, considerando las desinfecciones
quimicas, asi como a éstas combinadas con solarizacién y teniendo en cuenta
las “aplicaciones biolégicas” (biofumigacién, biosolarizacién, adicién de antago-
nistas como Trichoderma), los resultados sélo han diferido en la disminucién de
la densidad de indculo, pero no han ocasionado la desaparicion de ningin gé-
nero y/o especie.

Las especies més abundantes y mas frecuentes —presentes en la practica to-
talidad de los andlisis— han sido Aspergillus flavus y Fusarium solani. Es méas, po-
dria decirse que después de las aplicaciones desinfectantes, eran las que se ais-
laban mayoritariamente.

Los ensayos de desinfeccién han permitido poner de manifiesto varios he-
chos que pueden tener importancia:

El efecto desinfectante ha podido detectarse en gran medida después de
la aplicacion, especialmente para el caso del bromuro de metilo, el telone
C-35 y la biosolarizacién. La disminucién de la densidad, en cualquier
caso, es temporal, y este comentario seria un preambulo de lo expuesto
en el apartado 4.

Pero, en cualquier caso, los desinfectantes del suelo ensayados, quimicos
0 no, no eliminan ninguna de las especies (0 géneros de hongos) que
estén en el suelo.

La recolonizacién después de la desinfeccion favorece (o mejor, restaura)
la microbiota de partida en proporciones comparables. Luego, si esto es
asi, es posible imputar a los hongos mas abundantes una participacién
total o parcial en el fendmeno de “fatiga” observado.

La biosolarizacién tiene un efecto desinfectante equiparable al del
bromuro de metilo (98:2). Sin embargo, algunos resultados sugieren
que las densidades de la microbiota fungica son mayores en el trata-
miento con materia orgénica. En los ensayos en los cuales la biofumi-
gacion se evalué como testigo, las densidades de hongos fueron sig-
nificativamente superiores a los tratamientos de biosolarizacién y con
otros quimicos.

También, estos mismos resultados, sugieren que el efecto de la gallinaza

sobre la disminucién de las poblaciones flingicas es netamente mayor
cuando se acompafia su descomposicién con solarizacion.
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El uso de Trichoderma, afadida al cepellén de las plantas de pimiento
antes de trasplantar, no parece influir sobre el resto de microbiota fingi-
ca. ltem mas, su instalacién en el suelo, no se ha podido evaluar a pesar
de desinfectar con solarizacién, mientras que la técnica permitié aislar el
hongo en el suelo del mismo invernadero que habfa sido tratado con bro-
muro de metilo y metam sodio mas solarizacion.



VARIACION DE LA MICROBIOTA
FUNGICA NO PATOGENA EN EL
SUELO DURANTE EL CICLO

DE CULTIVO






4. VARIACION DE LA MICROBIOTA FUNGICA NO PATOGENA
EN EL SUELO DURANTE EL CICLO DE CULTIVO

4.1. INTRODUCCION

Aunque escasos, son algunos los trabajos que abordan el estudio de la varia-
cién en la composiciéon microbioldgica del suelo a lo largo del crecimiento vege-
tativo de la planta en cultivos horticolas. La mayorfa, vienen referidos a las pobla-
ciones bacterianas. Tal es asi, que algunos autores como ACERO et al. (1994)
encontraron que la composicién de las poblaciones de microorganismos de la ri-
zosfera del aliso (Alnus) se alternaba entre unas dominadas por Bacillus spp. en
otofio-invierno y otras dominadas por Pseudomonas spp. en primavera-verano.
Los trabajos desarrollados por De CAL et al. (2005) en viveros de fresa si que se
asemejan bastante en cuanto a la cadencia en la toma de muestras y en el ana-
lisis microbiolégico de las mismas.

El medio edafico puede influir de distintas maneras sobre la presencia de
hongos en las raices de las plantas: a través de su efecto sobre el crecimiento y
el vigor de la planta superior, mediante efectos comparables sobre los hongos
que intervienen en la colonizacién de la raiz y a través de su influencia sobre la
relacién planta-hongo (TAYLOR, 1962). De ello, se extrae que se pone de relieve
la necesidad de emplear condiciones reguladas y bien definidas cuando se lle-
van a cabo experimentos comparativos sobre la naturaleza de la microbiota de la
superficie radical de diferentes plantas.

S@RENSEN (1997) estudié los cambios producidos en raices maduras de sue-
los cultivados y advirtié que las sucesiones estacionales pueden observarse
cuando la actividad microbiana varia con la temperatura, el contenido de agua, la
nutricion y los exudados de la raiz. Como ya se indicé con anterioridad, en el apar-
tado 1.6.4., SuBBA RAO (1999) refirié que las fluctuaciones estacionales en el nd-
mero 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 composicién
de las especies fungicas.

PARKINSON (1957), JACKsON (1960), PARKINSON et al. (1964) afirmaban que
tras el trasplante y durante las primeras semanas de desarrollo de la raiz en el
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suelo, puede aislarse de las proximidades de ésta un gran nimero de especies
de hongos. Segln los mismos autores, la colonizacién de la zona de actuacién de
las raices por los hongos no tiene lugar hasta que la raiz tiene unas semanas de
edad. Una vez establecida una poblacion, ésta se mantiene constante hasta el
momento de la senescencia del sistema radical, de forma que la abundancia re-
lativa de cada una de las especies resulta poco alterada.

Por otro lado, HAWEN (1990), afirmaba que los exudados de la raiz tienen una
enorme influencia en la diversidad de microorganismos dentro de la zona de
suelo en contacto con las raices. Segun el autor, las interacciones inducidas por
los exudados que resultaban desfavorables para la germinacién de los propagu-
los, asi como para el crecimiento y colonizacion de las raices por parte de los pa-
tégenos de plantas, estarian asociados, a menudo, con la actividad de otros mi-
croorganismos de la rizosfera.

En relacién a la influencia de la luminosidad sobre la colonizacién de hon-
gos no patégenos, HARLEY y WAID (1955) llegaron a la conclusién de que las
condiciones en que se encuentra la planta constituye un factor de primera im-
portancia en la determinacion de la naturaleza de la poblacién cercana al sis-
tema radicular, pero no sabian con certeza hasta qué punto la interaccion
entre los microorganismos ejercia influencia sobre la composicién de dicha
poblacion.

Fue PETERSON, quien, en 1961, estudié el efecto de la intensidad de la luz
sobre el desarrollo de hongos sobre la superficie radical del trigo y de la soja. No
encontré ninguna influencia apreciable de este factor sobre los hongos poblado-
res del suelo a pesar de las diferencias que se encontraron en el desarrollo ve-
getativo de las plantas.

En cuanto a la influencia del pH del suelo para el desarrollo de determinada
poblacién de microorganismos, PARKINSON y CLARKE (1961), observaron que Fu-
sarium predominaba y se multiplicaba en mayor medida en suelos &cidos en
todos los andlisis realizados en medio selectivo. Penicillium spp. y Trichoderma
spp. eran los colonizadores dominantes cuando el valor del pH era minimo (3.2).
Segln los mismos autores, Fusarium spp. parecia no estar influenciado unica-
mente por el pH, sino por la abundancia de inéculo disponible y la capacidad
competitiva de las cepas alli existentes.

Tal y como sefialan otros autores como TAYLOR y PARKINSON (1964), pueden
ser muy diversas las causas que motiven un cambio en la composicion de la mi-

crobiota asociada a las raices del cultivo.

Gracias a trabajos como los de GARRET (1951), sabemos que existen dos
modos para los hongos de asegurarse el sustrato: mediante el crecimiento de mi-
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celio a partir de un sustrato ya colonizado (seria el caso de muchas especies de
Rhizoctonia, Pythium 'y Rhizopus, o mediante la produccién de esporas u otros
propégulos (en el caso de hongos de los géneros Aspergillus, Fusarium'y Peni-
cillium).

La necesidad y el interés por conocer los cambios sufridos, si es que los hay,
a nivel flngico que tienen lugar en el suelo tras realizar las desinfecciones en los
invernaderos de pimiento y su influencia en la colonizacién o no de determinados
géneros de hongos, quedan plasmados en los trabajos de MARTINEZ et al. (2004,
2004a y 2004b).

4.2. OBJETIVOS GENERALES

Como complemento al estudio del efecto de los diferentes tratamientos
llevados a cabo en los distintos invernaderos, ya fueran mediante métodos
quimicos o no, se hacia necesario abordar el andlisis del suelo cada cierta pe-
riodicidad. Se detectarian asi los posibles cambios en la poblacién de hongos
en la zona de influencia de las raices de la planta y se conoceria la presion
ejercida en el suelo (y en la planta) por el nivel de indculo presente en cada
momento del cultivo. éTendria ademés alguna repercusion sobre las produc-
ciones medidas?

Con objeto de conocer la supuesta influencia de la planta en la poblacién fun-
gica no patégena, también se compararon muestras de suelo de zonas coloniza-
das por la raiz con las de la parcela sin planta cultivada asi como de la parcela
sin planta pero humedecidas a propdsito para provocar una situacion diferencial.
Se plantearon ensayos durante un ciclo de cultivo con tal fin en los tres inverna-
deros experimentales que han constituido la base del trabajo, H, CH y E. ¢Serfan
de nuevo los mismos hongos ya aislados?, éSe seleccionaria alguna otra especie
no encontrada anteriormente?. éCambiaria la composicién de los géneros en
unas zonas u otras dependiendo de la proximidad a las raices o a las zonas mas
himedas?

La exposicién de los resultados, obedece al andlisis de los tres efectos me-
didos que se indican a continuacion y su relacién con la variacion de la microbio-
ta en el ciclo de cultivo, a saber:

1) El efecto del humedecimiento del suelo durante el cultivo sobre la micro-
biota flngica no patégena aislada en suelos con diferentes tratamientos.

2) El efecto del cultivo sobre la microbiota flingica aislada no patégena en
la zona colonizada por las raices en suelos con diferentes tratamientos.

3) El efecto de diferentes tratamientos del suelo sobre el desarrollo vegeta-
tivo de las plantas y la produccion.
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Los demés invernaderos cuyo suelo fue analizado de forma continuada, fue-
ron objeto del estudio de los puntos 2) y 3) en la mayoria de casos. Sélo en los
invernaderos Q y Q' no se midié ni el crecimiento de las plantas ni la produccién.

El interés por conocer los cambios sufridos a lo largo del ciclo de cultivo a es-
cala fungica en funcién de las desinfecciones llevadas a cabo, fueron el nicleo
comun de muchos de los invernaderos muestreados a lo largo de una Unica o di-
ferentes campafias de cultivo.

4.3. MATERIALES Y METODOS

Como se detalla en el apartado 2.1.1. de los materiales y métodos generales,
cada vez que correspondia tomar muestras de suelo, se hacia de forma que es-
tuviese compuesta de cinco submuestras que se tomaban siguiendo un disefio
al tresbolillo sobre dos de las lineas de cada parcela elemental.

En la mayoria de los casos, el muestreo se realizaba con una cadencia de
aproximadamente seis semanas, es decir, mes y medio, por ajustarse a la meto-
dologfa de anélisis en el laboratorio; de esa forma podian realizarse cémodamen-
te todas las tareas que implicaba el estudio: recogida de las muestras, traslado al
laboratorio, secado y tamizado del suelo, asi como la realizacion de los dos tipos
de andlisis. La excepcion en la periodicidad de la toma de muestras tuvo lugar en
el invernadero E en la primera campana de estudio, en la que por tratarse de en-
sayos preliminares, los muestreos se alargaron méas en el tiempo.

De los ensayos realizados para conocer la respuesta de la microbiota fingi-
ca ala presencia de diferentes contenidos de agua en el suelo, se plantearon dis-
tintas variantes que respondian a la situacion diferencial que se intenté provocar
en la campana de cultivo 2003/2004.

De la linea de cultivo seleccionada de cada parcela experimental, se eligieron
tres plantas al azar, de las que se fue realizando el seguimiento en el transcurso
del cultivo.

De esas tres plantas se muestrearon los veinte primeros centimetros (apar-
tando los primeros cinco) de suelo en contacto con las raices. A su vez se mues-
trearon tres puntos distintos de cada parcela experimental que correspondieron al
muestreo de suelo seco comprendido entre dos lineas de cultivo y por ultimo, se
muestred siempre un Unico punto de cada parcela experimental y que correspon-
dia con el suelo humedecido (regado con una prolongacién del ramal portagote-
ros con un gotero més). Se traté de un Unico punto porque el ensayo debia de ser
compatible con las labores que habitualmente se le realizan al cultivo, y no se pre-
tendfa incordiar con tres mangueritas entre las lineas de plantas (Figura 33).
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. . 3 plantas fijas
X X X FILA DE PLANTAS (suelo rizosfera)

» 3 puntos fijos entre las lineas de cultivo

X X (suelo seco)

lsﬁglr[l)t[;mfi[jgem) FILA DE PLANTAS

Esquema de la forma de muestrear el suelo de la rizoplana en el ensayo de influencia de la
humedad dentro de las parcelas de una repeticion de un determinado tratamiento.

Se estudiaron asi tres situaciones diferenciales que se siguieron a lo largo del
cultivo.

Respecto a la altura de las plantas, en cada fila control, se midieron, cada dos
semanas, cinco plantas escogidas al azar, mediante sorteo aleatorio previo, ha-
ciendo un total de diez plantas por parcela elemental. Los controles comenzaron
a las dos-tres semanas de la fecha de plantacién y terminaron cuando el tama-
fo de las plantas dificultaba la medida, pues el sistema de entutorado no evita
que los brotes laterales se inclinen sobre los hilos. Aunque se hiciera de esta
forma, los gréficos representados, sélo recogen las fechas coincidentes con los
muestreos de suelo, en un intento de poder averiguar si se da alguna relacion
entre el crecimiento de las plantas y la densidad fungica presente en un momen-
to dado.

En lo referente a la produccién segun las categorias comerciales, en cada
recoleccion, se clasificé la cosecha de acuerdo con las categorias comerciales
establecidas por las entidades colaboradoras para cada tipo de variedades
(California y Lamuyo). La fruta de cada fila control, se pesé con una balanza
electrénica de 0,01 kg de precisién. La produccién comercial se obtuvo como
suma de todas las categorias y la produccién total, afadiendo el destrio a la co-
mercial.

Cabe destacar que en los resultados expuestos, no estéan los referidos a los
invernaderos Q y Q) puesto que los tratamientos ensayados en ellos, ya se habi-
an evaluado en relacién a los parametros medidos en campanas anteriores a las
que recoge este trabajo.

4.3.1. Planteamiento de los ensayos
Se analizaron suelos procedentes de invernaderos con diferentes origenes y
problematicas diversas, ya fueran més o menos antiglios, con presencia o no de

patégenos de suelo, con diferentes historiales de desinfeccidn, en explotaciones
comerciales o experimentales.
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Se hizo el seguimiento en el suelo de los posibles cambios a nivel flngico que
tuvieran lugar, una vez desinfectados de miultiples formas, ya fueran por medios
quimicos o no (estos Ultimos especialmente interesantes de cara a un mejor co-
nocimiento de lo que ocurre bajo criterios de agricultura ecoldgica).

Con intencién de completar mejor la vision del efecto que los tratamientos re-
alizados al suelo tienen como consecuencia sobre el mismo, se hacia necesario
hacer referencia al efecto de dichas aplicaciones sobre los pardmetros que fun-
damentalmente son los que determinan si un tratamiento es viable o no a la hora
de valorar las alternativas al bromuro de metilo. Esto es, sobre el desarrollo vege-
tativo alcanzado por las plantas al final del cultivo y sobre la produccién comer-
cial obtenida.

De esta forma, todos los comentarios realizados respecto al desarrollo vege-
tativo, van referidos a la Ultima medida efectuada, aunque eso no signifique que
no pueda hacerse una valoracién de lo que ocurre en las semanas anteriores.

En cuanto a la produccién comercial, ésta se muestra en el trabajo tanto en
produccién comercial acumulada como en la produccién comercial (no total, que
incluiria el destrio) por categorfas. En ocasiones, se hace referencia a la produc-
cién obtenida en la primera recoleccién, por el valor de las mismas.

Los ensayos siempre consistieron en disefios experimentales en bloques al
azar con tres repeticiones por tratamiento, con la excepcién de uno solo de los in-
vernaderos, el llamado invernadero P, que contd solamente con dos repeticiones.
4.3.2. Localizacion y caracteristicas de los invernaderos

Los invernaderos cuyos suelos fueron objeto de estudio para todos los casos
planteados, se localizaron en el Campo de Cartagena y sur de la provincia de Ali-
cante, tal y como se sefiala en la Figura 24, de los que ya fueron descritas sus
caracteristicas en el apartado 2.2.

4.3.3. Desinfeccion del suelo
Desinfectantes quimicos
INVERNADERO H
El seguimiento de los cambios que tenfan lugar en la microbiota flngica del

suelo se estudié en este invernadero, durante las campafas 2002/2003 vy
2003/2004.
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En la primera de ellas, la 2002/2003, se estudid la variacion presente en el
suelo de parcelas que habfan sido desinfectadas con los tratamientos indicados
en la Tabla H.1.b.

Detalle de los tratamientos realizados al inicio de la campafia 2002/2003 en el
invernadero H, ingredientes activos de los formulados, dosis aplicadas, film plastico
empleado para cubrir el suelo, asi como el fabricante de los mismos

Tratamiento Ingrediente activo Dosis Film* Formulado Comercial

BM (38:2) Bromuro de metilo: cloropicrina (38:2) 30 gm? VIF | Metabrom de Eurobrom
Telone C-3b 1,3-Dicloropropeno:cloropicrina (50:50) 50 gm? PE | Telopic, Dow A groscience
Ox. propileno

600 Hha' Oxido de propilena 600 I/ha 60 cm*m’? PE | Propozone, ABERCO
Clorapicrina . - Chloropicrin,
40 g Cloropicrina 40 gm? VIF Dead Sea Bromide

* VIF = Film virtualmente impermeable, PE = Polietileno.

El bromuro de metilo se aplicé en fumigacién en frio el 12/11/2002, y el
resto de tratamientos, una semana después, el 19/11/2002, para retirar los
plasticos a todas las parcelas el mismo dia, el 10/12/2002, unas dos semanas
antes del trasplante, que se realizé exactamente el 27/12/02 con la variedad Al-
mudén. A su vez, el primer muestreo de la campafa se realizé el 13/01/2003,
dos semanas después del trasplante, y un mes después de dar por finaliza-
dos los tratamientos de desinfeccion.

Los sucesivos muestreos para conocer la variacién en la colonizacién del
suelo préximo a las raices por parte de los hongos fueron los que se indican a
continuacion: 13 de enero de 2003, 26 de febrero, 7 de abril, 19 de mayo, 30 de
junio y 28 de julio del mismo afio. En total, seis muestreos, coincidiendo el dltimo
de ellos con el dia en que se finalizé el cultivo.

En la segunda campafa de cultivo estudiada, la 2003/2004, se analizaron
los suelos de parcelas que habian sido desinfectadas con los productos que se
reflejan en la Tabla H.2.b.

Esta vez, el bromuro de metilo se aplicé en fumigacién en frio el 5/11/2003,
dos dias después que el resto de tratamientos. Para todos ellos, el plastico se re-
tiré el 11/12/2003, unas tres semanas antes del trasplante, el 5/12/2004, que
se realiz6 con la variedad Almudén, la misma que la campana anterior. A su vez,
el primer muestreo de la campafa se realizé el 12/01/2004, poco mas de un
mes después del trasplante, y un mes después de dar por finalizados los tra-
tamientos de desinfeccion.
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Detalle de los tratamientos realizados al inicio de la campafia 2003/2004 en el
invernadero H, ingredientes activos de los formulados, dosis aplicadas, film plastico
empleado para cubrir el suelo, asi como el formulado y fabricante de los mismos

Tratamiento Ingrediente activo Dosis Film* Formulado Comercial
BM (38:2) Bromuro de metilo: cloropicrina (38:2) 30 gm? VIF | Metabrom de Eurobrom
Telone C-3b 1,3-Dicloropropeno: cloropicrina (50:50) 50 gm? PE | Telopic, Dow A groscience
Ox. Propileno | Oxido de propileno 600 I/ha’ 60 cm*m? PE | Propozone, ABERCO

Ox. Propileno | Oxido de propileno 800 I/ha’ 80 cm*m’* PE | Propozone, ABERCO

" PE = Polietileno, VIF = Film virtualmente impermeable.

Los muestreos que a continuacién se detallan, se hicieron a la vez de las si-
guientes zonas: suelo humedecido de entre las lineas de cultivo, suelo seco entre
las mismas y suelo préximo a las raices de las plantas, realizandose en las si-
guientes fechas: 11 de febrero de 2004, 22 de marzo, 3 de mayo, 14 de junio,
26 de julio, y por ultimo el 8 de septiembre, escasos dias después de cortar el

agua a la plantacion, que se hizo una semana antes.

INVERNADERO P

Este invernadero, fue junto con el B, O, Qy Q) los que se estudiaron exclusi-
vamente a lo largo de un ciclo de cultivo (en el caso del P, durante la
2002/2003) para conocer la variacién ejercida en la microbiota flngica, en este
caso, tras la desinfeccién con productos quimicos.

Detalle de los tratamientos realizados al inicio de la campafa 2000/2003,
ingredientes activos de los formulados, dosis aplicadas, film plastico empleado
para cubrir el suelo, asi como el formulado y fabricante de los mismos

Tratamiento Ingrediente activo Dosis Film* Formulado Comercial
BM (38:2) Bromuro de metilo: cloropicrina (38:2) 40 gm? VIF | Metabrom de Eurobrom
Telone C-35 1,3-Dicloropropeno: clorapicrina (50:50) 50 gm? PE | Telopic, Dow A groscience
glgﬂrgl%pzrina Cloropicrina (tricloronitrometano) 50 gm? PE ngﬂéﬂgie%”%mmide
glgﬂrgl%pzrina Cloropicrina (tricloronitrometano) 30 gm? VIF ngﬂéﬂgie%n%mmide
%.U[J"rﬁg_iwlenn Oxido de propileno 30 cm*m? VIF | Propozone, ABERCO
gl[%aﬂghna Oxido de propileno 60 cm*m’? PE | Propozone, ABERCO
DMDS 80 Dimetildisulfito 80 gm? VIF | DMDS, Atofina Chemicals
DMDS 60 Dimetildisulfito 60 gm? VIF | DMDS, Atofina Chemicals

" VIF = Film virtualmente impermeable, PE = Polietileno.
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Los tratamientos que se aplicaron al suelo, vienen reflejados en la Tabla P.1.b,,
donde Telone C-35 se aplicé el 25/10/2002, la cloropicrina el 29/10/2002, el
dimetildisulfito y el 6xido de propileno el 8/11/2002 y el bromuro de metilo, el
11/10/2002, retirandose en todos los casos los plasticos, el 20/11/2002.

El trasplante se realizé el 27/12/2002 y el primer muestreo, el 13/01/2003,
unos quince dias después.

INVERNADERO B

La campana objeto de estudio, fue la 2003/2004, en la que se realizaron los
siguientes tratamientos en el suelo:

Bromuro de metilo con cloropicrina en la formulacién que venia siendo

habitual en el Campo de Cartagena, 98:2, a la dosis de 60 gm™ con plas-

tico VIF.

Cloropicrina a 50 g'm™ con plastico de PE.

Telone C-35 a 50 grm™ con plastico de PE.

Aplicacion de Trichoderma con las siguientes variantes:

a) Aplicacién en el sustrato del semillero en el momento de la siembra
de la semilla.

b) Aplicacién al suelo en dos momentos:
— 7 dias antes de la plantacion.
— 7 dias después de la plantacion.

c) Apartado a)+ aplicacién de estimulante SPA OO.

d) Apartado b)+ aplicacién de estimulante FERTILIZER,

e) Oxido de propileno a 600 ha™ con plastico de PE y aplicacién de Tri-
choderma (IBFO01).

Para el caso de los apartados c) y d), se repitieron las aplicaciones de los es-
timulantes los dias 11/02/2004, 28/04, 19/05, 08/06, 29/06, y 15/07/2004.

Antes de la aplicacién en campo, el formulado se puso a macerar durante 48
horas, a razén de 325 g de formulado por 250 ml de agua destilada. Cada vaso
se enrasé a 500 ml con agua de riego.

A continuacién, el contenido de cada bote se diluyd en agua de riego hasta
6500 ml de caldo, aplicandose 100 ml de caldo a cada planta, agitando previa-
mente con una varilla. Después, se regaba durante 15 minutos.

El bromuro de metilo se aplicé el 5/12/2003 y los demds productos quimi-

cos, el 7/12/2003, manteniéndose el suelo cubierto con el plastico hasta el
16/12/2003.
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La plantacién, con la variedad Orlando (tipo California rojo) se llevé a cabo el
29/12/2003, muestreandose por primera vez el suelo, un mes después, el
4/02/2004.

Las muestras de suelo se tomaron los dias 4 de febrero, 17 de marzo, 28 de
abril, 8 de junio y el dltimo, el dia 21/07/2004.
Desinfectantes no quimicos
INVERNADERO CH

Se estudié la variacién de la microbiota flingica del suelo a lo largo de las
campafas de cultivo 2002/2003 y 2003/2004.

Los tratamientos que se realizaron en la primera campafia de seguimiento
(2002/2003) fueron los indicados en la Tabla CH.1.b. Cabe recordar, que la cam-
pafia anterior, el invernadero se desinfecté mediante procedimientos no quimicos.

Detalle de los tratamientos realizados al inicio de la campafia 2002/2003
en el invernadero CH, ingredientes activos de los formulados, dosis aplicadas,
film plastico empleado para cubrir el suelo y formulado comercial

Tratamiento* Producto o enmienda Dosis Film® Formulado Comercial
Testigo
BM (38:2) Bromuro de metilo: cloropicrina (38:2) 30 gm? VIF | Metabrom de Eurobrom
B 17 afio+S Estiércol fresco de oveja + gallinaza g tgmi PE
B 1= afo+S+ | Estiéreol fresco de oveja + gallinaza + 7 kgm*: PE
+plantas plantas pimiento 2 kgm?*
- y . . T kgm?
B 17 afio Estiércol fresco de oveja + gallinaza 2 kym? -

" BM = Bromuro de metilo, S: Solarizacion. * VIF = Film virtualmente impermeable, PE = Polietileno,

La aplicacién de enmiendas orgénicas, cubiertas o no con plastico, se realizé
el 20/08/2002, retirandose el plastico, dos meses y medio después, el
4/11/2002. El bromuro de metilo fue aplicado el 12/11/2002, retirandose el
plastico dos semanas después, el 26/11/2002 muestredndose por primera vez
el suelo, diez dias mas tarde, el 5/12/2002. A su vez, el trasplante se efectud
dos semanas después, el 17/12/2002 con la variedad Almudén.

Se tomaron muestras de suelo en las siguientes fechas: 5 de diciembre de
2002, antes de realizar el trasplante, el 27 de enero de 2003, el 10 de marzo, el
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23 de abril, el 2 de junio y el 28 de julio del mismo afio, coincidiendo con la fina-
lizacion del cultivo.

En la campana siguiente, la 2003/2004, se tomaron muestras de suelo de
las parcelas que habian sido tratadas, continuando con el mismo sistema de des-
infeccion (Tabla CH.2.b.). Como se indicé al comienzo de este apartado 4, en esta
campafa se realizaron en las mismas fechas los muestreos de cada zona, ya
fuera himeda o no.

Detalle de los tratamientos realizados al inicio de la campafia 2003/2004
en el invernadero CH, ingredientes activos de los formulados, dosis aplicadas,
film plastico empleado para cubrir el suelo y fabricante de los mismos

Tratamiento*® Producto o enmienda Dosis Film® |  Formulado Comercial
Testigo

BM (38:2) Bromuro de metilo: cloropicrina (38:2) 30 gm? VIF | Metabrom de Eurobrom

B 2° afio+S Estiércol fresco de oveja + gallinaza g tgm PE

E[ﬁ;r%r;?& Estiércol fresco de oveja + gallinaza 52 i%”%zg PE

E[ﬁ;ﬁg? Estiércol fresco de oveja + gallinaza 52 i%”# -

EJIZ&Z?S Estiércol fresco de oveja + gallinaza 72 i%”%zg PE

* B = Biofumigacidn. * S Solarizacion. © VIF = Film virtualmente impermeable, PE = Polietileno.

Las biosolarizaciones comenzaron el 18/08/2003, para darse por finalizadas
algo mas de tres meses después. El bromuro de metilo fue aplicado el
5/11/2003 vy se retiré el plastico una semana mas tarde. Pasado un mes, el
12/12/2003, se procedié al trasplante que volvié a ser con la variedad Almudén
y el primer muestreo de suelo, dos meses después (11/02/2004).

Los muestreos se realizaron en las siguientes fechas: 11 de febrero de 2004,
22 de marzo, 14 de mayo, 14 de junio y 26 de julio, tres dias antes de que fina-
lizara el cultivo.

INVERNADERO E
Los suelos de este invernadero, se analizaron a lo largo de tres camparias
consecutivas: 2001/2002, 2002/2003 y 2003/2004. Esta ultima con las

consideraciones anteriormente mencionadas, respecto a los diferentes mues-
treos.
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En la Tabla E.1.b. se indican los tratamientos realizados al inicio de la campa-
ha 2001/2002, en la que se trasplantd la variedad Ribera el 9/1/2002 y se dio
por finalizado el ensayo el 9/8/02. A las parcelas que actuaron de control se les
aplicé una enmienda de crisantemo al suelo.

Detalle de los tratamientos realizados al inicio de la campafia 2001/2002
en el invernadero E, ingredientes activos de los formulados, dosis aplicadas,
film pléstico empleado para cubrir el suelo, asi como el formula comercial

Tratamiento* Producto o enmienda Dosis Film® |  Formulado Comercial
Biofumigacién | Crisantemo + gallinaza 29 Ifgrr[?;
Testigo + cris. | Crisantemo 20 kg/parcela
BM (98:2) Bromuro de metilo: cloropicrina (38:2) 30 gm? VIF | Metabrom de Eurobrom
B+S 2° afio Estiércol fresco de oveja + gallinaza %E%; PE
B+S 3" afio Estiércol fresco de oveja + gallinaza Aé i%”%zg PE
0= y . , 3 kgm?
B+S 4° afio Estiércol fresco de oveja + gallinaza 15 kgm? PE

* B+§ = Biosolarizacion. ® VIF = Film virtualmente impermeable, PE = Polietileno.

El proceso de biosolarizacion para las distintas parcelas y de biofumigacion,
comenzé el 28/08/2001, para permanecer el suelo cubierto con plastico (en su
caso), hasta dos meses después. El bromuro de metilo fue aplicado el
8/11/2001, y tras ocho dias, se retird el plastico. El primer muestreo de la cam-
pafa se llevo a cabo el 3/12/2001, poco més de un mes antes del trasplante,
ya indicado antes.

Se realizé el muestreo de suelo en las siguientes fechas: 3 de diciembre de
2001, 18 de marzo de 2002, 17 de junio y 12 de agosto.

En la campafa 2002/2003, se muestrearon suelos de parcelas que ha-
bian sido tratadas como continuaciéon a las desarrolladas con anterioridad
(Tabla E.2.b.). El invernadero volvié a plantarse con la variedad Ribera el dia
17/12/2002.

Esta vez, las biosolarizaciones comenzaron el 14/08/2002, permaneciendo
el suelo cubierto de plastico hasta el 4/11/2002. El bromuro de metilo se apli-
cé el 12/11/2002 y el pléstico se retiré tras cuatro dias de permanencia en el
suelo. Tal y como se ha detallado antes, se deduce que el primer muestreo se re-
alizé aproximadamente dos semanas antes de la plantacion.
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Detalle de los tratamientos realizados al inicio de la campafia 2002/2003
en el invernadero E, ingredientes activos de los formulados, dosis aplicadas,
film plastico empleado para cubrir el suelo, asi como el formula comercial

Tratamiento* Producto o enmienda Dosis Film® Formulado Comercial
BM (38:2) Bromuro de metilo: cloropicrina (38:2) 30 gm? VIF | Metabrom de Eurobrom
B+S 1 afio Estiércol fresco de oveja + gallinaza 275kﬂﬁm[;fg PE
B+S 2° afio Estiércol fresco de oveja + gallinaza Aé i%wfg PE

- " . . 3 kgm?:
B+S 3" afio Estiércol fresco de oveja + gallinaza 15 kgm? PE

0,z i : : 2 kgm™:
B+S 4° afio Estiércol fresco de oveja + gallinaza 05 kgm? PE

* B+8 = Biosolarizacion. ® VIF = Film virtualmente impermeable, PE = Polietileno.

Los muestreos se realizaron en los siguientes dias: 5 de diciembre de 2002,
27 de enero de 2003, 10 de marzo, 23 de abril, 2 de junio, 18 de julioy 12 de
agosto, dias después de dar por finalizada la campana.

La tercera campanfia, fue la 2003/2004, en la que se compararon los efectos
de la biosolarizacién reiterada con los del bromuro de metilo y con suelo no des-
infectado (Tabla E.3.b.). Se trasplantd la variedad Ribera el 5/01/04, y se dio por
finalizado el cultivo el 6/08/04. Las biosolarizaciones comenzaron el
12/08/2003 y se dieron por concluidas el 3/11/2003, mientras que el bromu-
ro de metilo se aplicé el 5/11/2003, retirandose el plastico el 19/11/2003. En
este caso, el primer muestreo se realiz6 un mes después de la plantacion.

Detalle de los tratamientos realizados al inicio de la campafia 2003/2004
en el invernadero E, ingredientes activos de los formulados, dosis aplicadas,
film plastico empleado para cubrir el suelo, asi como el fabriante de los mismos

Tratamiento* Producto o enmienda Dosis Film® Formulado Comercial
Testigo
BM (98:2) Bromuro de metilo: cloropicrina (38:2) 30 gm? VIF | Metabrom de Eurobrom
B+S 2° afio Estiércol fresco de oveja + gallinaza 52 I?(%nnlz PE
0= e - - 3 kgm?:
B+S 4° afio Estiércol fresco de oveja + gallinaza 15 kgm? PE
0,z i : : 2 kgm™*:
B+S 5° afio Estiércol fresco de oveja + gallinaza 05 kym” PE
. - . . . 2 kgm?™:
B+S 6° afio Estiércol fresco de oveja + gallinaza 05 kgm? PE

" B+S = Biosolarizacidn. ® VIF = Film virtualmente impermeable, PE = Polietileno.
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Se tomaron muestras los dias 11 de febrero de 2004, 22 de marzo, 14 de
mayo, 14 de junio y 26 de julio.

INVERNADERO O

Este fue uno de los invernaderos que se siguieron Unicamente para conocer
la variacién de la poblacién fungica presente a lo largo de la campafia de cultivo,
que correspondié a la 2003/2004. En ella se realizaron dos aplicaciones con Tri-
choderma, una en el semillero que se realizé el 19/12/2003, y la otra, el
4/01/2004, después de trasplantar el 23/12/2003 con la variedad Quito.

Se comparé el comportamiento de la microbiota fingica de las muestras de
suelo correspondientes a las siguientes aplicaciones a las plantas:

La aplicacion de Trichoderma a las plantas, se realizé en el semillero el dia
19/12/20083 y las otras, dias después (el 04/01/2003) de realizar el trasplante (el
14/12/2003) en el invernadero. Se entiende entonces, que para conocer el efecto
de la aplicacion de este tipo de formulado comercial, el primer muestreo de suelo, se
realizara el 14/01/2004, un mes después del trasplante, y diez dias después de
la aplicacién de Trichoderma al terreno de asiento. El muestreo por tanto, se hizo
sobre suelo cultivado, de las inmediaciones de la planta para cerciorarse de la colo-
nizacién de dicho hongo. Los tratamientos se reflejan en la Tabla O.1.b.

Detalle de los tratamientos realizados al inicio de la campafia 2003/2004
ingredientes activos de los formulados, dosis aplicadas y formulado de los mismos
Tratamiento Ingrediente activo Dosis Formulado Comercial

Testigo
B-+S+ Trichoderma semillero | Trichoderma harzianum 1 x 10° conidias/g | 2,5 gm*en 10| | IBF-001, Isagro

B-+S+ Trichoderma trasplante | Trichoderma harzianum 1 x 10° conidias/g | 2,5 gm?en 10 | | IBF-001, Isagro

Los seis muestreos que se realizaron a lo largo del transcurso de la campa-
fia de cultivo, fueron los correspondientes al: 14 de enero de 2004, 25 de febre-
ro, 7 de abril, 19 de mayo, 1 de julioy 11 de agosto.

INVERNADERO Q
Los suelos de este invernadero fueron muestreados durante la campana de cul-
tivo 2001/2002 con el objeto de conocer los cambios producidos a nivel microbiol6-

gico, cuando las plantas son estimuladas con agentes de biocontrol en el semillero y
en el trasplante.

202



Variacion de la microbiota fingica no patdgena en el suelo durante el ciclo de cultivo

Concretamente, los tratamientos evaluados durante la campafia de cultivo,
fueron lo que se detallan en la Tabla Q.1.b.

Caracteristicas de los tratamientos realizados al inicio de la campafia 2001/2002
en el invernadero Q, ingredientes activos de los formulados, dosis aplicadas,
film plastico empleado para cubrir el suelo y formulado comercial de los mismos

Tratamiento* Producto o enmienda Dosis Film* | Formulado Comercial®
mggagﬁ; Meta sodio (N-metildiocarbonato de sodio) | 150 g:m?* PE | Metam Sodio 50, Taminco
Solarizacion +

Trichoderma Trichoderma harzianum 1,6x10° conidias/g | 0,76 g? PE | Trianium G, Koppert

1 semillero

Solarizacion + 75 o

Trichoderma Trichoderma harzianum 6x10° conidias/g o %U | PE | Trianium P. Koppert

2 trasplante
BM (98:2) Bromuro de metilo: cloropicrina (38:2) 40 gm*: VIF | Metabrom, Eurobrom

* VIF = PE = Polietileno, Film virtualmente impermeable. ® G = Granulado, P = Polvo.

La primera semana de diciembre de 2001 se planté la variedad Herminio, y
casi dos meses después, se muestred el suelo por primera vez, el 256/01/2002.

Se realizaron seis muestreos a lo largo de la campafa de cultivo en los si-
guientes dias: 25 de enero de 2002, 4 de marzo, 4 de abril, 2 de mayo, 30 de
mayo y 11 de julio, dandose por finalizado el ensayo la primera semana de agos-
to de 2002.

INVERNADERO Q’

En la campafia 2002/2003, se optd por comparar con diferentes enmiendas
organicas asi como con dos modalidades de aplicacion del metam sodio.

La campana anterior al estudio, se basé en la evaluacion de diferentes alter-
nativas al bromuro de metilo, que consistieron en la combinacién de metam sodio
con otros productos y/o procesos.

En la Tabla Q'1.b, se reflejan los tratamientos realizados al suelo a lo largo de
la campafia en la que se realizaron los sucesivos anélisis de suelo.

El bromuro de metilo fue aplicado mediante fumigacién en frio el 20/09/2002,

permaneciendo el pléstico en el suelo hasta un mes después. Unas dos semanas
mas tarde, exactamente el 07/10/2002, se aplicaron los demas tratamientos y en-
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miendas, dandose por finalizado el proceso para estos casos el 27/11/2002, un
mes y medio después.

La fecha de plantacién fue la primera semana de diciembre de 2002, y la va-
riedad plantada, Sprinter, transcurriendo mes y medio entre el trasplante y la
fecha del primer muestreo de suelo: el 13/01/2003.

Detalle de los tratamientos realizados al inicio de la campafa 2000/2003, en el
invernadero Q) ingredientes activos de los formulados, dosis aplicadas, film plastico
empleado para cubrir el suelo, asi como el producto formulado de los mismos

Tratamiento Ingrediente activo Dosis Film* |  Formulado Comercial®
BM (38:2) Bromuro de metilo: cloropicrina (38:2) 40 gm? VIF | Metabrom de Eurobrom
Biosugar Derivado de la cafia de azicar 004 [m? PE

Pasto del Sudén | Pasto de sorgo: Sorghum Sudanense 2 kgm? PE

Metam Sodio Metam sodio (N-mefildiocarbonato de sodio) | 150 g-m? PE | METAM Sodio 50, Taminco
Trichoderma Trichoderma harzianum 6x10° conidias/g | 75 g:m?en 101 | PE | METAM Sodio 50, Taminco

gﬁp?itg;?msggi?m Metam sodio (N-metildiocarbonato de sodio)| 150 g-m? PE | METAM Sodio 50, Taminco

" VIF = Film virtualmente impermeable, PE = Polietileno. ® P = Polvo.

De nuevo, seis fueron los muestreos que se realizaron esta vez: 13 de enero
de 2003, 26 de febrero, 9 de abril, 21 de mayo, 2 de julio y 30 de julio. El ensa-
yo se dio por finalizado la primera semana de agosto de 2003.

4.3.4. EL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

A continuacion, se expone el planteamiento que se realizé para la interpreta-
cién de los resultados relacionados con la variaciéon de la densidad flngica a lo
largo del cultivo tras realizar la desinfeccién con los sucesivos muestreos efec-
tuados. Se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) para los casos que a con-
tinuacion se detallan.

Para cada fecha correspondiente a cada uno de los muestreos realizados,
se analizé6 el comportamiento de cada desinfectante empleado sobre
cada uno de los géneros fungicos y sobre el total. Los dos factores estu-
diados fueron el tratamiento y la repeticion como variables independien-
tes, y la variable dependiente, el género o especie analizada.

Para el caso de las poblaciones fusdricas en particular, se realizé el
mismo andlisis para cada una de las especies de Fusarium aisladas (y
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para la densidad fusdrica total) que el descrito con anterioridad para la
microbiota fungica total.

Para normalizar los datos de todos los andlisis, se empled la transformacién
J(x+0,5), como ya hicieran RODRIGUEZ MOLINA et al. (2001), por ser la que
mayor informacién proporcionaba para la interpretacion de los resultados.

El método empleado para la comparacion de las medias fue el procedi-
miento de las menores diferencias significativas de Fisher (LSD) al 95%.

Para comparar el desarrollo vegetativo alcanzado con cada uno de los tra-
tamientos, se realizé el andlisis de la varianza (factores: tratamientos y
bloques), transformados mediante la expresién log1q (x) y la comparacién
de las medias de los tratamientos aplicando el test LSD al 95% para cada
invernadero y campana.

Las producciones se expresaron en kgm?y se analizaron las diferencias
entre tratamientos, tanto para la produccién comercial acumulada en
cada fecha, como para las cifras finales de cada categoria, es decir, los
aspectos cuantitativos y cualitativos de la produccién. Para la compara-
cién de los datos se realizé el andlisis de la varianza y el test LSD al 95%
para la comparacién de las medias, transformando los datos mediante la
expresion logig (x+1).

4.4. RESULTADOS Y DISCUSION
INVERNADERO H

1. EFECTO DEL HUMEDECIMIENTO DEL SUELO DURANTE EL CULTIVO SOBRE
LA MICROBIOTA FUNGICA NO PATOGENA AISLADA EN SUELOS
CON DIFERENTES TRATAMIENTOS

De la bibliografia revisada, tan sélo se ha encontrado un trabajo similar (TELLO
y LAacasa, 1990) en el que se analiza la influencia de la humedad y de la zona de
accioén de las raices de la planta en cuanto a su relacién con la multiplicacién de
Fusarium oxysporum en el cultivo de tomate.

La escasez de informacién acerca del estudio de las poblaciones flngicas en
el suelo en los cultivos de pimiento alenté al estudio también de las mismas bajo
distintas condiciones de humedad y nutrientes disponibles en el suelo.

Al principio de cultivo, en el primero de los muestreos, destaca el hecho de

que en los suelos procedentes de la zona no humedecida entre las lineas de cul-
tivo, se registraron las mayores densidades de Aspergillus y Fusarium respecto a
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las otras alternativas (suelo cercano a las raices y suelo humedecido) en todos

los tratamientos analizados (Tabla 4.H.1.).

Los andlisis de las diferentes alternativas estudiadas revelaron que en rela-
cién a la microbiota total aislada en los suelos desinfectados con 1,3- Dic+pic,
los mayores niveles de inéculo se dieron en la zona préxima a las raices o hume-
decida. Para el caso del éxido de propileno, fue la zona situada entre las lineas
de cultivo y para el bromuro de metilo, la humedecida intencionadamente.

Tahla 4.H.1. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo
del invernadero H a lo largo de la campaiia 2003/2004 en las tres situaciones estudiadas,
expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco

Género/ Fecha Telone C-35 50 0x. Propileno 600
Especie | Muestreo | Raices Seco Humedo Raices Seco Himedo
Aspergillus | 11/02/04 2,46ns 2,308 2,10ns 1,86a 121b 1117
22/03/04 1,10a 121a 497h 14.30b 3,032 537a
03/05/04 3,23n8 2.31ns 2.53ns 1,36a 470h 5,43b
14/06/04 413a 483a 6,53b 073a 12.23¢ 460b
26/07/04 17400 1,072 3,70a 3,362 107c 6,43b
08/09/04 176ab 617a 1007b 0.56a 1703¢c 5,500
F. solani 11/02/04 0,00a 037b 0,00a 0,06ns 003ns 0,00ns
22/03/04 040a 0.80ab 1.83b 2,50b 097a 1,40ab
03/05/04 0,00a 1,93b 043a 020a 3,13b 017a
14/06/04 403 143a 2.20b 0.06a 3,93b 453
26/07/04 440b 0.30a 0,00a 033a 1,17h 5.37c
08/09/04 1,56a 233 433h 4563 5,00ah 6,07b
Rhizopus 11/02/04 0,00a 0.33b 0,00a 013b 0,07ab 0,00a
22/03/04 2.53b 040a 010a 0.80b 0,20a 033a
03/05/04 020a 207b 0,00a 0,00a 020a 087b
14/06/04 0,33ns 0.13ns 0,10ns 0,10a 1,07b 040a
26/07/04 0,00a 060b 0,00a 1,08b 0,00a 097b
08/09/04 1.06b 1.07b 037a 0,00a 1,13b 0.77b
Penicifium | 11/02/04 060a 5,83b 0,30a 010a 0,70b 0,00a
22/03/04 010a 063b 0,00a 2,03 0,03a 020a
03/05/04 0,00ns 0,00ns 0,03ns 006a 1,07h 013a
14/06/04 013ns 0.03ns 0,00ns 006a 030b 0,00a
26/07/04 0,00a 147h 0,00a 0,00a 2,00 017a
08/09/04 0,00a 0,00a 090b 0,70ns 0.17ns 057ns
Total 11/02/04 3,06a 8,77h 2,402 2,16a 8,07h 11,17b
22/03/04 413a 3,10a 6,200 19,63¢ 473a 7,300
03/05/04 343a 597h 3,00a 1,63a 8,60c 6,600
14/06/04 8,63h 6,43a 8,83b 0,96a 1753c 9,530
26/07/04 21,80 343a 3,702 4,76a 10,83h 12,93
08/09/04 10,40a 9.57a 15,67h 5,83a 23.33c 12,900

“ Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre diferentes situaciones de humedad de cada tratamiento en cada fecha in-

dican diferencias estadisticamente significativas (p<<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). BM: Bromuro de metilo.
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Tahla 4.H.1. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo
del invernadero H a lo largo de la campaiia 2003/2004 en las tres situaciones estudiadas,
expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco (continuaciin)

Género/ Fecha Ox. Propileno 800 BM30
Especie | Muestreo | Raices Seco Humedo Raices Seco Himedo
Aspergillus | 11/02/04 176b 24.63¢ 037a 0,60a 2010c 2,63
22/03/04 7402 13,700 7h3ab 28,93b 9,232 1472
03/05/04 2402 12.67¢ 6,87h 2,16b 147a 807c

14/06/04 1753b 14,73ab 6,00a 5,73b 5,60a 4473
26/07/04 7023b 2.13a 480a 750ns 5,37ns 987ns
08/09/04 9.20a 14.7Th 2033b 5,03a 493a 14.13b
F. solani 11/02/04 0,76ns 047ns 037ns 076a 10,60c 2.10b
22/03/04 026a 3,03b 0,70a 2,06b 020a 3,10c
03/05/04 0,00a 1,40b 0,00a 0,00a 020a 090b
14/06/04 0,06a 2,13 267b 146a 2.87h 2,03a
26/07/04 0,03a 0,00a 3,17h 043a 0,10a 197b
08/09/04 1,70a 410b 413h 6,76b 0,00a 0,00a
Rhizopus 11/02/04 0,03ns 0.23ns 0,00ns 0,03ns 0,07ns 0,00ns
22/03/04 0,06a 017a 0,70b 0,36ns 0,10ns 0.17ns
03/05/04 0,00a 007a 0,70b 0,00a 017a 043h
14/06/04 0.23ns 0.23ns 0,33ns 0.26h 0.20ab 0,00a
26/07/04 0,16a 0,00a 123b 0,06a 0,00a 0,70b
08/09/04 2200 023a 073 0,70b 007a 020a
Penicillium | 11/02/04 0,30ns 0.17ns 037ns 0,00a 043a 1.03b
22/03/04 2133b 1,03a 1.20a 2232 8.87b 073a
03/05/04 0,03a 31,230 007a 0,06ns 007ns 023ns
14/06/04 0,03a 047b 063b 0,33ab 3,13b 023a
26/07/04 1.26b 207c 017a 1,60a 2,03ab 5,03b
08/09/04 0,50ns 090ns 0,90ns 0,00a 0,10a 047b
Total 11/02/04 8,86h 25,90c 1,10a 1,40a 38,20c 5,17h
22/03/04 35,06h 1793a 10,13a 33,600 18,402 11473
03/05/04 243a 45,37c 1,63b 2.83a 1,902 9,63h
14/06/04 17860 18,27h 9,63a 1,800 12,400 6,73a
26/07/04 11,700 4,202 9372 9,60a 190a 18,07h
08/09/04 13,602 20,000 26,100 12,500 5,102 14,800

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre diferentes situaciones de humedad de cada tratamiento en cada fecha in-
dican diferencias estadisticamente significativas (p<<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0.,5). BM: Bromuro de metilo.

Resultados de tendencia similar fueron los que se obtuvieron para el caso
concreto de la variacién de la poblacién fusarica. Los suelos presentaron en ge-
neral, densidades de poblacién de Fusarium elevadas (Tabla 4.H.2.), donde la es-
pecie claramente predominante en los suelos fue F. solanj, viéndose desplazada
en algunos casos puntuales por F. oxysporum. Las parcelas en donde se aplicd
1,3 dicloropropeno+cloropicrina para desinfectar, mostraron diferencias signifi-
cativas entre las variantes estudiadas: asi se comprueba que el suelo rizosférico
fue el que mayor densidad de Fusarium presenté respecto al suelo de entre las
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lineas de cultivo humedecido y sin humedecer. En las parcelas desinfectadas con
el 6xido de propileno tanto a la dosis de 600 como a la de 800 I'ha™ ocurrié prac-
ticamente lo mismo que con el Telone C-35, con la particularidad de que a menor
dosis, mayor densidad de Fusarium. Las densidades aumentaron conforme avan-
zaba el cultivo, especialmente con el comienzo de la primavera. Aunque las par-
celas bromuradas soportaran mayor nimero de poblaciones fusaricas cuando se
humedecia el suelo, la respuesta no plasmé una gran multiplicacién de los Fusa-
ria, como tampoco ocurrié en los demas tratamientos. A la misma observacion lle-
garon TELLO y LACASA (1990) al analizar los Fusaria presentes en suelos incultos,
mas 0 menos cercanos a zonas cultivadas donde compararon el anélisis de sue-
los que habian padecido una sequia de catorce meses con el muestreo tras unas
lluvias caidas y comprobaron que no acontecié practicamente ningin aumento de
las poblaciones.

Variacidn de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas en el suelo
del invernadero H a lo largo de la campaiia 2003/2004 en las tres situaciones estudiadas,
expresada en U.F.C..g" de suelo seco

Género/ Fecha Telone C-35 50 Ox. Propileno 600
Especie | Muestreo | Raices Seco Himedo Raices Seco Himedo
F. oxysporum | 11/02/04 9,58b 0,00a 4 70ab 12,55ns 0,00ns 16,32ns
22/03/04 0,00a 6,00a 38,77h 4.64a 5,533 4469bb
03/05/04 2,79 1,10a 66,66b 8098b 12.34a 606,60c
14/06/04 0,74ns 0,00ns 5,79ns 4.6bab 0,00a 20,17

26/07/04 492ns 2.80ns 344ns 72,04b 548a 108,77h
08/09/04 4 57ns 0,00ns 3,10ns 7796h 1,10a 1739ab
F. solani 11/02/04 331,72b 96,02a 151,33ab 29,16ns 19,89ns 29,52ns
22/03/04 | 396,58b 679,53c 38,17a 323,092 1519,35b 446953
03/05/04 | 590,996 75715b 66,562 114548b | 291455¢ 606,502
14/06/04 | 694,06ns 6979ns 84044ns | 201919ns | 237211ns | 2563,74ns
26/07/04 | 2480,88b 51419 654,63a 3850,03¢ 1279,92a 2177600
08/09/04 99717b 429433 516,37b 3362,98¢ 2285,15b 1218,17a
F. raseum 11/02/04 2.51ns 0,00ns 0,00ns 5,52ns 5,87ns 15,17ns
22/03/04 0,00ns 1,92ns 1,38ns 0,00ns 0,00ns 246ns

03/05/04 157ns 1,08ns 0,00ns 24.46b 2174 267a
14/06/04 1197b 0,00a 0,00a 5,12ns 0,00ns 5,08ns
26/07/04 0,00ns 0,00ns 0,00ns 449ns 0,00ns 2.40ns
08/09/04 5,10b 0,00a 0,00a 48,69h 706a 1,b6a
Total 11/02/04 343,79h 96,02a 156,03ah 43,2508 25.46ns 61,01ns

22/03/04 | 396,580 687,11¢c 18,932 32173a | 152489 896,36h
03/05/04 | 60096ah | 759,30h 133,32a 125090a | 2929,06h 1215,88a
14/06/04 |  706,79ns 6979ns 846,23ns | 208897ns | 2372,11ns | 2589,00ns
26/07/04 | 2485,80h 51700a 658,07a 392651c | 128541a | 2288,78h
08/09/04 | 1006,84h | 42943a 519,48a 348964c | 229331h 123113a

“ Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre diferentes situaciones de humedad de cada tratamiento en cada fecha in-
dican diferencias estadisticamente significativas (p<<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). BM: Bromuro de metilo.
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Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas en el suelo
del invernadero H a lo largo de la campaiia 2003/2004 en las tres situaciones estudiadas,
expresada en U.F.C.-g" de suelo seco

Género/ Fecha Ox. Propileno 800 BM 30
Especie | Muestreo | Raices Seco Humedo Raices Seco Himedo
F. oxysporum | 11/02/04 262a 0,00a 23,44b 309 0,00a 15,21b

22/03/04 099a 2,053 121,390 0,00ns 0,00ns 1,64ns
03/05/04 26,04a 31,70a 375,860 2.32ns 1097ns 15,06ns
14/06/04 70,62b 408a 2.1ha 6,83ab 0,00a 11550
26/07/04 14.15a 44ba 45,65 89.45b 0,00a 21,74b
08/09/04 1247ns 934ns 1.93ns 5,89ns 0,00ns 934ns
F. solani 11/02/04 0,00a 0,00a 22450 12.72ns 9,16ns 8,86ns
22/03/04 63,483 536,13 4744 139,282 240,70a 430,27b
03/05/04 542283 | 143452b 375,193 796,48b 1522,13b 54 54a
14/06/04 | 164097¢c 912,19 424.00a 914,342 795,033 1787150
26/07/04 | 322356c | 49546a 1915,56b 2479,87h 7169 1780,37b
08/09/04 22119a | 1465,29b 173709b 790,050 39794a 118121b
F. roseum 11/02/04 23,35ns 80,91ns 44 0bns 11,06ns 2175ns 18,07ns
22/03/04 0,00ns 0,00ns 3,86ns 0,00ns 0,00ns 0,00ns
03/05/04 3.44ns 2.12ns 19,08ns 0,00ns 5.17ns 3,6ns
14/06/04 b, s 0,00ns 0,00ns 10,67ab 0,00a 54.03b
26/07/04 121a 0,00a 16,26b 2897b 0,00a 26,330
08/09/04 4 56ns 147ns 8.25ns 41 §,13a 68,710
Total 11/02/04 25972 80,51ah 89,95h 26,89ns 36,91ns 42,15ns
22/03/04 6447a 538,19h 172,703 139,282 240,702 431,92h
03/05/04 9r1,77a | 146894h 710,143 798,800 1538,28h 13,252
14/06/04 111725¢ 916,27h 426,792 931,78a 795,033 1852,74h
26/07/04 | 324492c | 49991a 197749h 2598,30c 71,693 1828450
08/09/04 238220 | 14716,12b 174729h 800,16h 406,07a 1259,27¢

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre diferentes situaciones de humedad de cada tratamiento en cada fecha in-
dican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo.

Tal y como se muestran las densidades desarrolladas en cada caso, no se
pueden ver diferencias tan elocuentes como las encontradas por BAO et al.
(2000) cuando analizaron los Fusaria presentes en el suelo colonizado por las ra-
ices de tomate y en el suelo alejado de las mismas. Encontré diferencias del
orden de diez veces mas de propagulos por gramo de suelo seco en el suelo en
contacto con las raices.

Densidades fungicas en suelo seco

Microbiota total

Con un comportamiento similar al del bromuro, Telone C-35 fue capaz de con-
trolar la proliferacién de hongos presentes hasta el final del cultivo en las zonas si-
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tuadas entre las lineas de cultivo (Gréfico H.2.). Aspergillus spp., Penicillium spp. y
Fusarium spp., fueron los géneros que se aislaron en su mayorfa (Tabla 4.H.3.).

Tahla 4.H.3. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero H en las zonas situadas entre las dos lineas de cultivo y porcentaje respecto
del total a lo largo de la campaiia 2003/2004, expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco™

Género/ Fecha Telone 0P 0P
Especie | Muestreo | C-35 % 600 % 800 % B %

Aspergillus | 11/02/04 | 2232 | 2048 1260 | 9008 | 2463c | 9660 = 2710d | 7094
22/03/04 | 1262 | 4086 | 303b | 465 | 13/0c | /639 923c | 3018
14/05/04 | 2362 | 3966 | 4200 | 4884 | 1266c | 2792 146a | 1118
14/06/04 | 483 | 7513 | 1223b | 69,77 | 1473b | 8066 060a | 4516
26/07/04 | 106a | 3107 106c | 60,23 2132 | 8079 036b | 7156
08/03/04 | 616a | 6446 | 1703b | 7300 | 14760 | 7383 493 | 9673

F. solani 11/02/04 | 0,36a 418 | 003 | 041 046a | 183 | 1080b | 2776
22/03/04 | 080ab | 2581 086b | 2042 | 303c | 16891 020a | 109
14/06/04 | 153b | 2670 | 313c | 3643 | 1400 | 309 020a | 1083
14/06/04 | 1432 | 2228 | 383 | 2243 2,03b | 1496 286b | 2312
26/07/04 | 030a 8/ 176 | 1631 0,002 - 010a | 133
06/09/04 | 233b | 2433 | 500c | 2143 | 410c | 2040 0,00a -

Rhizopus 11/02/04 | 0.33ns 380 | 006ns | 083 | 023ns | 092  006ns | 01
22/03/04 | 040ns | 1280 | 020ns | 423 | 0%6ns | 093 = 010ns | 094
14/06/04 | 206b | 3464 | 020a | 233 | 006a = 015 016a | 877
14/06/04 | 013a 201 | 1,086b 608 | 023a | 128 020a | 161
26/01/04 | 060b | 1748 | 000a - | 000a - 0,00a -
08/09/04| 106b | 1116 | 113b | 486 | (023 Al 006a | 131

Penigillium 11/02/04 | 583b | 6654 0,70a 8,68 0,16a 065 043a 113
22/03/04 | 063a | 2043 003a 070 1,032 576 886 | 4819
14/05/04 | 0,00a - 106a | 1240 | 3123b | 6885 0.06a 3501
14/06/04 |  0,03a 052 0,30a 1.1 0,56a 310 3,73 | 301
26/07/04 | 146ns | 4272 | 200ns | 1846 | 206ns | 4921 203ns | 2I11
08/09/04 | 0,00a - 0,16a 071 090b 450 010a 196

Total 11/02/04 | 8,76a 100 | 807a 100 | 25,30h 100 | 3820c = 100
22/03/04 | 3,10a 100 | 473 100 | 1793 100 | 1840b 100
14/05/04 |  5,96ab 100 | 8,600 100 | 4537c 100 190a 100
14/06/04 |  643a 100 | 1733b 100 | 18.27a 100 | 1240ab 100
26/07/04 | 3/43a 100 | 10,83b 100 | 420a 100 | 730ab 100
08/09/04 | 9,560 100 | 2333¢ 100 | 20,00c 100 3,102 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente significa-
tivas (p<0,0b). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo, OP: dxido de propileno.

Muy interesante resulta ver que en las parcelas cuyos suelos fueron bromura-
dos, éstos soportaron gran densidad de hongos en los primeros muestreos de
suelo, sobre todo en el primero tras el trasplante. Mayores ain fueron las que hubo
presentes con el 6xido de propileno a 800 I'ha™ a mitad del ciclo de cultivo.
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Microbiota fusarica

Las parcelas desinfectadas con Telone C-35 soportaron menor densidad de
hongos, algo parecido a lo que ocurrié con el bromuro de metilo. El éxido de pro-
pileno a 800 I'ha™ permitié una mayor colonizacién que a la dosis de 600 Ih”
(Gréfico H.1.). La especie predominante fue de nuevo F. solani, con una propor-
cién en todos los casos (salvo dos excepciones) superior al 90% (Tabla 4.H.4.).

Como se aprecia en los Graficos H.1. y H.2,, las parcelas desinfectadas con
1,3-Dic+pic (Telone C-35) fueron las que soportaron las menores densidades de
hongos de todos los andlisis efectuados en la zona sin humedad.

Tahla 4.H.4. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas en el suelo del
invernadero H en las zonas situadas entre las dos lineas de cultivo y porcentaje de cada una
respecto del total a lo largo de la campafia 2003/2004, expresada en U.F.C..g" de suelo seco*

Género/ Fecha Telone 0P 0P
Especie | Muestreo | C-35 % 600 % 800 % B %
F. oxysporum | 11/02/04 | 0,00ns 0,00ns 0,00ns 0,00ns -

22/03/04 | B0ons | 088 0.0%ns | 036 200ns | 038 0,00ns -
14/05/04 | 110a | 015 | 1234ab | 042 3170b | 216 | 1097ab | 071

14/06/04 | 0,00a - 0,00a - 408b 1 040 0,00a -
26/07/04 | 11.08ns | 223 816ns | 094 603ns | 052 22Ms | 044
08/09/04 | 000a - 110a | 003 934b | 083 0,00a -

F. solani 11/02/04 | 96,02b 100 | 198%ab | 781 0,00a - 9152 | 2481
22/03/04 | 679,03b | 9890 | 151835c | 9964 | 03613b | 9962 | 240702 100
14/06/04 | 767162 | 99,72 | 2914550 | 9950 | 1434522 | 9766 | 152213a | 9835
14/06/04 | 697962 | 100 | 2372110 | 100 | 91219 | 9955 = 79503a | 100
26/07/04 | 47626a | 9592 | B84824b | 9731 | 114437b | 9891 | ©506.56a 9890
08/09/04 | 42943a | 100 | 228510c @ 9964 | 1465290 | 9927 | 39794a 98,00

F. raseum 11/02/04 0,00a - 5h7a | 2189 80,91b | 100 2079ab | 7519
22/03/04 | 152ns | 022 0,00ns - 0,00ns - 000ns | 0,00
14/05/04 | 106ns | 014 21s | 007 212s | 019 51s | 034

14/06/04 |  0,00ns - 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns -
26/07/04 | 916ns | 185 1526ns | 1,78 661ns | 057 310ns | 0,61
08/09/04 |  0,00ns - 706ns | 031 14ms | 010 813ns | 200
Total 11/02/04 | 96,02ns 100 | 2546ns | 100 8051ns | 100 | 3691ns| 100

22/03/04 | 68711 | 100 | 1524,89c = 100 | 5381%h 100 | 240,70a 100
14/05/04 | 759,30a 100 | 2929,06b | 100 | 146894ab ~ 100 | 1538,28ab 100
14/06/04 | 69735 =~ 100 | 2372,11b | 100 | 91627a 100 = 795032 100
26/07/04 | 496522 = 100 | 87163b 100 | 115703c 100 | 511942 100
08/09/04 | 42343a | 100 | 223331c | 100 | 1476,12h | 100 = 406,07a 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente significa-
tivas (p<0,0B). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo, OP: dxido de propileno.

En relacién a la microbiota fungica total, el 6xido de propileno a la mayor
dosis ensayada, registré las mayores densidades, sin embargo la actitud del

21



Ecologia de la microbiota flngica de los suelos de los invernaderos de pimiento y su interés agrondmico

mismo producto a 600 I'ha’, proporcioné un control nada desdefable. Respecto
a la poblacién fusarica, todos los tratamientos partieron de densidades de hon-
gos practicamente inapreciables, aunque en el siguiente muestreo, el éxido de
propileno a 600 l'ha" se desmarcé como el tratamiento donde los Fusaria se mul-
tiplicaron mucho mas que en los demas.

Graficos H.1. y H.2. Comparacion de la densidad total de especies Fusarium spp. aisladas en el
invernadero H en las zonas situadas entre las lineas de cultivo a lo largo de la
campafia 2003/2004, expresado en U.F.C.-.g" de suelo seco y del total de la
microbiota flngica, expresado en 10*U.F.C.-.g" de suelo seco
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Microbiota total

Estudiando aisladamente las muestras procedentes de las zonas humedeci-
das, se observa que la tendencia general (con ayuda del Gréafico H.4.), revel6 que
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Telone C-35 logré controlar las poblaciones flingicas mejor que el resto de tra-
tamientos ensayados.

Salvo algunos casos puntuales, la variaciéon que tuvo lugar en todos los trata-
mientos fue similar a lo largo del cultivo, destacando dos maximos y el dltimo
muestreo en el que las mayores densidades se dieron en las parcelas que habian
sido desinfectadas con éxido de propileno a 800 I'ha™.

Tabla 4.H.5. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero H en las zonas que fueron humedecidas y porcentaje respecto del total
a lo largo de la campaiia 2003/2004, expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco™

Género/ | Fecha | Telone opP oP
Especie | Muestreo | C35 | 0 600 % 800 % BM %

Aspergillus | 11/02/04 1 2100 | 8760 | 11,16¢ 100 | 0362 | 3333 263b | 4066
22/03/04 | 4262 | 6882 | 5362 | 7352 [03b | 434 146b | 65,12
14/05/04 | 2032 | 8444 | 543b | 8232 | 686bc | 8996 806c | 8374
14/06/04 | 603 | 7396 | 460ab | 4820 | 600bc | 6228 446a | 6634
26/01/04 | 3,10a 100 | 643ab | 4974 | 480ab | 5125 986b | b461
08/09/04 | 1006b | 6426 | ©5930a | 4264 | 2033c | 7781 | 1413bc | 93550

F. solani 11/02/04 | 0,00a 0.00a 036a | 3333 2100 | 3642
22/03/04 | 183b | 2957 | 140ab | 1918 | 0O70a | 6391 310c | 2703

14/06/04 | 043b | 1444 | 0]16ab 2,53 0,00a - 090c | 934
14/06/04 | 220 | 2491 4530 | 4755 2662 | 2068 203a | 3020
26/01/04 | 0,00a - b36c | 4149 | 376bc | 3381 1960 | 1089
08/09/04 | 4330 | 2766 606c | 4703 4130 | 1684 0,00a -
Rhizopus 11/02/04 | 0,00ns - 0,00ns - | 000ns - | 000ns -
22/03/04 | 0,10a 161 | 033ab 457 0,70 6.91 016a | 145
14/05/04 | 000a - 086b | 1313 0,70b g 043b | 450

14/06/04 | 010ab 113 0400 | 420 | 033 | 346 0,00a -
26/01/04 | 000a - | 086b (47| 123 1317 070b | 387
08/09/04 | 0,36ab 2,34 | 076b 084 | 073 | 281 020a | 130

Penicilium | 11/02/04 | 030ab | 1260 | 000a - | 036b | 3333 103 | 1792

22/03/04 | 0,00a - | 020ab 24 1 120c | 1184 | 073bc | 640
14/06/04 | 003a 1111 013ab 202 | 006ab 087 023 | 242
14/06/04 |  0,00a - | 000a - | 0863 6.af 023 | 34/
26/07/04 | 0,00a - | 0716ab 1,29 016a | 178 03b | 3063
08/09/04 |  030ns o | 056ns | 439 | 080ns | 345 | 046ns | 315

Total 11/02/04 | 2,408 100 | 11,16b 100 | 1,10a 100 | 5,76ab 100
22/03/04 | 6,208 100 | 730a 100 | 10,13b 100 | 11,46h 100
14/05/04 | 3,00a 100 | 6,600 100 | 763hc 100 963c | 100
14/06/04 |  8,83b 100 | 9,53b 100 | 963b 100 6732 100
26/07/04 | 3,70a 100 | 12,93ab 100 | 9,36ab 100 | 18,06h 100
08/09/04 | 15,662 100 | 12,90a 100 | 26,10 100 | 1480a @ 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente significa-
tivas (p<0,0b). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo, OP: dxido de propileno.
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Microbiota fusarica

Los suelos que de forma provocada se humedecieron en el invernadero, cla-
ramente mostraron diferencias significativas respecto a las poblaciones totales
de Fusarium entre los diferentes tratamientos que se efectuaron (Tabla 4.H.6.).

Tabla 4.H.6. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas en el suelo del
invernadero H en las zonas que fueron humedecidas y porcentaje de cada una respecto
del total a lo largo de la campaia 2003/2004, expresada en U.F.C..g" de suelo seco™

Género/ Fecha Telone 0P 0P
Especie | Muestreo | C-35 % 600 % 800 % B %

F. oxysporum | 11/02/04 1 470ns | 302 | 1632ns | 2675 | 2344ns | 2607 | 1521ns| 3610
22/03/04 | 38,77b | 4912 | 44695c | 4986 | 12139 | 70,29 164a| 038
14/06/04 | 66662 | 5000 | 60660b | 4989 | 3r586b | 4880 15,06a | 2057
14/06/04 | 579ns | 068 | 2031ns| 0,78 2.06ns | 064 | 1156ns| 062
26/07/04 344a | 052 | 10877c| 484 45600 | 231 2174 | 179
08/09/04 310a | 060 3% | 14 193 01 934ab | 074

F. solani 11/02/04 | 151,330 | 96,98 2962a | 4838 22452 | 2496 886a | 21,02
22/03/04 | 3877a | 4812 | 446900 @ 4986 47442 | 2147 | 43021b | 9962
14/05/04 | 66662 | 5000 | 60660b | 4989 | 375,18b | 48,72 0404a | 1440
14/06/04 | 84044b | 9932 | 2b7611c | 9902 | 42400a | 9936 | 1/8715c | 9646
26/07/04 | 654632 | 9948 | 213728b | 9006 | 191596b = 9687 | 1/803rb | 973/
06/09/04 | 51637a | 9940 | 121817b | 9847 | 1737080 | 9942 @ 118121b | 93,80

F. roseum 11/02/04 0,00 1017 2481 4405 | 4897 1808 | 42,88
22/03/04 | 138ns | 1,70 246ns | 028 386ns | 224 0,00ns -
14/05/04 | 0,00a - 267ab | 022 19080 | 248 365ab | 498

14/06/04 | 0,00a - 61a| 020 0,00a - 0403 | 292
26/07/04 | 000a - 240ab | 011 | 1626bc | 082 2633 | 144
08/09/04 |  000a - 1062 | 013 8202 04 66.71b | 546
Total 11/02/04 | 13603b | 100 61,01a = 100 | 8995ab | 100 42152 100

22/03/04 | 78932 | 100 | 89636c 100 | 17270a 100 | 43192b | 100
14/05/04 | 133322 | 100 | 1215880 | 100 | 770,14ab | 100 7323 100
14/06/04 | 84623h = 100 | 2601,54c | 100 | 426,758 100 | 1852,74bc 100
26/07/04 | 65807a = 100 | 224846c 100 | 19774%h = 100 | 182843h | 100
08/09/04 | 519482 | 100 | 123713b | 100 | 174729c | 100 = 1239,27h = 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente significa-
tivas (p<0,0b). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo, OP: dxido de propileno.

Las parcelas desinfectadas con Telone C-3b fueron las que soportaron me-
nores densidades de Fusarium (como también sucediera al analizar el suelo de
la zona seca), aunque siguieran la misma tendencia que las desinfectadas con
6xido de propileno a 600 I'ha™ (Gréfico H.3.). Este dltimo producto, tuvo préctica-
mente las mismas variaciones a lo largo del cultivo a las dos dosis ensayadas. Las
parcelas desinfectadas con 6xido de propileno a 600 I'ha”, tuvieron las mayores
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densidades de Fusarium spp. (exactamente igual que sucediera en las zonas si-
tuadas entre las lineas de cultivo).

La especie dominante en practicamente todos los muestreos es F. solani, lle-
gando a representar més del 70% del total de especies aisladas. A pesar de ello,
las poblaciones de F. oxysporum son también considerables (muestreos de marzo
y mayo) y algo menores e incluso indetectables las de F. roseum (Tabla 4.H.6.).

Prestando especial atencién al dltimo muestreo efectuado, que me indicaria la
densidad fungica soportada cuando el cultivo se da por terminado y deberfa reali-
zar una nueva desinfeccién, se observa (Graficos H.1.y H.3.) cémo la densidad de
Fusarium es précticamente la misma en la zona seca que en la himeda (varia de
500 a 2.000 UFC.g" de suelo). Para la microbiota flngica total, la densidad sopor-
tada bajo condiciones de humedad parece ser superior a cuando no las hay.

Graficos H.3. v H.4. Comparacion de la densidad total de especies Fusarium spp. aisladas en el
invernadero H en las zonas humedecidas a lo largo de la campafia 2003/2004,
expresado en U.F.C..g" de suelo seco y del total de la microbiota fiingica,
expresado en 10°U.F.C.-g" de suelo seco
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2. EFECTO DEL CULTIVO SOBRE LA MICROBIOTA FUNGICA NO PATOGENA AISLADA EN LA
ZONA COLONIZADA POR LAS RAICES EN SUELOS CON DIFERENTES TRATAMIENTOS

Los resultados obtenidos muestran similitud con los que publicaran PARKINSON
et al. (1963) referidos al estudio de la rizosfera de la cebada, la col y el haba en los
que llegaron a la siguiente reflexidn: la colonizacién inicial de la parte cercana a las
raices por parte de los hongos puede estar inicialmente constituida por un amplio
rango de hongos que rapidamente deja paso a otra microbiota estable y tipica do-
minada por hongos como Fusarium spp., Cylindrocarpon spp., Gliocladium spp. y
Penicillium lilacinumy Trichoderma harzianum (para el caso de las plantulas de col).

En el caso estudiado, de la microbiota que fue encontrada en ensayos preli-
minares, se decidié omitirla para la expresion de los resultados y basar el traba-
jo en la que continuamente viene asociandose al cultivo de pimiento.

Campaha 2002/2003
Microbiota total

Por la gran multiplicacién de la poblacién fungica aislada, destacan los mues-
treos del principio y del final de todos los tratamientos llevados a cabo.

En el primer muestreo tras la desinfeccién, destacan las grandes densidades
registradas tan sélo tres semanas después, en donde las parcelas bromuradas
fueron las que presentaron mayor ndmero de U.F.C..g". Todos los tratamientos si-
guieron las mismas tendencias a lo largo del transcurso del cultivo (Tabla 4.H.7),
destacando el muestreo que se hizo 22 semanas después de la desinfeccién y
que coincide con el mes de mayo y el incremento considerable de la temperatu-
ra en el invernadero.

Aspergillus spp. y Rhizopus spp. fueron los géneros que con mayor frecuen-
cia se aislaron en las parcelas bromuradas y desinfectadas con éxido de propile-
no y cloropicrina, mientras que Telone C-35 permitié una mayor multiplicacién de
Aspergillus spp. y F. solani (Tabla 4.H.7).

Basicamente, la tendencia seguida a lo largo del cultivo, coincide con las ob-
servaciones a las que se refiere BURGES (1960) al indicar que tras realizar una
desinfeccién por medios quimicos, se da una esterilizacion inicial a la que sobre-
viene un desmoronamiento de la poblacién del suelo. A ello le sigue un gran au-
mento de la misma, varias veces mayor a la densidad de partida. Mas tarde, se
produce un descenso gradual para volver después a alcanzar el nimero que tenia
al principio. La lentitud que pueda darse hasta producirse un aumento conside-
rable puede deberse con frecuencia al tiempo que tarda en desaparecer el efec-
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to del desinfectante. El nimero de unidades formadoras de colonias no vuelve a
su nivel original hasta después de varios meses.

Asimismo, BURGES (1960) asegura que los organismos que aparecen des-
pués de la esterilizacién pertenecen a un reducido nimero de especies. Segin
Yao et al. (2005), las comunidades flungicas tienden a equilibrarse més rapida-
mente que las bacterianas tras realizar tratamientos de pre-plantacion.

Tabla 4.H.7. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero H y porcentaje respecto del total a lo largo de la campafia 2002/2003,
expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco*

Género/ Fecha Telone
Especie | Muestreo B % C-35 % 600 % CL 40 %

Aspergillus | 13/01/03 | 81,10c | 9689 730b | 4515 | 520ab | 4063 140a | 1180
26/02/03 | 091ab 920 | 190b | 6064 | 113ab | 1504 060a | T4
07//04/03 | 100b | 2740 | 000a - 003a | 385 0,00a -
19/05/03 | 1002 | 2632 | 323b | 4709 | 243ab | 2645 | 223ab | 3300
30/06/03 | 530b | 5408 | 0502 | 8333 013a | 6667 010a | 183
28/07/03 | 4852 | 5389 | 5B6a | 6929 853b | 6229 373 | 5517

F. solani 13/01/03 | 0,602 072 153b 948 513c | 4010 056a 478

26/02/03 | 000a - 123 | 39,36 273 | 3628 020a 247
07/04/03 | 0,00ns - | 006ns | 1000 | 000ns - 0,10ns 405
19/05/03 | 050a | 13,16 246 | 3592 460c | 50,00 220b | 3251
30/06/03 | 0900 918 0,00a - 000a - 0600 | 1098
28/07/03 | 0,60a 6,67 1162 | 1378 2400 1752 073 | 1084

Rhizopus 13/01/03 | 016a 018 | 030a | 186 | 233 | 1823 400c | 331

26/02/03 | 110c | 7124 | 000a - | 3BBb | 486/ 6.76c | 83,04
07/04/03 | 266d | 7260 |  000a - 083 | 9610 236c | 9538
19/08/03 | 230b | 6053 | 116a | 1693 | 180b | 2065 2330 | 3448
30/06/03 | 300b | 3061 010a | 1667 | 003 | 1667 476c | 8720
28/01/03 | 2200 | 2444 | 143 | 1693 | 203ab | 1484 2200 | 3251

Penicillium | 13/01/03 | 1.85b 221 103 | 4331 013a | 104 | 530bc | 48,72

26/02/03 | 1880 | 1957 0,00a 0,00a - 053a 6,58
07/04/03 | 0,00ns - | 0,00ns - | 0,00ns - 0,00ns -
19/05/03 |  0,00ns - | 0,00ns - | 026ns 290 | 000ns
30/06/03 | 0600 612 0,00a - 003a | 16,67 0,00a -
28/07/03| 13bc | 1500 0,00a - 0,73b 535 0,10ab 148
Total 13/01/03 | 83,70h 100 | 16,16a 100 | 12,80a 100 | 11,86a 100

26/02/03 | 9,96¢ 100 | 3,13a 100 1,33b 100 | 810bc 100
07/04/03 |  3,65d 100 | 006a 100 | 086h 100 246c 100
19/05/03 |  3,80a 100 | 6286b 100 | 920 100 6,760 100
30/06/03 | 9.80c 100 | 0,60a 100 | 020a 100 946b 100
28/07/03 | 9,002 100 | 846a 100 | 13,70 100 6762 | 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente significa-
tivas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+05). ns: no difienren sitgnificativamente, BM: Bromuro de metilo, OP; dxido
de propileno, CL: Cloropicrina.
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Microbiota fusarica

De forma global, las mayores densidades de Fusarium de nuevo se dieron en
los suelos desinfectados con éxido de propileno a 600 Iha™ (Gréfico H.5.) y las me-
nores, por el contrario, en las parcelas donde se aplicé la mezcla 1,3 dicloroprope-
no+cloropicrina (Tabla 4.H.8.) que logré controlar més eficazmente la poblacién de
Fusarium spp. Para la totalidad de los tratamientos, el comportamiento fue el
mismo, destacando de forma muy significativa dos momentos en los que las pobla-
ciones de Fusarium solani fueron especialmente mayores: los muestreos corres-
pondientes al mes de febrero y al de mayo (Tabla 4H.8.). F. solani fue la especie
predominante en todos los muestreos realizados, con una presencia del 80-90%,
seguida de F. oxysporum (10-20%) y de F. roseum (<10%) en todos los casos.

Tabla 4.H.8. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas en el suelo del
invernadero H en las zonas que fueron humedecidas y porcentaje de cada una respecto
del total a lo largo de la campafia 2002/2003, expresada en U.F.C..g" de suelo seco*

Género/ Fecha Telone 1]
Especie | Muestreo B % C-35 % 600 % CL 40 %

F. oxysporum | 13/01/03 | 31,98ab | 18,76 | 64.33bc | 10,3 201c| 436 | 2277a | 613
26/02/03 | 251,81b | 11,66 47a | 084 | 00004c @ 1000 | 16302 | 212
07/04/03 | 122100 | 14,26 384a | 729 | 15797b | 434 | 3153 | 539
19/03/03 | 146300 714 397ba | 300 | 14232 | 376 | 10109 | 700
30/06/03 |  7524b | 805 24402 | 332 8o76b | 342 83900 | 487
28/07/03 | 1843ab | 468 882 | 790 3263 | 332 | 3212c | 1008

F. solani 13/01/03 | 136.7ba | 8124 | 55/03b | 8960 | 158140c | 9564 = 348502 @ 8387
26/02/03 | 187080b | 8673 | 94844a | 9709 | 465779 | 8926 | 746232 | 9680
07/04/03 | 70429 | 8323 43423 | 8222 | 348270c = 9568 | 04283b | 9286
19/06/03 | 186727a | 9107 | 125161a | 9453 | 3625,00b @ 9588 | 1995032 & 9238
30/06/03 | 831,/1a | 8903 | 691.71a | 9416 | 2411.33b | 9613 = 162663a | 94,50
28/07/03 | 370,/4b | 94,02 9641a | 8632 | 94806c | 9649 | 28102b | 8820

F. roseum 13/01/03 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns -
26/02/03 | 3486 | 161 117ha | 208 976a | 019 83ha | 108
07/04/03 | 3011 | 352 hb03a | 1049 323 | 009 1022a | 175
19/05/03 | 36,2b | 1,79 00| 247 1348a | 036 1330a | 062
30/06/03 2021 | 291 18,00ab | 252 1139 | 045 10682 | 062
28/07/03 512ns | 130 644ns | 5,17 191ns | 019 54%s | 172

Total 13/01/03 | 16833a | 100 | 621,36b | 100 | 165342c | 100 | 371,27ab | 100
26/02/03 | 215710b | 100 | 56490a 100 | 5218,10c | 100 | 770,892 & 100
07/04/03 | 856,51c | 100 92,802 | 100 | 364391d | 100 | 584,600 | 100
19/05/03 | 2050,30b | 100 | 1324082 100 | 3781,31¢ | 100 | 215944b = 100
30/06/03 | 93417a | 100 | 73462a | 100 | 250845c | 100 | 1721,22b | 100
28/07/03 | 394,300 | 100 | 111,68a | 100 | 98360c | 100 | 318,63ab | 100
* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente significa-

tivas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significativamente, BM: Bromuro de metilo, OP: Gxido de
propileno, CL: Cloropicrina.
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En las parcelas desinfectadas con cloropicrina, las densidades se situaron por
encima de las bromuradas y de las del Telone C-35, pero por debajo de las del
6xido de propileno.

Tal y como se comprueba en el Gréfico H.5, las densidades de Fusarium al
final del cultivo volvieron a ser practicamente las mismas que las del principio, ve-
rificdndose asf lo ya referido por BurGes (1960) anteriormente.

Graficos H.5. v H.6. Comparacion de las especies Fusarium spp. aisladas en el invernadero H a lo
largo de la campaiia 2002/2003, expresado en U.F.C..g" de suelo seco y del total
de la microbiota fingica, expresado en 10°U.F.C..g" de suelo seco
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Partiendo de densidades flingicas considerables, sobre todo para todos los
quimicos excepto para la combinacién 1,3-Dic+pic, cabe sefalar dos momentos
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importantes en cuanto a la gran multiplicacién de hongos que tiene lugar (el
muestreo de finales de marzo, a las 14 semanas de la desinfeccidn, unas diez des-
pués del trasplante) y el de finales de julio (30 semanas después de desinfectar).

Observando los resultados obtenidos en la Tabla 4.H.9, practicamente, la
misma cohorte de hongos esta presente en todos los muestreos, con indepen-
dencia del tratamiento efectuado. Por su permanencia y abundancia, sobresale el
género Asperygillus spp., que con algunas particularidades, alcanza al igual que los
demas géneros su maxima densidad en el muestreo efectuado en julio.

En lo que respecta al cémputo total de hongos, Telone C-35 y bromuro de
metilo no mostraron diferencias significativas entre sf (salvo en los tres primeros
muestreos), aunque sf lo hicieron respecto al 6xido de propileno, especialmente,
a la dosis de 800 I'ha’, que curiosamente tuvo peor control que a la menor dosis
analizada.

A la mayor dosis de 6xido de propileno, se detecté el mayor nimero de co-
lonias flngicas de todos los tratamientos ensayados (Gréfico H.8.).

Al final del cultivo, los suelos muestreados que soportaron menor densidad
de microbiota fungica fueron los que habfan sido desinfectados con éxido de pro-
pileno a la menor dosis, seguidos de Telone C-35, bromuro de metilo y 6xido de
propileno a 800 I'ha’, que apenas mostraron diferencias significativas entre si.

Microbiota fusarica

En todos los tratamientos se observa el continuo aumento de los Fusaria a lo
largo del cultivo; aumento que se ve interrumpido en el dltimo muestreo corres-
pondiente al mes de septiembre, cuando el cultivo se dio por finalizado y podria
decirse que el suelo y la planta estan “agotados”. Si se compara este comporta-
miento (a las 30 semanas de la desinfeccién) con el que tuvo lugar en los casos
anteriores estudiados, se vera como en este, el control ejercido por todos los qui-
micos fue menor. Al observar detenidamente el Grafico H.7. correspondiente a las
densidades fuséricas soportadas por el suelo rizosférico y compararlas con el de
la zona seca y la humedecida, se comprueba como en el primero, las densidades
de Fusarium fueron mucho mas elevadas, como ya se comenté al principio del
apartado referente a este invernadero.

De nuevo, cabe destacar la importancia de F. solani frente a las otras dos es-
pecies de Fusarium a lo largo del cultivo.

El control sobre los Fusaria proporcionado por la combinacién de 1,3-
Dic+pic fue similar aiin con ligeras diferencias respecto al bromuro de metilo,
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pero ambos si se diferenciaron significativamente del éxido de propileno, a
ambas dosis. El control efectuado a la dosis de 600 I'ha™ fue inferior que a la
dosis de 800 Iha™.

Tabla 4.H.9. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero H y porcentaje respecto del total a lo largo de la campaiia 2003/2004,
expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco*

Género/ Fecha Telone 0P 0P
Especie | Muestreo | C-35 % 600 % 800 % B %

Aspergillus | 12/01/04 | 183 | 7333 | 1266b | 8578 | 2513 | 9206 | 1033b | 82.72
11/02/04 | 246bc | 8043 | 186ab | 86,15 e | 8189 060a | 4286
22/03/04 1 1102 | 2661 | 1430c | 7284 7400 | 2110 | 2893d | 8611
03/05/04 | 323b | 9417 | 136a | 836/ | 2400 | 9863 2.16b | 9765
14/06/04 | 413b | 4188 | 073a | 7586 | 193¢ | 9813 0./3b | 7330
26/01/04 | 17400 | 7982 | 336a | 7063 | 7023c | 9785 | 7b0ab | 7813
08/09/04 | 7ibbc | 7468 | 036a | 971 920c | 6765 003b | 4027

F. solani 12/01/04 | 040a | 1600 | 153b | 1038 | 0063 | 195 026a | 208

11/02/04 | 0,00a -| 006a | 308 | O76b | 865 0.76b | 5476
22/03/04 | 040a | 968 | 2000 | 1273 | 022 | 076 206b | 615
03/05/04 | 0,00a -| 0206 | 1224 | 000a - 0,00a -
14/06/04 | 403 | 4672 | 006a | 690 | 006a | 037 1460 | 1880
26/01/04 | 4400 | 2018 | 033 | 639 | 003 | 005 043a | 451
08/09/04 | 156a | 1506 | 4560 | 7829 1,702 | 12,60 b.r6c | 9413

Rhizopus 12/01/04 | 020a 800 | 04bb 316 | 06 | 232 016a | 131
11/02/04 |~ 000a - | 013b 615 | 003 | 038 | 003ab | 238
22/03/04 | 253 | 6129 | 0800 407 | 006a | 019 | 036ab | 109
03/06/04 | 020b 083 | 000a - - -
14/06/04 | 0,33ns 386 | 010ns | 1034 | 023ns | 131 | 026ns | 342
26/07/04 | 0,00a - | 106b | 2238 016a | 023 006a = 069
08/09/04 | 106b | 1026 | 000a - 220c | 1618 0,70 | 560

Penicilium | 12/01/04 |~ 0,06a 260 | 010a | 068 | 1000 | 366 1,760 | 138/
11/02/04 | 060b | 1967 | 010a | 462 | 0302 = 338 0,00a -
22/03/04 | 0,10a 242 | 2032 | 1036 | 2733 | 7795 223 | 66d
03/06/04 | 0,00ns -| 006ns | 408 | 003ns | 137 | 006ns | 236
14/06/04 | 0,13ab 1,94 | 0,06ab 630 | 003 | 018 033b | 427

26/01/04 | 0,00a - | 000a - | 1260 177 160c | 1667
08/09/04 |  0,00a -| 070b | 1200 | 0080b | 368 0,00a -
Total 12/01/04 | 2,308 100 | 14,76b 100 | 2730c 100 | 1273b 100

11/02/04 |  3,06hc 100 | 2,16ah 100 8,86¢ 100 1,40a 100
22/03/04 |  413a 100 | 19,63 100 | 3506¢ 100 | 33,60c 100
03/05/04 | 3,43ns 100 | 1,63ns 100 | 243ns 100 2,83ns 100
14/06/04 | 8,63ah 100 0963 100 | 1786h 100 7.80ah 100
26/07/04 | 21,800 100 476a 100 | 71,70¢ 100 | 9,60ah 100
08/09/04 | 10,40k 100 5,83a 100 | 13,60¢ 100 | 12,50hc 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significativamente, BM: Bromuro de metilo, OP: Oxido de propileno.
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Tabla 4.H.10. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas en el suelo
del invernadero H y porcentaje de cada una respecto del total a lo largo de la campafia

2003/2004, expresada en UF.C..g" de suelo seco®

Género/

Fecha

Telone

0P

0P

Especie | Muestreo | C-35 % 600 % 800 % B %
F oxysporum | 12/01/04 | 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns -
11/02/04 | 9bbns | 277 | 1255ns | 29,02 262ns | 10,08 309ns | 11,62
22/03/04 | 0,00ns - 464ns | 14 099ns | 153 0.00ns -
03/056/04 279 | 046 8098c | 647 2604b | 455 232 | 029
14/06/04 074a | 010 465a | 022 70526 | 410 683 | 073
26/07/04 492a | 019 72040 | 183 1415a | 043 | 8946b | 344
08/09/04 467a | 045 7796b | 223 1247a | 523 58% | 073
F. solani 12/01/04 180a | 90,71 16210 | 100 083a | 100 220a | 100
11/02/04 | 331,72b | 9649 2516a | 5819 0,00a - 12,72a | 47131
22/03/04 | 396580 | 100 | 32309b | 98,58 6348a | 9846 | 13928a | 100
03/05/04 | 5905692 | 9827 | 11454bb | 9166 | 542282 | 9484 | 79648ab | 99,70
14/06/04 | 634062 | 9820 | 207319 | 99,53 | 16403rb | 9655 | 91434a | 98,12
26/07/04 | 2480882 | 99,80 | 385003b | 98,06 |3223b6ab | 9934 | 24/987a | 9544
08/09/04 | 99717b | 99,03 | 336236c | 9637 | 221192 | 9284 | 79008b | 98,73
F. roseum 12/01/04 | 000ns - 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns -
11/02/04 | 251ns | 0,73 502ns | 1278 | 2335ns | 8991 | 1106ns | 41,16
22/03/04 | 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns - 0.00ns -
03/06/04 757a | 126 2446b | 195 344a | 060 0,00a -
14/06/04 | 1197ns | 1,69 bins | 024 b74ns | 033 | 106Tns | 113
26/07/04 0,00a - 442ab 1 0N 21ab | 022 28910 | 11
08/09/04 510a | 050 486% | 139 4h6a | 191 421a | 052
Total 12/01/04 1,80a | 100 1621h | 100 083 100 220 | 100
11/02/04 | 343,79 | 100 43,252 | 100 2597a | 100 26,892 | 100
22/03/04 | 39658y = 100 | 32773b | 100 6447a | 100 | 139,28ab | 100
03/05/04 | 600,96a | 100 | 125090c | 100 | &71,77ah | 100 | 798,80hc | 100
14/06/04 | 706,792 | 100 | 208897¢ | 100 | 171725hc | 100 | 931,78ab | 100
26/07/04 | 248580a | 100 | 3926)51c | 100 | 3244,92h | 100 | 2598,30a | 100
08/09/04 | 1006,84c = 100 | 348964d | 100 | 23822a | 100 | 800,16b | 100

“ Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente significa-
tivas (p<000). Test LSD al 98% con datos transformados mediante Arcsen /(x+05). ns: no difieren significativamente, BM: Bromuro de metilo, OP:

Oxido de propileno, CL: Cloropicrina.

3. EFECTO DE DIFERENTES TRATAMIENTOS DEL SUELO SOBRE EL DESARROLLO
VEGETATIVO DE LAS PLANTAS Y LA PRODUCCION

Campana 2002/2003

En lo que respecta al desarrollo vegetativo de las plantas, todas las alterna-
tivas quimicas al bromuro de metilo ensayadas en este invernadero, permitieron
un crecimiento significativamente superior al de las plantas de parcelas bromu-

radas (Gréafico H.9.).

222



Graficos H.7. y H.8.
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En lo que se refiere a las producciones obtenidas, tal y como se aprecia en
el Grafico H.10, ningun tratamiento ensayado como alternativa, se diferencid sig-
nificativamente del bromuro de metilo y lo mismo sucedié respecto a las catego-
rfas comerciales de los frutos recolectados (Grafico H.11.).

Grafico H.10. Produccion comercial media acumulada en el Invernadero H. Campaiia 2002/2003.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logyy (x+1)
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La primera recoleccién no mostré diferencias entre el éxido de propileno a

600 I'ha™ y el bromuro de metilo. Si las hubo entre el 6xido de propileno y el Te-
lone C-35 o la cloropicrina.

Grafico H.11. Produccion media por categorias comerciales en el Invernadero H. Campaiia 2002/2003.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logyy (x+1)
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Campana 2003/2004

Los resultados del desarrollo vegetativo alcanzado por las plantas al final
del cultivo, ponen de manifiesto que tanto el Telone C-35 como el bromuro de
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metilo, siendo en este Ultimo tratamiento donde las plantas crecieron més
(Gréfico H.12)).

Grafico H.12. Variacion de la altura de las plantas en el Invernadero H. Campafia 2003/2004.

Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logy, (x)
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A su vez, los mismos resultados se dieron en relacion a la producciéon acumu-
lada al final de la campana 2003/2004 que en la 2002/2003 para los mismos
tratamientos ensayados, pues no hubo diferencias significativas entre ellos ni
respecto a la produccién (Gréfico H.13.) ni respecto a las categorias comercia-
les de los frutos recolectados (Gréfico H.14.).

Grafico H.13. Produccion comercial media acumulada en el Invernadero H. Campaiia 2003/2004.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logy (x+1)
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A la vista de los resultados obtenidos y en un intento por relaciénar cualquier
aumento de la densidad flngica aislada con una ralentizacién o no del desarrollo
vegetativo, podemos apreciar que no se puede ver ninguna atribucién. En todo
caso, se podria plantear la hipétesis de si las altas densidades de Fusarium regis-
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tradas en el primer muestreo de la campana 2002/2003 podrian tener como con-
secuencia el menor crecimiento de esas plantas al final de la campafa.

14
17—

Produccion (kg/m2)
i

Grafico H.14. Produccion media por categorias comerciales en el Invernadero H. Campafia 2003/2004.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logyy (x+1)
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INVERNADERO CH

1. EFECTO DEL HUMEDECIMIENTO DEL SUELO DURANTE EL CULTIVO
SOBRE LA MICROBIOTA FUNGICA NO PATOGENA AISLADA EN SUELOS
CON DIFERENTES TRATAMIENTOS

La influencia del agua sobre el crecimiento e instalacién de determinados géne-
ros de hongos en el suelo no estuvo en ninguno de los tratamientos tan clara como
en el caso del testigo (valido también para el caso de las especies de Fusarium spp;;
Tabla 4.CH.2): las muestras de suelo procedentes de la zona comprendida entre las
lineas de cultivo fueron las colonizadas minoritariamente por los hongos medidos.

Resultados parecidos fueron los que se obtuvieron en las parcelas bromura-
das, donde se multiplicaron mas hongos en la zona humedecida, como se viene
observando en los casos analizados.

En cambio, para el resto de tratamientos basados en métodos no quimicos,
los resultados parecen estar mas influenciados por la materia organica afiadida
que por la repercusion que pudiera tener la humedad en el suelo, ya que las den-
sidades son muy similares en los tres casos estudiados.

Asi, las parcelas que no habian sido cubiertas por un plastico que retuviera
los gases producidos por la descomposicién y mantuviera la temperatura alcan-
zada en el suelo, fueron las que mayores densidades fusaricas tuvieron, y espe-
cialmente en el suelo que rodea las raices.

226



Variacion de la microbiota fingica no patdgena en el suelo durante el ciclo de cultivo

“0JaW 8p oInuIoIg :\g (§'0-+X)/* BIUBIAWL SOPBLLIOJSUEL} SOJeP U0 0466 B 15T 158
(50'0>) SeAneayiubis 8)uaLLIRDSIDRISa SeIaUAIB)ID LIIIPUI BLIa) BPRY UB O)UBIWEIR) BPed 3D PepaLLny 8p SaUoiJeNys Sajuaiajip aiua (q &) Seunsip Sena] ‘sauoinadal sai ap eipalu ef uos Saiojea so7

iy} el 2069 01262 1012¢ e0l'Y 10491 e00'6 UCLT 0/10/9¢
BEL'B 1e08Y! 11208 10812 BLEY B0G'E 3108 e0g'l 16 #0/30/71
BlY'8 a5l %018 18e'9 71911 B0L'9 101’ BeY'e 16 0/G0/€0
BI8I L8l 0ly'ee BJ7'eE 200’12 1197/} ] BEI'e e0L'Y v0/£0/2¢
01498 BIE'g| L[S 1/8'8 eE0't? e00'62 200t BEE'E 10601 v0/20/11 el
o'l BJL0 Bg00 1/60¢ 90991 Bg7 0 B080 1S B0’ ¥0/10/9¢
400 B000 1ege 0 q0¢sl BEEC BJS0 B0 0 4/80 qeLe0 ¥0/90/%1
il Bg0’0 s 10¢C BJG8 B0g'| 4060 4050 B0 ¥0/80/€0
BgG0 08090 'l age'1e Bg0'8l 9/¢'89 B000 1850 200 ¥0/80/0¢
g0l 0v0l E000 018 BJ0'EC BJG0¢ qes 0 B000 ! ¥0/¢0/11 Lnjioped
4890 B000 BSC0 1060 200 11 a0¢ B/80 A ¥0/10/9¢
a9’ B000 200 1060 B000 0ot 81 B000 aoe'l v0/90/%1
48.0 B0L0 1850 1/80 B¢l 0 0L Bg/'| BT A ¥0/80/€0
B000 B0L0 A SuJG0 su/g0 sug|'o 480°¢ Bg'| Bge | ¥0/80/0¢
4e8'| B0L0 B0 01 B000 081 SujL'| Sugy'| suj'l ¥0/¢0/11 sndoziyy
489°¢C qps'e BLY0 0.0 B¢ 0 (BLy 0 300% Bg1 0 0¢¢c v0/10/9¢
B0 0 Vi[kqh 109Gl supo’o supo’d supo'0 g6l B0 0 200 ¥0/30/41
gl B0L0 1091 B000 B000 100 0.0 B0L0 8L 0 ¥0/80/€0
107 Bl00 (890 Be00 2J00 1080 ULl 200 B000 ¥0/80/0¢
800 BJL'C qog'l SuJ00 supo o Supoo 01 1e0'L Bee0 ¥0/¢0/11 JUfos 4
aglel BB BJ1'9 10/'9 36000 BgLC 1856 BgL'C %1t v0/10/9¢
401 B0L'C gyl 1006 BgY| Bgg'| agL¢ B0 18e¢c ¥0/90/%1
B¢ Y gLl A% supy' SULY'e sug|'e LG 290 Beg 0 ¥0/80/€0
B0 01 18611 10%'0¢ aegll Be9'¢ B00G Sugg'c sujl’l sUpLc ¥0/80/0¢
4801¢ B0L'¢ 18'1¢ e BJ60 919 714 B/80 1878 ¥0/¢0/11 snjbisasy
opiospawny = 093g s3oley | opiospawny 023 saoley | Oploapawny = 023 saojey oansanyy aloadsg
S+ 8 A/ 0g 7:86 NG obnsa) €434 /013483
0098 0[ans ap .69 ;01 U3 epesaldxa ‘sepeIpn}sa S3u0IoeNYS Sa1) Se| Ua
$002/£00Z euedwed | ap ofile| o] B {7 013pewIaAul [3p 0jans [3 ua sopejsie sobuoy ap s01augh sojunsip So| 3p pepisuap | ap ugideUe) “L°HI'b BlgelL

227



és agronémico

Ecologia de la microbiota flngica de los suelos de los invernaderos de pimiento y su inter

“0JaW 8p oInuIoIg :\g (§'D-+X)/* BIUBIAL SOPBLLIOJSUEL} SOJeP U0 0466 B 15T 158
(50'0>) SeAneayiuBls 8)ULLIRDSIDRISa SeIaUAIB)Ip LIIIPUI BLIa) BPRD UB O)UBIWEIRI) BPed 3D PepaLLny 8p SaUOIJeNys Sajuaiajip aiua (q &) Seunsip Sena] ‘sauoinadal sai ap eipaiu ef uos saiojen so7,

L]l q0s'ey 10L'6¢ 100'12 1002 200 (el 0811 R0L1L 10/10/9¢
1EE0E eggpl 10122 A 06L'8 eL79 BELLL 0622 ege’ll 0/90/71
SUg1'Ze SUDG €2 SUDE'E? 1€6 809G e 10€'y) Y] 90€6) 10/50/€0
BEGLL 987L iy 74 BLEY 10v'z1 0221 1€ 908°¢1 eg6l 10/€0/2e
BLGT) eL0Y) 0.5E 74! e/8'8 BEODL 0gsu B/9% 98618 v0/20/11 [e10L
sugy0 sU/8'¢ Suly| ®0L0 10L'c Be00 4010 Be00 9ge'| ¥0/10/9¢
Y0 e010 1/60 Bll0 190 2000 SUY0 SUgg 0 sugLp ¥0/90/%1
BJG0 qeg.'| 16L'e 0/¢0 B000 Bg10 1£80 8010 0elY0 ¥0/80/¢0
2690 0[5 £090 8010 B000 0EL0 200 1697 1080 ¥0/60/0¢
890 E000 06CC 906°¢ q0€0 E000 B0L'¢ 2000 10€'8Y ¥0/¢0/11 wnjpatisd
0.0 1¢60 Bg10 Bll0 W'l (eg60 i 2000 U ¥0/10/3¢
4050 200 800 Bl¢0 0e8¢ 08/9°7 SugL'g su00 sulL0 ¥0/90/%1
8090 A q0e'l B0 0 0Ly 01'¢ sugo'g sugL'o SUEE0 ¥0/50/¢€0
BE60 Gel0'L 0091 Bee0 0y 0/¢e BEG | 8660 0/€°C ¥0/60/0¢
91 200 G0t BEL0 LY B09¢ 010 GBgL'g Bll'l v0/¢0/11 sndozjyy
il B000 00y Sull'c Sugg 0 suj9'1 0ey'l B010 1/60 ¥0/10/3¢
B0L0 0/¢9 B010 4gs s 200 B60 0 B0E0 966 0¢ 0/v'8 ¥0/90/%1
SUgo'0 Sugo o sugL'o B010 8010 080°C B0¢' a9 90l ¥0/50/¢€0
0e0E 0 4050 2000 Sug0’0 SUEy0 su/¢0 Sugg 0 SUEO0 su/0°0 ¥0/60/¢¢
SUEED su/0°0 sug|'0 SUg’0 SUEB0 Sugy 0 Sug'L SuzL'0 su/0°0 ¥0/¢0/11 Jugjos 4
Bl Cl 10188 10668 Qe 90/ 8L BJl'9 Ll qeL Ul Bee g ¥0/10/9¢
1/98¢ LAY 0,667 019 B0 Y BlEe 1688 Be L BJG] ¥0/90/%1
SUEB 07 sulg'1¢ suJL Bl 0/C6 B0y | e00°¢ 02101 v08¢ GBcYy ¥0/50/¢€0
su091 sugo L SUEE'CE (e06°S 0)68 B09¢ (BLCB 9098 B0y ¥0/60/¢¢
e/6'B 1g65! 0018 9)68 BE0'c 1009 0E0°L 1 BJE'S 1078 ¥0/¢0/11 SnjBiadsy
opioapawny = 023 s3oley | opioapawny 033 s3oley | OplaBpawny = 033 s3aley oansanyy a10a(s]
sequed + S+, g seyeyd + g g seued + S+, 9 Bljaa4 /04339
(uoiaenuuos) ,093s 0jans ap 694 ;0L U epesaldxa ‘Sepeipnisa Sauojaenys saij Se| U3
1002/£00Z euedwea | 3p ofile| o] B H7 04apewiaAul [3p ojans |3 ua sopesie sobuoy 3p s01audh sojunsIp So| 3p PepISUSP | 3p UOIJRLUE) “|°HIb BlUElL

228



Variacion de la microbiota fingica no patdgena en el suelo durante el ciclo de cultivo

‘0[(18W 8P DINWOIG NG “(G'0+X)/ 8ILeIPaW SOPELNO}SUEL} SOJeP U0D 0456 e 05T 1S3
(go'g>d) seAneayufis auBLIBONSIDRISA SeioUaIa)ip UBDIPU) B8} BRI U3 OUsIWE]eS) BPed 8p Pepalliny ap SaUOIJeN)s Sjuaiajip 81us (q ‘2) SeUNSIP SeAa] ‘sauoianadal A1) 8p eipaLl | UOS SBIojeA SO7 ,

250'10¢ 29072 025'e8Y) 29409 1051971 | ogg'ssel | 06E'0ZZ1 B67'€7 082601 | 0/20/92
BE7'88 e0g'Ie 014962 054'8. £99'6E 9602€01 | UBS'LLL Bge's) 90e2L | v0/90/H1
181'992 e081 151091 106298 £78'62 08z'c8ll | 0z8'sh8L BpZ'91G BE6'296 ¥0/50/80
01011 0g6'6Zy1 | e8E'9R 125002 e10'1Z 160'10¢ 996'26.8 £99'68 101'619 ¥0/£0/22
872’68 B0zl 189'8.6 250'07 102'801 981089 BIG'ee 019151 126081 B0/20/1) lelo]
07y'68 2000 Y] e/} 1168 960'%9 16908 EN 16567 ¥0/10/9¢
BO7UIE 2000 (e18'cg P00 (2169 125998 Uil 2000 99)%0¢ ¥0/90/%1
A 2000 0/129 0e/g91 Bgg7 12099 10947 B0L'G 166'81 ¥0/50/80
18991 2000 eyl'g 019 2000 A4l 186'c1 N 26166 ¥0/80/0¢
000 Biy 0L 16961 B6S 0L 0)5'1¢ 1/998 2000 16088 ByLY ¥0/20/11 wnasol 4
189°G68 29077 06608yl | B0L'G/C w©lveeL | 0go%sel | wgLL B87'ee 119816 ¥0/10/9¢
91488y vg)’ 18 075507 17298 TRAS WE016 0650951 B7g9) $9'G101 b0/90/41
0y1'918 e6)} (29579 BEG YT 809157 07zl011 06072181 v8616% By 867 ¥0/50/80
eygILL W66yl | Be8TL 8G)'6G B00'LC 1685/¢ 9616188 2109 0/9'506 0/80/20
By 9l 27015 0/6%8Y 299}/ 2g)'69 187675 BYB 67 0701 01U ¥0/20/11 [0S 4
06¢'1S 2000 11002 0e/)'81 A gL 18l N 9)7'S6 ¥0/10/9¢
18876 2000 egl) 2000 2000 U6t'28 10148 2000 09975 v0/90/41
supgy sugp’p suzp'Yg suJ77 sujG| sugQoL 2169 Byl 169Gy ¥0/50/80
166G 2000 BGeY 0/08¢ 2000 B96'L1 199677 ByLg) B8 09 v0/80/27
B0g'| RgCH0L | 098767 SUg60 SUGgY suzgyL sugg'e SUBQ'B sugg'y ¥0/20/LL | wiiodshxo 4
oplospawny | seaul saoey oploapawny | seaur saoley oplospawny | seaul saoey oansanyy a19ads3
S+u 4 0¢ INg 0bisa| Blday f013URY
,008s ofans ap 694 ua epesaidxa ‘sepelpnisa sauojaenys sai) Se| ua $00Z/£00¢
euedwed e| ap ofiie| 0] & HJ 0Japeutanul [ap 0jans [3 ua sepejsie “dds wnuesny 3p $8193dsa SeIUNSIP Se| ap pepisuap g| 8p ugideLe) “Z'HAb elael

229



és agronémico

Ecologia de la microbiota flngica de los suelos de los invernaderos de pimiento y su inter

‘0[(18W 8P DINWOIG NG “(G'0+X)/ BILBIPaW SOPEUNO}SUEL} SOJeP U0D 0456 e 05T 1S3
(go'g>>d) seAneayufiis auBLIBONSIDRISA SeioUaIa)ip UBDIPU) B8} BRI U3 OUsIWE]I) Bped 8p Pepalliny ap SaUOIeN)S SejuaIajip anus (q ‘2) SeUNSIP SeAa] ‘sauoianadal Sai) 8p eipaLl B| UOS SBIojeA SO7 ,

e81'882 018'298 BERGIE ey00101 010°I5h1 969'309¢ 3BL'921 B16'9G 151 10/10/9¢
126 eL8'%G 08t'y1E e81'6E01 969'1782 180'2¢61 (e0g’0. B8z Lt 162'962 v0/90/v1
118501 e0v'I81 e2v'802 ey9'ehs 0670212 Bly'vE2 16209} BLG0Z 205’12 0/50/€0
106'9t9 02012 e91'v6 (e1Z’0L62 | UBIEIGE e6L2bel 389'¢81 19518 BI6'EC v0/E0/2E
9/216¢ eE0'Y 01E'v61 018 BE6'G 9942162 18+°888 epgl A (! #0/20/11 [e10]
suggy Sutt8 sugg'y (B6E'C B60°0 1/8'¢¢ B0G 0L Byl Uy 0¢ ¥0/10/3¢
180981 BGL'¢ B68'¢0 (81,09 B8l 185'¢6 Bg0'8l BGB G 06%'10¢ ¥0/30/%1
(e/6) B08'C 0eL'ee BGL 01 BlEY1 1818 18863 Bgly 2000 ¥0/50/¢0
sug1'98 supLgL sugg'ee 1919 B9 186G 19168 BEG'¢ B000 ¥0/€0/¢¢
BGL'G B000 01578 BGL'LS B000 16686 €9 18580 B000 ¥0/¢0/11 unssol 4
BGG'1GC 19¢'668 By (60 £10'866 AU 1l 19€145¢ 969'6001 B9/ 66 128 ce ¥0/10/3¢
160'95¢ B l'eq U6'9¢¢ 26/ 8¥6 909'818¢ 1686/ Bl09Y B/9G 188y ¥0/30/%1
q10°¢v0L B65 8.l B69 il 219168 106'960¢ BGYIGL1 190'¢6 B0l B0G'1¢ ¥0/50/¢0
109'1€S 9601010 BGL'GC (8/1'998C | 4GCC8YE BEE08C ! 0esyLl qeyg'18 BG/'81 0/80/¢¢
9076/¢ BS0Y a61'9v1 0/1'1691 B9 9607080 Q11298 eg/'| BGy 69 ¥0/¢0/11 JuEos 4
1610 B000 a8l SUE9'6 SU¥9'6 Suly'8¢ 169760 B000 20800 ¥0/10/9¢
0v6'1¢ 2000 18099 2J96¢ 298y 198 SUBE G SUy9 Gl SUGE' ¥0/30/%1
sulg'e Supoo Supo'o sugg’| sugg'g SUgE0 Suggy supoo Supo'o ¥0/50/¢0
suJ1'6¢ suglce SUG e sug/ 8¢ SUYBY ¢ SU¥9'96 186GE egL e BGLG 10/80/¢¢
10291 B000 09¢1 0/6°65 BlGE 10€'69 109%0¢ B(0'G 083/ 8¢ ¥0/c0/11 wniodsAxo
0plaapawny | seau] Sagjey | Oploapawny |  seaur] SagRy | Oploapawny | Seaus] sagjey 03.sanjy 219303
sejueld + S+, g seyueld + ,z 9 seyueld + S +,2 9 eyasy /013ugg
(ugiaenuiuog) ,09as ojans ap 69’ ua epesaldxa ‘sepeipnisa SauUOIJBNYS SaJ} Se| U3 §00Z/S00Z
euedwed e| ap ob.e| o] & |7 0J3peuIaAul [3p 03NS [3 U3 sepejsie “dds winuesn. ap salaadsa SeunsIp Se| ap PepIsuap e| ap UgigeLe) “Z'HIb BlURL

230



Variacion de la microbiota fingica no patdgena en el suelo durante el ciclo de cultivo

Densidades fungicas en suelo seco

Microbiota total

Las parcelas que no fueron desinfectadas, soportaron las menores densida-
des de hongos en las zonas que no recibieron humedad adicional (Tabla 4.CH.3.
y Grafico CH.2.).

La biofumigacién reiterada cubierta o no con plastico a la que se afadieron
restos de plantas tuvo un comportamiento muy similar aunque la fermentacion
bajo plastico hizo que se multiplicaran mayor densidad de los hongos general-
mente aislados. De hecho, las parcelas biofumigadas que fueron solarizadas por
primera vez, fueron las que soportaron mayor nimero de colonias.

Tabla 4.CH.3. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero CH en las zonas situadas entre las dos lineas de cultivo y porcentaje respecto
del total a lo largo de la campaia 2003/2004, expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco™

Género/ Fecha

X Testigo % BM 30 % B 2°+S %
Especie | Muestreo
Aspergillus | 11/02/04 | 086a 26,00 096a 402 3,70 22,61
22/03/04 1,16a 3123 263a 1254 1793¢ 9590

14/06/04 | 0,66a 1842 2,462 22,09 12,13 93,86
14/06/04 | 046a 3090 1,43ab 32,82 2,10bc 1824
26/07/04 | 2.73a 30,37 20,23¢ 04,04 9.46b 12,08

Fsolni | 11/02/04 1030 3100 000 - 2160 | 1324
22/03/04 | 008a 213 006a 032 006a 036
14/05/04 | 0.10a 291 0,00 - 0.70a 5,16
14/06/04 | 026a 2051 000 S Al B1.76
B/07/04 | 013a 148 0.20a 054 3500 | 2665

Rhizgpus | 11/02/04| 1430 4300 000 - 010a 061
2/03/04 | 1360 436 0264 197 010a 053
14/05/04 | 2.16b B3.11 01% 119 010a 074
14/06/04 | 000a 000 000 - 0002 -
26/07/04 | 086h 963 0,06 018 0,00 -

Penigilom | 11/02/04| 0,000 — | 306a | 9598 | 10402 | 6354
2/03/04 | 053 1702 180% | 8587 060 321
14/05/04 | 050a 14,56 BEG | 76, 003 025
14/06/04| 0562 | 4359 29% | 6118 0,00 -
26/07/04 | 526 5850 | 1660c | 4474 0,16a 197

Tota 110208 | 333 100, | 2403 100 | 1637 100
200304 | 313 100 | 21,00c 100 | 1870hc 100
14/05/04 | 343 100 | 11,16he 100 | 1356d 100
14/06/04 | 130a 100 136 100 | 14800 100
26/07/04 | 9,00 100 | 3710u 100 | 13,13 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo, B: Biofumigacion.
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Tahla 4.CH.3. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero CH en las zonas situadas entre las dos lineas de cultivo y porcentaje respecto
del total a lo largo de la campafia 2003/2004, expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco™

(continuacidn)
Género/ Fecha B 2%4S+p| o B 2+l Y% B 1%+S+p| o
Especie | Muestreo p ’ P 0 P 0
Aspergillus | 11/02/04 3.36b 61,21 3.03b AN 1333¢ 99,05

22/03/04 8,600 6241 8,56b 69,09 1700c 23,34
14/0a/04 380b 95,00 1402 25,00 2196d 9191

14/06/04 | 1.23ab 06,06 4.23cd 4841 8,20d 06,04
26/07/04 | 1773 99,81 18,70c 1782 36,70d 86,97
F solani 11/02/04 0.16b 303 0,83 940 0,06a 047
22/03/04 0,03a 024 0.43b 348 0,30b 0,69
14/05/04 6.16b 154,17 0,10a 178 0,00a -
14/06/04 | 203c 93333 0,03a 038 6.26b 42,82
26/01/04 0.10a 0,06 0.83a SA 0,00a -
Rhizopus 11/02/04 213b 38,79 4,70c 03,01 0.06a 047
22/03/04 | 0,03ab 387 3.40d 2142 1,06bc 146
14/0a/04 0.10a 2,00 410 1321 0.20a 0,84
14/06/04 0,06a 303 3,83 4389 0,06a 046
26/01/04 0,00a - 1,76¢ 136 0.93b 213
Penicillum | 11/02/04 0,00b - 0,30 3,38 0,00 -
22/03/04 4,63 33,66 0,00a - 04,264 14,51
14/0a/04 0.10a 2,00 0,00a - 1,13 125
14/06/04 0.90a 4091 0,632 125 0,10a 0,68
26/07/04 0,03a 019 2,10b 11,20 3,86b 8,89
Total 11/02/04 3,672 100 8,87ab 100 14,01b 100
22/03/04 | 13,80b 100 12,400 100 12,83 100
14/05/04 |  10,16¢cd 100 3,60ab 100 23,90e 100
14/06/04 |  22,73c 100 8,73ab 100 14,63 100
26/07/04 | 17.86bc 100 24,00 100 43,50d 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo, B: Biofumigacion.

Microbiota fusarica

Las mayores densidades se correspondieron con las parcelas en las que
se reiterd la aportaciéon de enmienda organica sin plastico, que en el Ultimo
muestreo alcanzé niveles similares al bromuro de metilo en cuanto a la pobla-
cién fusérica se refiere (Grafico CH.1.). La biofumigacién sola con plantas fue
el tratamiento que permitié una mayor multiplicacién de Fusarium spp. (en este
caso, en la zona entre las lineas de cultivo). Las densidades disminuyeron con-
forme aumentaban los afios de reiteracion en los que se aplicaba una cubier-
ta de plastico.
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Tabla 4.CH.4. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas en el suelo del
invernadero CH en las zonas situadas entre las dos lineas de cultivo y porcentaje respecto
del total a lo largo de la campaiia 2003/2004, expresada en U.F.C.-g" de suelo seco*

Género/ Fecha

; Testigo % BM 30 % B 2°+S %
Especie | Muestreo
F. oxysporum | 11/02/04 9,09 0,88 6,8% 6,37 104,53b 60,77
22/03/04 | 16,14ab 18,00 0,00a - 0,00a -
14/05/04 13,14b 295 157a 0,62 0,00a -
14/06/04 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns -
26/01/04 0,00a - 8,43b 0,67 0,00 -
F. solani 11/02/04 | 10747c 6949 69,73b 64 44 57020 33,16
22/03/04 6051a 6749 21,00a 100 1429920 100
14/05/04 | 49798¢ 96,46 261,60b 98,3 1792 100
14/06/04 16,32¢ 100 32,74bc 82,56 31,79ab 100
26/01/04 23,283 100 1234,15¢ 9183 22,06a 100
F. roseum 11/02/04 38,09 24,63 31,57h 2918 1044a 6.07
22/03/04 | 13,00bc 1451 0,00a - 0,00a -
14/05/04 5,10a 099 2,63a 1,03 0,00a -
14/06/04 0,00a - 6.91ab 1744 0,00a -
26/01/04 0,00a - 1891b 150 0,00a -
Total 11/02/04 | 154,67h 100 108,20 100 172,000 100
22/03/04 89,662 100 21,012 100 1429,93h 100
14/05/04 |  516,24¢ 100 255,820 100 180a 100
14/06/04 76,332 100 39,66a 100 31,80a 100
26/07/04 23,29 100 1261,50¢ 100 22,063 100
Género/ Fecha 0 0 0
Especie | Muestreo B 2+S+pl % B 2+pl % B 1+S+pl %
F. oxysporum | 11/02/04 5223 66,62 3hla 35,39 0,00a -
22/03/04 3,18a 3,64 24.494h 0,70 32,12b 148
14/05/04 0,00a - 8,63ab 04 0,00a -
14/06/04 | 1b,64ns br37 4.86ns 0 0,00ns -
26/01/04 0,00a - 9,64b 0,66 0,00a -
F. solani 11/02/04 1,76a 22,51 641a 64,61 403a 100

22/03/04 8184 9347 3482,20d 9912 2112103¢ 9783
14/0a/04 16402 197 2096,90d 98,89 178,590 9845
14/06/04 0,672 20,80 2818,60d 9318 02,120¢ 9499
26/07/04 03,/6a 9447 1441.21c 99,33 805,36b 99,02

F. roseum 11/02/04 0853 10,87 0,00a - 0,00a -
22/03/04 2.53ab 2,89 6,44ahc 018 19,10c 069
14/05/04 416a 2025 1491b 0,70 2.80a 1,08
14/06/04 595a 2183 18,37b 065 2.10a 5071
26/07/04 314a 5,03 009a 001 844ab 098
Total 11/02/04 184a 100 9.93a 100 403a 100

22/03/04 87,962 100 3513,19d 100 2174,26¢ 100
14/05/04 20,572 100 212045d 100 181,40 100
14/06/04 27282 100 2841,83b 100 4872 100
26/07/04 36,312 100 1451,01c 100 863,81b 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). BM: Bromuro de metilo, B+S: Biosolarizacidn.
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Mientras que las parcelas testigo, tuvieron las menores densidades de micro-
biota total, respecto a los demaés tratamientos, soportaron una relativa densidad
de Fusarium, superior incluso a las parcelas bromuradas. Cabe sefialar cémo, de
nuevo, tal y como sucediera en los casos comentados, las densidades de partida
de Fusarium spp. son las mismas en todos los casos y considerablemente bajas.

Graficos CH.1. y CH.2. Variacion del total de especies de Fusarium spp. aisladas en el invernadero CH
en las zonas situadas entre las lineas de cultivo a lo largo de la campafia
2003/2004, expresado en U.F.C..g" de suelo seco y del total de microbiota
flngica, expresado en 10°U.F.C.-.g" de suelo seco
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Densidades fungicas en suelo humedo
Microbiota total
En las zonas de suelo que se humedecieron, las parcelas bromuradas, permi-

tieron una mayor multiplicacion de los hongos, especialmente, del género Peni-
cillium spp. (Tabla 4. CH.5.).
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Las parcelas testigo y las biofumigadas sin pléstico, mantuvieron menores
densidades de hongos totales, sin embargo, fueron las que permitieron alojar las
mayores densidades de Fusarium spp. (Grafico CH.4.).

Tabla 4.CH.5. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el invernadero CH
en las zonas que fueron humedecidas y porcentaje respecto del total a lo largo de la
campaiia 2003/2004, expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco*

Género/ | Fecha | ooy % BI 30 % B 2°4 %
Especie | Muestreo
Aspergillus | 11/02/04 1,26a 3167 346ab 6.21 24.03c 6590
22/03/04 2,63a 3543 11,33 34,07 10,26b 7979
14/05/04 5,16b 63,79 2403 In 4,20 4961
14/06/04 3,73a 4628 5,20ab 2441 708he 76,63
26/07/04 | 953ab 58,13 6,70a 2289 1313b 7519
F. solani 11/02/04 1,06b 26,67 0,06a 012 0,26ab 0,73
22/03/04 1,76b 2,11 003a 0,10 2,06b 16,06
14/05/04 0,70b 8,64 0,00a 0,00 213c 25,20
14/06/04 1,93 23971 0,00a 0,00 0,26ab 289
26/07/04 4.00d 24,39 0,70a 239 2.63¢ 15,08
Rhizopus 11/02/04 1,16a 2917 1,062 191 1,832 503
22/03/04 3,038 4081 0,96hc 1,10 0,00a 0,00
14/05/04 1,73 2140 0,86b 329 0,73ab 8,66
14/06/04 2,134 2645 0,900 423 1,63¢ 1769
26/07/04 2,06d 12,80 090bc 3,08 0,63 3,63
Penicillum | 11/02/04 0,50a 1250 51,26d 91,77 1033¢ 28,34
22/03/04 0,00a 000 21,33 64,13 0,53a 415
14/05/04 0,50a 6,17 23,06b 8759 140a 16,04
14/06/04 0,26a 331 15,200 71,36 0,26ab 289
26/07/04 0,80a 488 20,96b 7164 1,062 6,11
Total 11/02/04 4,00a 100 55,86d 100 36,46¢ 100
22/03/04 | 743ah 100 33,26d 100 12,.86h 100
14/05/04 | 8,10ah 100 26,33d 100 8,46ah 100
14/06/04 8,06a 100 21,300 100 9,23 100
26/07/04 |  16,40ah 100 29,26¢ 100 17,46ah 100
Género/ Fecha 0 0 0 0 0 0
Esecie. | Muesireo B 2°+S+pl 0 B 2°+pl 0% B 1°+S+pl %
Aspergillus | 11/02/04 | 11,03b 62,93 8,96b 64,74 9,96b 7931
22/03/04 9,26b 81,52 390a 89,31 16,06¢ 89,99
14/05/04 | 10,16¢ 7110 5,26b 88,76 2093¢ 94 58
14/06/04 8,83¢ 75,28 6,16b 5082 28,66d 94,51
26/07/04 | 1146b 8094 1736c 82,70 12,46b 83,30
F. solani 11/02/04 1,03b 589 003a 025 0,33 265
22/03/04 0,50a 440 003a 0,76 0,30a 1,67
14/05/04 | 1.30hc 9,09 0,10a 1,89 0,03a 0,15
14/06/04 0,30a 2,956 5,53¢ 45,60 0,70a 2,31
26/07/04 143b 1012 2,76c 1317 1,40ab 935

“ Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 35% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo, B+S: Biosolarizacin, B: Biofumigacion.

235



Ecologia de la microbiota flngica de los suelos de los invernaderos de pimiento y su interés agrondmico

Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados

en el invernadero CH en las zonas que fueron humedecidas y porcentaje

respecto del total a lo largo de la campaiia 2003/2004, expresada en 10° U.F.C..g"
de suelo seco®

Género/ Fecha 0 0 0 0 0 0
Esnecie. | Muesireo B 2°+S+pl 0 B 2°+pl 00 B 1°+S+pl %
Rhizopus 11/02/04 2,76b 15,78 073 b4 1,633 13,00

22/03/04 1,53d 1349 0,33ab 163 093¢ 520
14/05/04 2,00c 1399 030a 5,06 0,60ab 211
14/06/04 2,13d 18,18 026a 2,20 0,50a 165
26/01/04 1,16¢ 8,24 0,16a 0,79 0,70b 468
Penicifium | 11/02/04 | 2,70ab 1540 390b 2947 0,63a 504
22/03/04 0,00a 059 010a 229 063a 353
14/05/04 083a 5,83 026a 449 0,56a 2,56
14/06/04 046a 398 0,16a 137 046a 154
26/07/04 010a 0 0,70a 333 040a 267
Total 11/02/04 1753h 100 13,23 100 12,56h 100
22/03/04 | 11,36h 100 4,36a 100 1793c 100
14/05/04 |  14,30hc 100 5,93 100 22,13cd 100
14/06/04 |  11,73a 100 12,132 100 3033c 100
26/07/04 | 14,16a 100 21,00b 100 14,962 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 35% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo, B+S: Biosolarizacion, B: Biofumigacion.

Microbiota fusarica

Los analisis para conocer la microbiota fusérica presente en el suelo humede-
cido entre las lineas de cultivo de las parcelas experimentales, revelaron que las
que no se desinfectaron con ningln producto, presentaron las mayores densida-
des en relacion a las demas tesis estudiadas. Resultados muy parecidos se obtie-
nen en los andlisis de suelos que recibieron materia orgdnica y no fueron sella-
dos con plastico (Tabla 4.CH.6.).

Los suelos en los que se reiterd la biofumigacién sola por segundo afio y los
de la biosolarizacién de primer afio con restos de plantas también vieron aumen-
tar sus poblaciones fuséricas con la humedad. La biosolarizacién sola o con res-
tos de plantas (en menor medida) logré controlar las densidades de Fusarium ais-
ladas en mayor medida que el bromuro de metilo. Al final del cultivo, no hubo
diferencias significativas entre los suelos biosolarizados por segundo afio con
plantas, la biofumigacién sola de segundo afio y el testigo. Tampoco las hubo entre
el bromuro de metilo y la biosolarizacién de segundo afo sola o con plantas.

El mismo comentario realizado para el caso de las zonas de suelo seco, vuel-

ve a repetirse en las zonas de suelo humedecidas: al poner la cubierta de plasti-
co, se logran controlar las poblaciones fuséricas (Gréafico CH.3).
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Tabla 4.CH.6. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas en el suelo
del invernadero CH en las zonas que fueron humedecidas y porcentaje de cada una
respecto del total a lo largo de la campafia 2003/2004, expresada en U.F.C.-g" de suelo seco®

Género/ Fecha

; Testigo % BM 30 % B 2°+S %
Especie | Muestreo
F. oxysporum | 11/02/04 3,06a 10,65 1,30a 6,51 096a 1,08
22/03/04 | 229,86b 6,12 6599 3291 28,07a 19560
14/06/04 691ns 037 750ns 087 2.2ns 086
14/06/04 | 8710bc 492 92,83¢ 1240 0,00a -
26/07/04 1782a 146 31.3% 6.82 18.77a 6.24
F. solani 11/02/04 29944 89,35 18,74a 9349 7766a 8705
22/03/04 | 3349,15d 8924 11784a b8.17 53,75a 3133
14/06/04 | 18170% 98,28 816,14b 94,58 24753a 9299
14/06/04 | 1560,39 88,06 43841c 58,68 08.22a 100

26/07/04 | 1171,67b 96,01 396,63a 86,92 275,102 91,38

F. raseum 11/02/04 0,00a - 0,00a - 10,59ab 1187
22/03/04 | 17393c 463 16,68a 832 62,17ab 4317
14/05/04 | 24.80ab 1,34 39,24ab 455 16,37ab 619
14/06/04 | 124 44cd 102 217208 29,02 000a -
26/07/04 | 30,89bc 2,03 3342 126 T17ab 238
Total 11/02/04 33512 100 20,04a 100 89,223 100
22/03/04 | 3752951 100 200,51a 100 144,00a 100
14/05/04 | 1848.81d 100 862,890 100 266,183 100
14/06/04 | 1771,94d 100 748 45¢ 100 58,22 100
26/07/04 | 1220,38h 100 460,454 100 301,093 100
Género/ Fecha B 2°+S+pl % B 2%+l % B 1%+S+pl %

Especie | Muestreo

F. oxysporum | 11/02/04 | 324,620 36,94 00,37ab 311 16,70ab 4N
22/03/04 | 3538a 19,59 38,79 131 29172 451
14/05/04 | 4.83ns 301 1,26ns 0,18 381ns 0,36
14/06/04 0,99 8,03 2967a 286 3194ab 104
26/01/04 | 232.83b 18,66 9.63a 090 21%4a 9.85

F. solani 11/02/04 | 55711b 62,10 1691.17c 95,10 375,40b 94,60
22/03/04 | 114,53ab 62,36 2866,17c 96,02 031,60b 8218
14/06/04 | 9206a 0726 831,61b 98,08 1043,01b 98,88
14/06/04 | 4601a 60,40 948,719d 91,30 236,290 02,10
26/07/04 | 1003,65b 80,50 998,01b 9881 201,002 86,64

F. roseum 11/02/04 6,73ab 0,76 31,7ab 178 0,13ab 1,30
22/03/04 | 3316a 18,00 64,64ab 218 86,120 1331
14/05/04 | 6388b 39,73 10,75ab 128 1972 0.76
14/06/04 | 18.28ab 26,02 60.71be 0,84 180,28¢ 4085
26/07/04 | 10,50ab 0.84 2,3% 0.24 4.28a 1,01
Total 11/02/04 | 888 47hc 100 1778,30c 100 39726h 100
22/03/04 | 183,68a 100 291021¢ 100 646,890 100
14/05/04 |  160,78a 100 843,63 100 1034,80b 100
14/06/04 10,292 100 1039,18c 100 453,52 100
26/07/04 | 1246,78h 100 1010,04b 100 283,783 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). BM: Bromuro de metilo, B+S: Biosolarizacidn.
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Graficos CH.3. v CH.4. Variacion del total de especies de Fusarium spp. aisladas en el
invernadero CH en las zonas humedecidas a lo largo de la campaiia
2003/2004, expresado en U.F.C..g" de suelo seco y del total de microbiota
fangica, expresado en 10°U.F.C..g" de suelo seco
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La incidencia de F. oxysporum 'y F. roseum es similar para todos los trata-
mientos estudiados, viéndose superados siempre por F. solani (Tabla 4.CH.6.).

2. EFECTO DEL CULTIVO SOBRE LA MICROBIOTA FUNGICA NO PATOGENA AISLADA EN LA
ZONA COLONIZADA POR LAS RAICES EN SUELOS CON DIFERENTES TRATAMIENTOS

Campana 2002/2003

Microbiota total

Siguiendo la misma linea de lo que ocurriera para la microbiota fusarica, el
comportamiento de la biofumigacién sola y el testigo fue muy similar a partir
del tercer muestreo realizado (Tabla 4.CH.7). EI comportamiento del bromuro
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de metilo frente a la microbiota fungica aislada fue significativamente el mismo
que el de las parcelas testigo, lo que cuestionaria su efectividad en este caso
(Gréafico CH.6).

Las mayores proporciones de hongos detectadas, correspondieron a los gé-
neros Aspergillus spp. y Rhizopus spp. La biosolarizaciéon sola o con restos de
plantas registré altas densidades de hongos en los dos primeros muestreos que
se correspondieron con la colonizacién por parte de Aspergillus spp., no diferen-
ciandose entre si a lo largo de los demas muestreos efectuados.

Tanto el testigo como el bromuro de metilo, apenas mostraron diferencias sig-
nificativas entre si en cuanto a la variacion del nimero total de colonias aisladas.

En el dltimo muestro correspondiente al final del cultivo, el bromuro de meti-
lo, la biosolarizacién sola o con restos de plantas y la biofumigacién sola no se
diferenciaron significativamente entre si pero si lo hicieron respecto al testigo en
donde se aislaron menores densidades de hongos.

Microbiota fusarica

En la Tabla 4.CH.8, se comprueba la similitud que presenta la biosolarizacién
sola o con restos de plantas sobre las poblaciones fuséricas aisladas, no apre-
ciandose diferencias significativas entre ambos tratamientos en cualquiera de los
muestreos realizados.

En relacién a los ensayos de biofumigacion realizados en este invernade-
ro, otros autores como KARBAUSKIENE (2000) ya habfan llevado a cabo distin-
tas investigaciones con objeto de estudiar el impacto que conlleva adicionar
enmiendas organicas en el suelo sobre |la abundancia de la microbiota en el
mismo, asi como la composicion de las especies fungicas en el cultivo de to-
mate. De las muestras de suelo tomadas de las inmediaciones de las raices a
mitad del periodo de recoleccién, encontré que la enmienda organica influia
en la distribucién de los microorganismos del suelo, teniendo un efecto posi-
tivo sobre los mismos. Asimismo, encontré una gran cantidad de microorga-
nismos en las parcelas estercoladas con biohumus, identificando hasta 83 es-
pecies de micromicetos.

Al comparar la variacién de la microbiota fusarica entre los distintos trata-
mientos, se observa el comportamiento similar entre las parcelas donde sélo se
aporté la materia organica y no se solarizé y las que no se desinfectaron. Por
tanto, el mismo efecto que el comentado por KARBAUSKIENE (2000) podria
ser el que se da sobre la microbiota fusarica en las parcelas que recibieron uni-
camente el aporte de materia orgdnica.
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Aunque siguen siendo escasos los estudios relacionados con la variacién de los
microorganismos del suelo tras los tratamientos efectuados al suelo, en los Ultimos
anos, el interés por el control de las enfermedades mediante procedimientos no qui-
micos ha impulsado diferentes trabajos. Tal es el caso de los desarrollados por REYES
et al (2004a), en el que analizaron las poblaciones de Fusarium spp., Pythium spp.
y Phytophthora spp. antes y después de realizar los tratamientos para controlar Ver-
ticillium dahliae en el olivar. Comprobaron que tanto la biosolarizacién como la sola-
rizacion sola redujeron las poblaciones de esos hongos respecto al testigo, mientras
que la biofumigacién sola incrementé rapidamente las poblaciones de aquellos or-
ganismos con alta capacidad saprofitaria. Similares comentarios podrian realizarse
por tanto para con la microbiota fusérica en este invernadero.

El efecto del bromuro de metilo sobre la microbiota fusérica se situé entre la
biofumigacién con solarizacién sola o con restos de plantas y el testigo y la bio-
fumigacién sola (Grafico CH.5.).

Graficos CH.5. y CH.6. Variacion del total de especies de Fusarium spp. aisladas en el invernadero CH
a lo largo de la campafia 2002/2003, expresado en U.F.C..g" de suelo seco y
del total de microbiota fiingica, expresado en 10°U.F.C..g" de suelo seco
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Las diferencias entre los distintos tratamientos se mantuvieron desde el pri-
mero hasta el dltimo de los muestreos, donde F. solani fue la especie predomi-
nante en todos los andlisis efectuados. Cabe destacar sobre todo, el control que
el plastico efectud sobre la poblacién fusérica en las parcelas biosolarizadas (con
o sin restos de plantas), respecto a la biofumigacién sola, mejorando incluso el
control ejercido por el bromuro de metilo (aunque fueron los que permitieron una
mayor multiplicacién y diversidad de microbiota total).

Tal y como se observa en los dos graficos anteriores, mientras que para el
caso de la microbiota fungica total medida la biosolarizacién sola o con restos de
plantas tuvo un comportamiento similar, a la par que la biofumigacién sola, cuan-
do se traté de aislar las poblaciones fusdricas, estas fueron controladas solo
cuando se colocé una cubierta de plastico al suelo, con la misma eficacia que el
bromuro de metilo.

Campana 2003/2004
Microbiota total

Como ya ocurriera para la microbiota fusarica, los andlisis de muestras de
suelo procedentes de parcelas que habian sido biofumigadas por segundo afio y
posteriormente solarizadas, sin restos de plantas y las de primer afio con restos
de plantas guardaron cierta similitud y no presentaron diferencias significativas
entre ellos, salvo el Gltimo muestreo (Tabla 4.CH.9.; Grafico CH.8.).

De la misma forma que la respuesta de las parcelas biofumigadas por segundo afo
y las testigo frente a la microbiota fungica total aislada no se diferencié entre si en las
zonas humedecidas o secas, en la préxima a las raices volvié a suceder lo mismo.

Al examinar los resultados obtenidos, se comprueba que, como ya ocurriera tam-
bién en la campana de cultivo anterior (Gréfico CH.6.), a los tratamientos de biosola-
rizacion les llevd unas 12 semanas alcanzar los bajos niveles de las parcelas control,
asemejéndose asf a las observaciones que realizaran PORTER et al. (2005) en donde
ellos indicaban unas siete semanas tras la desinfeccién en cultivos de fresa.

La gran multiplicacién de Aspergillus spp. tras la desinfeccién mediante bio-
solarizacion (Tabla 4.CH.10)), podria venir explicada por el razonamiento realiza-
do por REYES et al. (2004b). En él, aseguran que el estudio de las poblaciones de
los géneros citados como fusarium spp., Pythium spp. y Phytophthora spp. ha
sido Util para demostrar el efecto desinfectante de la biosolarizacién sobre los mi-
croorganismos del suelo en un primer momento. Tras la retirada de los plésticos,
el elevado contenido en materia orgénica de estos suelos permite que se desa-
rrollen rapidamente aquéllos microorganismos especializados en descomponer la
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materia orgénica (en este caso, Aspergillus spp.) de forma que se activa la de-
fensa natural de los suelos frente a los patégenos de plantas.

Microbiota fusarica

Al'igual que ocurriera en la campafa precedente y bajo las condiciones de hu-
medad ya comentadas para la campafia 2003/2004, la biofumigacién sola reite-
rada por segundo afio consecutivo con restos de plantas fue la que peor control
efectud sobre las poblaciones fusaricas, siguiéndole en la misma tendencia pero
en menor cantidad las parcelas bromuradas y las que no fueron desinfectadas
(Tabla 4.CH.10. y Gréfico CH.7). Aunque la biosolarizacién reiterada por segundo
ano logro controlar a lo largo del cultivo las especies presentes, en el dltimo mues-
treo, no mostré diferencias significativas respecto al bromuro de metilo, en donde
la densidad presente de Fusarium spp. se multiplicé considerablemente.

Graficos CH.7. y CH.8. Variacion del total de especies de Fusarium spp. aisladas en el invernadero CH
a lo largo de la campaiia 2003/2004, expresado en U.F.C..g" de suelo seco y
del total de microbiota fiingica, expresado en 10°U.F.C..g" de suelo seco
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En cuanto a la progresién del indculo en las inmediaciones de las raices de
las plantas, guardaron la misma proporcién la biofumigacién de segundo afio con
plastico con o sin restos de plantas y la biofumigacién de primer afio con plésti-
co y sin restos de plantas (Tabla 4.CH.10.).

Como ya se habia comentado para la campana anterior, los tratamientos de
biofumigacion a los que se les colocd un plastico para solarizar, permitieron un
mayor crecimiento de los hongos en general pero un mejor control sobre los fu-
saria en particular (Gréafico CH.7).

3. EL EFECTO DE DIFERENTES TRATAMIENTOS DEL SUELO SOBRE EL DESARROLLO
VEGETATIVO DE LAS PLANTAS Y LA PRODUCCION

Campana 2002/2003

De los ensayos realizados en el invernadero experimental CH para conocer
el desarrollo vegetativo de las plantas, se extraen los siguientes resultados, tal y
como se observa en el Grafico CH.9.: no hubo diferencias significativas entre la
altura de las plantas de parcelas biosolarizadas (con o sin restos de plantas) y la
de parcelas bromuradas.

Grafico CH.9. Variacion de la altura de las plantas en el Invernadero CH. Camparia 2002/2003.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logy, (x)
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Tanto la realizacién de las biosolarizaciones, con o sin restos de plantas,
como la aplicacién del bromuro de metilo permitieron obtener plantas significa-
tivamente mas altas que aquellas que se desarrollaron sobre suelo biofumigado
o0 sin tratar.
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Prestando especial atencién a los dos Ultimos tratamientos referidos, bio-
fumigacién sola y testigo, y en relacién a la flora fusarica aislada durante esa
campania (Gréfico CH.b.), se podria especular si se deberia a esa presién de
inéculo ejercida en el suelo de dichas parcelas, la ralentizacion del crecimien-
to vegetativo.

Grafico CH.10. Produccion comercial media acumulada en el Invernadero CH. Campana 2002/2003.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logyy (x+1)
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Todos los ensayos efectuados en el invernadero experimental CH, permitie-
ron obtener producciones significativamente superiores al testigo (a excepcion
de las parcelas que fueron solamente biofumigadas) y a su vez, ninguno se di-
ferencié del bromuro de metilo (si exceptuamos al testigo). Asimismo, se com-

Grafico CH.11. Produccion media acumulada por categorias comerciales en el Invernadero CH.
Campaia 2002/2003. Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logy; (x+1)
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prueba que la adicién de restos de plantas no afecta a la producién obtenida al
final del cultivo.

La observacién realizada en relacién al crecimiento de las plantas al final del
cultivo, también podria servir para explicar el descenso de la produccién en las
parcelas biofumigadas y/o que no recibieron ningun tratamiento, aunque las par-
celas biofumigadas produjeron méas que las testigo sin tratar.

Campana 2003/2004

En el Grafico CH.12, cabe sefialar que las plantas de las parcelas que no re-
cibieron ningun tratamiento comenzaron a morirse a comienzos de primavera, por
lo que se descarté seguir midiendo el testigo. Al final de la campafa, éstos fue-
ron los resultados obtenidos: hubo diferencias significativas cuando se colocé
una ldamina de plastico sobre suelo biofumigado por segunda vez consecutiva con
restos de plantas (plantas mas desarrolladas) frente al que no la tenia. A su vez,
no hubo diferencias significativas entre la altura de las plantas que se desarrolla-
ron sobre suelo biofumigado por segunda vez y solarizado, ya fuera con restos de
plantas o no.

Grafico CH.12. Variacion de la altura de las plantas en el Invernadero CH. Campaiia 2003/2004.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logy, (X)
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De nuevo, se da la circunstancia de que aquellas parcelas que alojaron plan-
tas cuyo desarrollo vegetativo se vio reducido coincide con las que acumularon
mayores densidades de Fusarium (Gréafico CH.7) y a su vez, las que menores pro-
ducciones tuvieron (Gréafico CH.13.).
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El comentario anterior referido a la altura alcanzada por las plantas, se hace
mas acusado al estimar la produccién obtenida al final de la campafa de cultivo
(Grafico CH.13.), puesto que no hubo diferencias en la aportacién de restos de
plantas del cultivo anterior sobre suelo biofumigado y con posterior colocacién de
lamina de plastico. Tampoco hubo diferencias en cuanto a la reiteracién de dicha
biofumigacion.

Cabe destacar que cualquiera de los tratamientos que incluian la combina-
cién de la biofumigacién con la solarizacién rindieron significativamente mas que
el bromuro de metilo o la biofumigacién sola sin el plastico. Claramente, todos los
tratamientos produjeron méas que el testigo.

Grafico CH.13. Produccion comercial media acumulada en el Invernadero CH. Campaiia 2003/2004.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logyy (x+1)
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Grafico CH.14. Produccion media acumulada por categorias comerciales en el Invernadero CH.
Campaia 2003/2004. Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logyy (x+1)
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Tal y como se aprecia en el Grafico CH.13, destacan las primeras recolec-
ciones en donde todas las combinaciones realizadas con la biofumigacién, ya
fuera con o sin plastico, con restos de plantas o sin ellos, produjeron significa-
tivamente mas que el bromuro de metilo y el testigo. En relacion a la calidad del
fruto obtenido, aquellas plantas que se desarrollaron sobre suelos biofumigados
y posteriormente solarizados (con o sin restos de plantas), produjeron frutos sig-
nificativamente mejor conformados que los demés tratamientos, especialmente
que el bromuro de metilo y el testigo (con mayor cantidad destinada al destrio
comercial).

INVERNADERO E

1. EFECTO DEL HUMEDECIMIENTO DEL SUELO DURANTE EL CULTIVO
SOBRE LA MICROBIOTA FUNGICA NO PATOGENA AISLADA EN SUELOS
CON DIFERENTES TRATAMIENTOS

Una vez més se comprueba la influencia de la materia organica afiadida al
suelo, puesto que fue capaz de promover la rapida colonizacién del suelo situa-
do entre las lineas de cultivo por parte de los hongos. El mismo motivo pudiera
ser el que provocase que en este invernadero, las parcelas testigo hayan tenido
mayor densidad de hongos en las zonas de suelo que no recibieron agua inten-
cionadamente, debido a la cercania de estas parcelas con las biosolarizadas rei-
teradamente (Tabla 4.E.1.).

Aspergillus spp. y Penicillium spp. fueron las especies mas representativas de
los aislamientos realizados.

Por otro lado, los mayores niveles de inéculo se dieron en las zonas de suelo
comprendidas entre las lineas de cultivo.

Las mayores densidades de Fusarium spp. se aislaron de las zonas de suelo
que recibieron humedad, ya fuera mediante el ramal de la linea de cultivo, ya me-
diante el que se dispuso en la zona entre las lineas de cultivo (Tabla 4.E.2.). No
hubo distincién entre los tratamientos de reiteracién de la biosolarizacién, pues
el comportamiento fue similar: la zona (digamos “seca”) fue la que menos densi-
dad fusarica tuvo.

Como ha ocurrido en todos los invernaderos y campafas, la especie fusérica
mayoritariamente fue F. solani.

Tanto las parcelas testigo como las bromuradas permitieron una mayor mul-

tiplicacion de los Fusarium spp. en las zonas humedecidas a expensas de la in-
fluencia de la planta.
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Densidades fungicas en suelo seco

Microbiota total

El comportamiento de todas las biosolarizaciones fue muy similar (Gréfico E.2.),
destacando el muestreo correspondiente a finales de marzo, en el que se registra-
ron las mayores densidades de hongos. Con limitaciones en la humedad, el géne-
ro Aspergillus spp. se vié desplazado por Penicillium spp, aislado frecuentemente
en las parcelas biosolarizadas, quizé porque su condicién de sapréfito condujera a
una mayor multiplicacién en presencia de materia orgdnica.

Tabla 4.E.3. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero E en las zonas situadas entre las lineas de cultivo y porcentaje respecto
del total a lo largo de la campaiia 2003/2004, expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco™

gines/ | Feohd | estige % | BM30 % | BaS2 %
specie | Muestreo
Aspergillus 11/02/04 19.43b 36,10 4.06a 243 88,30d 4551
22/03/04 7.36b 740 1,16a 12,68 56,10d 81,60
14/05/04 1.80b 11,02 0,00a 0,00 031a 192
14/06/04 2,16a h8,56 0,73a 022 16,100c 96,60
26/07/04 | 13,00b 81,25 14,260 193 139,50d 4289
F. solani 11/02/04 0,76bc 142 0,30ab 018 1,66¢ 086
22/03/04 | 0,06ab 007 0,00a 0,00 0,70b 1,02
14/05/04 0,00a 000 083b 1042 0,00a 000
14/06/04 023 6,31 0,03a 001 0,03a 020
26/07/04 1,06b 6,67 0.86b 012 1,70b 052
Rhizopus 11/02/04 0,63 1,18 0,26a 0,16 0,06a 003
22/03/04 | 0,06ab 007 0,03a 036 0,03a 005
14/05/04 0,53bc 3.2 0,16ab 208 0.86¢c 538
14/06/04 1,30c 35,14 0,60b 018 0,63b 3,20
26/07/04 093¢ 583 0,10a 001 0,03a 001
Penicillium 11/02/04 33,00a 61,30 163,00c 924 104,00 h3,60
22/03/04 92,00a 9246 8,00a 86,96 12,00a 1743
14/05/04 14,00c 85,71 100abc 87h0 15,00c 9275
14/06/04 0,00a 0,00 332,000 99,59 0,00a 0,00
26/07/04 1,00a 6,25 124.00c 9794 184,000 56,97
Total 11/02/04 53,830 100 167,63d 100 194,03d 100
22/03/04 | 99,500 100 9,200 100 68,83ah 100
14/05/04 |  16,33ns 100 8,00ns 100 16,17ns 100
14/06/04 3,70a 100 333,37c 100 16,67h 100
26/07/04 |  16,00a 100 739,23¢ 100 325,234 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). BM: Bromuro de metilo, B+S: Biosolarizacidn.
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Tahla 4.E.3. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero E en las zonas situadas entre las lineas de cultivo y porcentaje respecto
del total a lo largo de la campaiia 2003/2004, expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco

(continuacidn)
(éenerq/ Fecha B+S 4° % B+S 5° % B+S 6° %
specie | Muestreo
Aspergillus | 11/02/04 | 10736e 96,12 15,23 4390 33,70c 51,14
22/03/04 46,26d 710 2190c 1,18 786b 2N
14/06/04 440b 4648 8.20c 39.28 1146¢ 9942
14/06/04 11,83b 96,47 8.70b 3195 18.96¢ 12,76
26/07/04 1240b 942 38,00c 13,60 010a 045
F. solani 11/02/04 023ab 0 0,73bc 21 010a 015
22/03/04 0,00a 0,00 0.20a 002 0,00a 0,00
14/056/04 2,06c 2183 0,00a 0,00 0.06a 068
14/06/04 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0.06a 026
26/07/04 1,260 036 016a 032 010a 045
Rhizopus 11/02/04 010a 0,09 0,73bc 21 010a 015
22/03/04 003a 001 0330 003 0.60c 021
14/06/04 0,00a 0,00 0,70bc 336 0,00a 0,00
14/06/04 043b 303 0,53b 196 0,03a 013
26/07/04 0,00a 0,00 046b 090 0,00a 0,00
Penicillum | 11/02/04 400a 3,08 18,002 5187 32,00a 48,56
22/03/04 | 605,000 92,89 1206,00c 98,17 364,00 9167
14/06/04 3,00ab 31,69 12,00bc b142 0,00a 0,00
14/06/04 0,00a 0,00 18,00a 66,10 700a 26,85
26/07/04 | 118,00b 89,62 13,00a 25,18 22,002 99,10
Total 11/02/04 | 111,70c 100 34,10a 100 65,900 100
22/03/04 |  651,30d 100 1228,43e 100 31267c 100
14/05/04 947ns 100 20,90ns 100 11,53ns 100
14/06/04 12,21h 100 2123h 100 26,07h 100
26/07/04 | 13167c 100 51,63ab 100 22,200 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). BM: Bromuro de metilo, B+S: Biosolarizacidn.

Microbiota furasica

En cuanto al comportamiento de Fusarium spp. en la zona de suelo seca, en
las parcelas testigo fue donde més frecuentemente se aislé, mientras que las
parcelas biosolarizadas fueron reduciendo su densidad conforme aumentaban
los afios de reiteracién para asemejarse al comportamiento de las parcelas bro-
muradas (Tabla 4.E.4. y Gréfico E.1.).
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Tabla 4.E.4. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas en el suelo del
invernadero E en las zonas situadas entre las lineas de cultivo y porcentaje de cada uno
respecto del total a lo largo de la campaiia 2003/2004, expresada en U.F.C..g" de suelo seco*

género/ | Fecha | oo % | BM3D | % | BsS2 %
Especie | Muestreo
F. oxysporum | 11/02/04 2,544 1,63 13716b 521 10722 6,72
22/03/04 |  16,6bab 507 0,00a - 6.31a 3.1
14/05/04 18,82b 210 0,00a - 23,54b 55,31
14/06/04 4.86ns 3,88 1,92ns 468 281ns 12,39
26/07/04 | 208,69 1412 0,00a - 0,00a 000
F. solani 11/02/04 | 164,08¢ 98,37 114,78bc 4N 112,17be 1021
22/03/04 | 30741d 93,65 19,67ab 100 91%a 50,76
14/05/04 | B87724c 9790 108,82bc 100 4,253 1000
14/06/04 | 12037c 96,12 31.36b 9098 281a 12,39
26/07/04 | 1253,60c 84,83 135,29ab 99,15 266,33b 9770
F. roseum 11/02/04 0,00a - 8,28a 318 36,80b 2301
22/03/04 4.20ab 128 0,00a - 2.54ab 1413
14/05/04 0,00a - 0,00a B 14,76ab 34,68
14/06/04 0,00a - 1,78ab 435 1708be 7521
26/07/04 15,48b 1,05 1,16a 085 6,03ab 230
Total 11/02/04 | 156,63ab 100 260,22h 100 129,76ah 100
22/03/04 | 328,21c 100 19672 100 1798a 100
14/05/04 |  896,06d 100 108,82hc 100 42,57ahe 100
14/06/04 | 125,23 100 41,06a 100 22,11a 100
26/07/04 | 147778¢ 100 136,46h 100 262,36h 100
Género/ Fecha 0 0 0 0 0 0
Especie | Muestreo B+S4 4 B+§5 4 B+3 h
F. oxysporum | 11/02/04 1,10a 1921 b,63a 3249 0,00a -
22/03/04 | 12841c 55,19 20,83ab 9,60 237a 5,66
14/05/04 3,383 3091 12,11ab 10,86 0,00a -
14/06/04 241ns 6,10 0,00ns - 0,00ns -
26/07/04 1102a 30,17 3,80a 788 20,70a 44,35
F. solani 11/02/04 1983 34,11 11,6% 6751 1743 100
22/03/04 1 94.80b 40,74 158,16¢ 12,85 21,93 62,33
14/05/04 1,73 15,81 99,37 89,14 166,83 82,36
14/06/04 | 1301ab 32,11 12,92ab 100 28,55b 100
26/01/04 20,86a 5822 45,06b 9212 2691a bb,65
F. roseum 11/02/04 2622 4596 0,00a - 0,00a 000
22/03/04 9.46b 407 38,09 17566 1161be 4201
14/05/04 5,83ab 5321 0,00a - 35,73b 1764
14/06/04 26,03¢ 61,78 0,00a - 0,00a -
26/07/04 3%4a 11,01 0,00a - 0,00a -
Total 11/02/04 9,71a 100 17332 100 ALY 100
22/03/04 | 232,68h 100 217,090 100 41,92ab 100
14/05/04 10,953 100 111,48hc 100 202,56¢ 100
14/06/04 | 40,52a 100 12.92a 100 28,552 100
26/07/04 3583a 100 4891ab 100 46,67ab 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). BM: Bromuro de metilo, B+S: Biosolarizacidn.
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Graficos E.1. y E.2.  Variacion del total de especies de Fusarium spp. aisladas en el
invernadero E entre las lineas de cultivo a lo largo de la campaiia 2003/2004,
expresado en U.F.C..g" de suelo seco y del total de microbiota fingica,
expresado en 10°U.F.C.-g" de suelo seco
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Densidades fungicas en suelo humedo
Microbiota total

Aspergillus spp. fue el género mayoritariamente aislado, seguido de Penicillim
spp. en la zona humedecida de todos los tratamientos analizados (Tabla 4.E.5.).

El comportamiento de los hongos en las zonas humedecidas siguié las mis-
mas pautas que habian sido ya comentadas hasta ahora: conforme se reiteran
las biosolarizaciones, la variacion de los géneros se asemeja a la que tiene lugar
en las parcelas que son bromuradas.

Al final del cultivo, la densidad acumulada en las parcelas biosolarizadas es
similar a la de las parcelas testigo (Grafico E.4.).
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Tahla 4.E.5. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero E en las zonas que fueron humedecidas y porcentaje respecto del total a lo
largo de la campafia 2003/2004, expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco®

género/ | Fecha | gegigo 9| BMOBZ | % | BsS2 %
Especie | Muestreo
Aspergillus | 11/02/04 | 10,76ab 9330 21,16¢ 71,91 38,70d 93,10
22/03/04 9,63 55,79 410a 84.83 8,90b 93,03
14/05/04 750a 9414 9.36a 94,30 43,70b 95,21
14/06/04 14.03a 9590 6,862 5419 32,00b 9959
26/07/04 6,10a 94,33 6,40a 73,56 15,93b 96,76
F. solani 11/02/04 037ab 320 040ab 1,36 2.81b 690
22/03/04 0,00a 000 0,00a 000 0.30ab 314
14/05/04 0,33ns 418 0,33ns 3,36 0,00ns 000
14/06/04 0,00a 000 1,530 12,23 003a 010
26/07/04 010a 1,08 037ab 4N 010a 061
Rhizopus 11/02/04 0.23ns 2,03 017ns 057 0,00ns 000
22/03/04 007ns 039 0.07ns 1,38 0,00ns 000
14/05/04 0.13ns 1,67 0.23ns 235 0,00ns 0,00
14/06/04 043ns 296 013ns 1,06 0.03ns 010
26/07/04 0,10ns 169 007ns 07 0,00ns 000
Penicifium | 11/02/04 010a 087 770b 26,16 000a 000
22/03/04 157b 4382 067a 13,79 037a 3,83
14/05/04 0,00a 000 0,00a 000 2,20 479
14/06/04 017a 1,14 4.00b 3191 007a 021
26/07/04 0,17a 2,58 1.87b 2148 043ab 2,63
Total 11/02/04 11472 100 29430 100 T 100
22/03/04 1121c 100 4,83ah 100 9,57h 100
14/05/04 197a 100 993a 100 4590¢ 100
14/06/04 14,63a 100 12,532 100 3213 100
26/07/04 6473 100 8,70a 100 16,47¢ 100
Género/ Fecha 0 0 0
Especie | Muestreo B+S 4 % B+$ 3 % B+S 6 %
Aspergillus | 11/02/04 | 30,13cd 99,01 6,96a 54,86 15,43hc 98,93
22/03/04 263a 32,01 2,502 91,46 2.13a 60,74
14/05/04 22.16a 98,66 893a 99,63 10,232 96,89
14/06/04 22.83b 96,48 11,232 93,35 26,76b 96,28
26/07/04 10,13b 18,76 8,96a 79,35 1766b 9173
F. solani 11/02/04 0.30ab 099 017ab 1,31 0,00a 000
22/03/04 0,00a 0,00 0,07a 244 1,77h 39.26
14/05/04 013ns 059 0,00ns 000 0.30ns 284
14/06/04 007a 028 0.23ab 194 0,30ab 1,08
26/07/04 2.23b 1736 2,33 2065 0.23ab 129
Rhizopus 11/02/04 0,00ns 0,00 010ns 079 010ns 064
22/03/04 0,03ns 041 0,00ns 000 0,00ns 000
14/05/04 0.03ns 015 0,03ns 037 0,03ns 032
14/06/04 047ns 197 0.20ns 1,66 0,13ns 048
26/07/04 017ns 1,30 0,00ns 000 013ns 0,74

“ Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 35% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo, B: Biofumigacion, B+S: Biosolarizacidn.
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Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero E en las zonas que fueron humedecidas y porcentaje respecto del total a lo
largo de la campafia 2003/2004, expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco®

féenerq/ Fecha B+S 4° % B+S 5° % B+S 6° %

specie | Muestreo

Penicifium | 11/02/04 0,00a 000 5,47ab 4304 007a 043
22/03/04 5,43ah 6708 017a 6,10 000a 000
14/05/04 013ns 059 0,00ns 000 0,00ns 000
14/06/04 0.30a 1.2 037ab 3,09 0,60ab 2,16
26/07/04 0,33ab 2,09 0,00a 000 003a 018

Total 11/02/04 3043h 100 12,703 100 15,60ah 100
22/03/04 8,10h 100 2.13a 100 4,50ah 100
14/05/04 22410 100 897a 100 10,573 100
14/06/04 23,67h 100 12,03a 100 2180bc 100
26/07/04 12,87h 100 11,300 100 18,07¢ 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 35% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo, B: Biofumigacion, B+S: Biosolarizacion.

Microbiota fusarica

Por otro lado, la densidad de Fusarium spp. en esta nueva situacién provocada se
comporta de forma similar a las zonas de influencia de las raices; las parcelas control
y las bromuradas alojaron mas colonias de Fusarium spp. que las biosolarizadas, que
disminufan su densidad con respecto a los afios de reiteracién (Gréfico E.3)).

De nuevo, se obtienen los mismos resultados que los ya comentados para el
caso de las parcelas testigo en los suelos sin humedad: las altas densidades de
microbiota fusérica, muy semejantes a las bromuradas.

Como ya se indicara en las observaciones realizadas para las muestras de

suelo procedente de las zonas cercanas a las raices de las plantas, las biosolari-
zaciones reiteradas lograron mantener reducida la proliferacién de estos hongos.

2) EFECTO DEL CULTIVO SOBRE LA MICROBIOTA FUNGICA NO PATOGENA AISLADA EN LA
ZONA COLONIZADA POR LAS RAICES EN SUELOS CON DIFERENTES TRATAMIENTOS

Campana 2001/2002

Microbiota total

En la Tabla 4.E.7, se aprecia como la reiteracion de las biosolarizaciones per-
mitié una mayor multiplicacién de las poblaciones fungicas, especialmente hacia
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Tabla 4.E.6. Variacion de la densidad de los distintos generos de hongos aislados en el suelo del
invernadero E en las zonas que fueron humedecidas y porcentaje respecto del total
a lo largo de la campafia 2003/2004, expresada en 10° U.F.C.-g" de suelo seco™

Género/ Fecha

X Testigo % BM 98:2 % B+S 2° %
Especie | Muestreo
F. oxysporum | 11/02/04 | 15,32ab 218 1097ab 11,61 0,00a -
22/03/04 | 205,70c 16,76 3182ab 1354 2.32a 017
14/05/04 | 2789bc 163 22,10abe b,64 8,622 141
14/06/04 15,03a b.o7 41,3bab 5,38 45h1ab 5005
26/07/04 92,14b 916 521a 112 12.88a 9,31
F. solani 11/02/04 | 52872 95,76 81,67b 8642 54% 100
22/03/04 | 101319¢ 82,95 239,45h 8511 283,72b 9343
14/05/04 | 329,71c 9016 364,67c 93,10 88,34a 1591
14/06/04 | 236,50c 8766 713,06d 92,17 36,70ab 4037
26/07/04 | 90112 89,56 459 37ab 98,50 92.22a 66,62
F. roseum 11/02/04 8,07b 146 1,86ab 198 0,00a -
22/03/04 8.44ab 0,69 2,10a 0.75 1761b 5,80
14/05/04 8,07ab 2.1 490a 125 19,32ab 16,62
14/06/04 | 18,59ns 6,39 14.20ns 185 8,71ns 9,58
26/07/04 12,382 128 1,182 038 33320 2407
Total 11/02/04 | 552,12¢ 100 94.51h 100 549 100
22/03/04 | 1227.34d 100 219,38¢ 100 303,66hc 100
14/05/04 |  365,68¢ 100 391,69 100 116,29ah 100
14/06/04 |  270,13c 100 768,62d 100 90,92ahc 100
26/07/04 | 1006,16d 100 466,37hc 100 138,42ah 100
Género/ Fecha B+§ 4° % B+S 5° % B+S 6° %

Especie | Muestreo

F. oxysporum | 11/02/04 0,00a - 34.60b 2162 0,00a -
22/03/04 172a 849 6775b 39,75 21,12a 3393
14/056/04 244a 455 1194ab 10,56 60,66¢ 22,00
14/06/04 147a 2598 26,68ab 6546 131,390 4336
26/07/04 493a 091 3.62a 062 1.33a 419
F. solani 11/02/04 1763a 8045 124,13b 1757 106a 12,70
22/03/04 83,20a 91561 94,39 5538 33,602 52,36
14/06/04 3547a 66,12 82.3ba 13,34 208,62b 75,61
14/06/04 291a 5143 9,08a 22,29 169,13bc 5581
26/07/04 | 519.22b 96,21 512,61bc 98,07 3045a 95,81
F. roseum 11/02/04 4.28ab 1965 1,46ab 091 2,6bab 2130
22/03/04 0,00a - 8.31ab 4588 8,78ab 13,12
14/05/04 | 15,73ab 2932 18,20ab 16,09 6.58a 2,39
14/06/04 1.28ns 22,69 4.99ns 12,25 2.62ns 083
26/07/04 | 15,54ab 2,88 161a 1,30 0,00a -
Total 11/02/04 2191a 100 160,79h 100 9,72 100
22/03/04 90,92a 100 170,47ah 100 64,01a 100
14/05/04 53,652 100 113,10ah 100 215,17h 100
14/06/04 5,66a 100 40,17ah 100 303,08hc 100
26/07/04 | 539,70c 100 583,85¢ 100 31,182 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 35% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo, B: Biofumigacion, B+S: Biosolarizacion.
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Graficos E.3. y E.4.  Variacion del total de especies de Fusarium spp. aisladas en el
invernadero E en las zonas humedecidas a lo largo de la campaiia 2003/2004,
expresado en U.F.C..g" de suelo seco y del total de microbiota fingica,
expresado en 10°U.F.C.-g" de suelo seco
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el final del cultivo. No ocurrié asi en las parcelas que habfan sido bromuradas, o
que habian recibido Unicamente algun tipo de enmienda orgéanica sin ser cubier-
tas por el plastico (Gréfico E.6.).

A excepcion del muestreo realizado en el mes de junio, se aprecia una gran
similitud en la tendencia seguida por la poblacién fungica de las parcelas sola-
mente biofumigadas o que recibieron un pequefio aporte de materia orgdnica y
las bromuradas (Grafico E.B.).

Exactamente, tiene lugar la misma observacion que se hiciera para el caso
del invernadero CH en las dos campanas de cultivo estudiadas.
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Tabla 4.E.7. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero E y porcentaje respecto del total a lo largo de la campaiia 2001/2002,
expresada en U.F.C..g" de suelo seco™

Género/ | Fecha | g cris+gall % T + cris % BM 30 %
Especie | Muestreo
Aspergillus | 03/12/01 0,00a - 0,70bc 16,47 0,00a -
18/03/02 450c 26,63 14.85d 1291 1,16a 5147
17/06/02 8145¢ 98,61 995a 9476 30,33 85,17
12/08/02 22,252 95,70 28,10a 9568 19532 9102
F. solani 03/12/01 0.30a 60,00 040a 941 0,00a -
18/03/02 0,00a - 060a 295 043a 1912
17/06/02 065a 079 0,00a - 303 999
12/08/02 0,00a - 0,00a - 0,00a -
Rhizopus 03/12/01 0,00a - 3,10b 1294 003a 100
18/03/02 0,00a - 4.90d 2408 003a 147
17/06/02 0,3bab 042 0,55b 524 1,26¢ 3,08
12/08/02 1,00bc 430 1.30c 447 0,60ab 298
Penicillum | 03/12/01 0,20bc 4000 0.05ab 118 0,00a -
18/03/02 12,40d 1337 0,00a - 0,63b 2194
17/06/02 0,19ab 018 0,00a - 023ab 066
12/08/02 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns -
Total 03/12/01 0,50a 100 425¢ 100 0,03a 100
18/03/02 16,90d 100 20,35d 100 2,26a 100
17/06/02 82,60¢ 100 10,50a 100 35,36h 100
12/08/02 |  23,253h 100 29,400 100 20,13a 100
Género/ Fecha 0 0 0 0 0 0
Especie | Muestreo B+ 2 h B+S 3 h B+S 4 h
Aspergillus | 03/12/01 290d 96,67 0,33ab 463 1,06¢ 10,03
18/03/02 0,73a 8,09 0,70a 2079 2,66b 44.44
17/06/02 65.83¢ 96,96 63,56¢ 98,05 29.53b 9694
12/08/02 | 146,73c 9899 98,03 99,29 12703¢ 99,56
F. solani 03/12/01 010a 333 6.43b 8935 9,03 84,95
18/03/02 5,06¢ 6140 1,46b 4356 030a 5,00
17/06/02 1,70b 250 043a 067 043a 142
12/08/02 043b 029 040b 041 0.06a 005
Rhizopus 03/12/01 0,00a - 0,30a 417 016a 1,07
18/03/02 2.10c 29,78 1,200 35,64 016a 218
17/06/02 0,06a 010 023ab 036 023ab 017
12/08/02 1,06c 072 030a 030 0,50ab 039
Penicilium | 03/12/01 0,00a - 0,13abe 1,85 0,360 345
18/03/02 0,06a 074 0,00a - 2.86¢ 4178
17/06/02 0,30bc 044 060c 093 0,26abc 088
12/08/02 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns -
Total 03/12/01 3,000 100 1.20d 100 10,63¢ 100
18/03/02 9,06¢ 100 3,36a 100 6,000 100
17/06/02 6790c 100 64,83c 100 30,46h 100
12/08/02 | 148,23d 100 98,73c 100 127,60d 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). B cris+gall: Biofumigacion con crisantemo + gallinaza, T: Testigo,
BM: Bromuro de metilo, B+S: Biosolarizacidn.
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Microbiota fusarica

En el primer muestreo realizado a lo largo de la campana 2001/2002, los
suelos procedentes de las parcelas biosolarizadas por 2° y 4° afio practicamen-
te no permitieron detectar la presencia de poblaciones fuséricas (Tabla 4.E.8.). Sf
lo hicieron las parcelas bromuradas. Prueba de que en el suelo existe una gran
densidad de estos hongos, la muestran las parcelas testigo que mantuvieron
estos niveles a lo largo de todo el cultivo hasta igualarse en el Ultimo muestreo
con lo que sucediera en las parcelas bromuradas. Este hecho se aprecia muy
bien en el Grafico E.b. donde sobresalen en gran medida los niveles de poblacién
fusérica del testigo.

Tabla 4.E.8. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas en el
suelo del invernadero E y porcentaje de cada una respecto del total a lo largo de la
campafia 2001/2002, expresada en U.F.C..g" de suelo seco*

Género/ | Fecha | p o oal % T + cris % BM 30 %
Especie | Muestreo

F. oxysporum | 03/12/01 503a 921 105,44b 6.44 0,00a -

18/03/02 0,00 - 2381b 1,26 0,67a 019
17/06/02 0,00a - 5081b 2,16 34,08 2,18
12/08/02 | 32,100 15,68 3841b 2,04 5092b 320

F. solani 03/12/01 | 41,36a 5,16 1221,39d 74,69 182,67¢ 9735
18/03/02 | 2387a 1096 1820,07c 96,49 33763 99,80
17/06/02 | 313,84b 98,99 1768,66¢ 9723 118771d 9720
12/08/02 | 172,59 843 1832,93¢ CIAl 1336,26¢ 96,79

F. roseum 03/12/01 8,20a 15,02 308,300 18,85 4.96a 2,64
18/03/02 |  193,74b 89,02 42 24ab 22,39 0,00a -
17/06/02 448a 140 0,00a - 0,00a -
12/08/02 0,00ns - 321ns 017 0,00ns -
Total 03/12/01 |  54,59ab 100 1635,13¢ 100 187,630 100
18/03/02 | 21762h 100 1886,20c 100 338,300 100
17/06/02 |  318,32h 100 1839484 100 1221,80¢ 100
12/08/02 |  204,70b 100 1874,56¢ 100 1587,18¢ 100
Género/ Fecha 0 0 0
Especie | Muestreo B+S 2 % B+S 3 % B+S 4 %
F. oxysporum | 03/12/01 0,00a - 423a 349 3,h6a 3198
18/03/02 0,00a - 0,00a - 167a 2335
17/06/02 0,00 - 12,75a 149 6.01a 3.1
12/08/02 0,00a - 2,122 115 0,00a -
F. solani 03/12/01 0,00a - 116,77b 96,60 1hla 68,01
18/03/02 0,00 - 0,00a - 197a 2165
17/06/02 | 31.06a 92,05 838,86¢ 9819 155,60b 96,27
12/08/02 0,00a - 23207b 98,81 0,00a -

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). B cris+gall: Biofumigacion con crisantemo + gallinaza, T: Testigo,
BM: Bromuro de metilo, B+S: Biosolarizacidn.
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Tabla 4.E.8. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas en el
suelo del invernadero E y porcentaje de cada una respecto del total a lo largo de la
campaiia 2001/2002, expresada en U.F.C..g" de suelo seco* (continuaciin)

Género/ Fecha B cris+gall % T + cris % BM 30 %
Especie | Muestreo
F. roseum 03/12/01 0,00a - 0,00a - 0,00 -
18/03/02 0,00a - 0,00a - 350a 4895
17/06/02 261a 191 2,663 031 0,00a -
12/08/02 94ns 100 097ns 04 0,00ns -
Total 03/12/01 0,002 100 121,000 100 11,13a 100
18/03/02 0,00a 100 0,002 100 1152 100
17/06/02 |  33,73a 100 854,290c 100 161,62h 100
12/08/02 947a 100 235,76h 100 0,002 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). B cris+gall: Biofumigacion con crisantemo + gallinaza, T: Testigo,
BM: Bromuro de metilo, B+S: Biosolarizacién.

Graficos E.5. y E.6.  Variacion del total de especies de Fusarium spp. aisladas en el invernadero E a lo
largo de la campaia 2001/2002, expresado en U.F.C..g" de suelo seco y del total
de microbiota fingica, expresado en 10°U.F.C..g" de suelo seco
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La biosolarizaciones de segundo y cuarto afo fueron estables en cuanto al
control de los Fusarium hasta el dltimo de los muestreos.

La biofumigacién sola no se diferencié significativamente al final del cultivo
de la biosolarizacién de tercer afio, pero si que lo hizo respecto de los demas tra-
tamientos, situdandose a niveles de poblacién bastante inferiores al bromuro de
metilo o testigo con aportacién de enmienda.

Campana 2002/2003
Microbiota total

Las parcelas biosolarizadas por primera vez fueron las que permitieron con-
tabilizar un mayor nimero de colonias de hongos al inicio de la campana. Practi-
camente, la totalidad de las colonias aisladas pertenecié al género Aspergillus
spp. (Tabla 4.E.9.).

Los niveles de poblacién fungica de partida de las biosolarizaciones reitera-
das (4°y 5° afio) fueron similares a los del bromuro de metilo, controlando la mul-
tiplicacion inicial de los hongos.

Tal y como se aprecia en el Gréfico E.8, al aumentar los afos de reiteracién
de la biosolarizacion, el comportamiento se va asemejando al del bromuro de me-
tilo (MARTINEZ et al, 2005).

En general, todos los tratamientos permitieron multiplicar las densidades
de poblaciones flngicas con el transcurso del cultivo (quiza por diversos fac-
tores como el incremento de temperatura, mayor traslocacién de nutrientes
por el crecimiento vegetativo de la planta,...), pero el mayor nivel de inéculo
presente correspondié con la realizacion por primera vez de la biosolariza-
cién.

Parece ser que conforme aumentaron los afios de reiteracién de la biosolari-
zacion, eran otros los géneros, ademas de Aspergillus spp. los que también se
contabilizaban de forma habitual (habia un mayor espectro).

Microbiota fusarica

De la Tabla 4.E.10,, se extraen varias observaciones:

La primera, que las mayores densidades de Fusarium spp. se dieron al
principio en las parcelas biosolarizadas por primera vez que tuvieron un
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Variacion de la microbiota fingica no patdgena en el suelo durante el ciclo de cultivo

comportamiento muy similar a las de los suelos bromurados. Sin embar-
go, conforme aumentaron los afos de reiteracién de la biosolarizacién lo
hacfa el control sobre estas poblaciones (Gréfico E.7.).

B La segunda es que la variacion de los niveles de in6culo fue mucho mas
moderada en todas las biosolarizaciones que en las parcelas bromuradas
puesto que en éstas se incrementaron considerablemente las poblacio-
nes a comienzos del mes de junio.

Otro aspecto a considerar, es que las parcelas bromuradas estuvieron practi-
camente dominadas por F. solani mientras que en los otros casos estudiados, las
proporciones estuvieron mas distribuidas entre las especies sistematicamente
aisladas.

Graficos E.7. y E.8.  Variacion del total de especies de Fusarium spp. aisladas en el invernadero E a lo
largo de la camparia 2002/2003, expresado en U.F.C..g" de suelo seco y del total
de microbiota fingica, expresado en 10°U.F.C.-.g" de suelo seco
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Campahna 2003/2004
Microbiota total

Al inicio del cultivo, las parcelas que alojaron mayores densidades flngicas
fueron las biosolarizaciones de 2°y 4° afio (Tabla 4.E.11.y Gréfico E.10.). El com-
portamiento en cuanto a la multiplicacién de las poblaciones en el testigo fue
muy similar al de las parcelas bromuradas.

Las parcelas biosolarizadas soportaron una mayor densidad de hongos domina-
dos por Aspergillus spp. Sin embargo, las parcelas bromuradas si que tuvieron mas
distribuidas las proporciones de cada uno de los géneros habitualmente medidos.

Tabla 4.E.11. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero E y porcentaje respecto del total a lo largo de la campaiia 2003/2004,
expresada en 10°U.F.C..g" de suelo seco*

Género/ Fecha g 0 ; 0 o 0
S Testigo i BM 98:2 ! B+S 2 %
Aspergillus | 11/02/04 | 8,90ab 8241 410a 62,76 62,53¢ 98,53
22/03/04 1,16a 85,37 1,03a 7949 706b 99,07
14/05/04 8,10a 98,78 2,56a 3348 19,46b 100
14/06/04 | 1403a 9590 6.86a b4.19 32,00b 99,59
26/07/04 | 2510c 92,28 13,83b 89,26 3,652 6348
F. solani 11/02/04 040c 3,10 0,30hc 459 0,06ab 0,11
22/03/04 | 010ab 132 0,00a 000 0,03ab 047
14/05/04 0,00a 0,00 0,10a 1,30 0,00a 0,00
14/06/04 0,00a 0,00 1,530 12,23 0,03a 0,10
26/07/04 | 040ab 14 1,630 10,04 1,65D 28,70
Rhizopus 11/02/04 | 030c 8,33 0.46abc 114 0,50ahe 0.79
22/03/04 0,00a 0,00 0,03ab 2,956 0,00a 000
14/05/04 003a 04 0,20ab 2,61 0,00a 0.00
14/06/04 | 043bc 2,96 0,13ab 108 0,03a 0,10
26/07/04 0,00a 0,00 0,00a 0,00 0,252 4,35
Penicillum | 11/02/04 0,60a 0,56 1,66b 20,51 0.36a 058
22/03/04 0.10a 132 0,232 1795 003a 047
14/05/04 0,06a 081 4,800 62,61 0,00a 0,00
14/06/04 0.17a 118 4.00b 3191 0,06a 0.21
26/07/04 1,70b 6,26 0,03ab 022 0,20a 348
Total 11/02/04 | 10,80a 100 6,53a 100 63,46¢ 100
22/03/04 1,36a 100 1,30 100 713ab 100
14/05/04 8,20 100 766a 100 19,46h 100
14/06/04 |  14,63a 100 12,53 100 32,13b 100
26/07/04 21,.20¢ 100 15,500 100 5,75a 100

“ Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). BM: Bromuro de metilo, B+S: Biosolarizacidn.
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Tabla 4.E.11. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero E y porcentaje respecto del total a lo largo de la campaiia 2003/2004,
expresada en 10°U.F.C..g" de suelo seco* (continuaciin)

Generl_]/ Fecha B+S 4° % B+S §° % B+S 6° %
Especie | Muestreo
Aspergillus | 11/02/04 | 50)53¢ 99,80 1040ab 92,31 2116b 91,21
22/03/04 8,33b 9128 1710c 40,81 19,63¢ 9768
14/05/04 | 62,56¢ 98,63 10,93b 9036 4.46a 8323
14/06/04 | 22.83b 9648 11,232 9335 26,76b 96,28
26/07/04 1743b 90,02 3080c 99,04 24,03 90,58
F. solani 11/02/04 0,00a 0,00 0,20abc 1,18 0,20abc 067
22/03/04 0,00a 000 0,00a 0,00 0,13 0,66
14/05/04 0,00a 000 0,00a 0,00 040b 1745
14/06/04 0,06a 028 023a 194 030a 108
26/07/04 1,600 8,26 023a 0,75 1,60 6,03
Rhizopus 11/02/04 003a 007 0,36ab 325 1,03 347
22/03/04 0,00a 000 0,10b 024 0,03ab 017
14/05/04 | 0,20ab 031 0.43b 358 0,06ab 124
14/06/04 046¢ 197 0,20abc 1,66 0,13ab 048
26/01/04 0.26a 1,38 0,00a 0,00 0.83b 314
Penicillium | 11/02/04 0,06a 013 0,30a 2,66 1,36b 459
22/03/04 023a 212 24.10b 5835 030a 149
14/05/04 0.73a 1,16 0,73a 6,06 043a 807
14/06/04 0.30a 1.2 0,36ab 305 0.60a 2,16
26/07/04 0,06a 034 0,06a 01 0,06ab 025
Total 11/02/04 | 50,63c 100 11,262 100 29,76h 100
22/03/04 | 856ah 100 41,90c 100 20,100 100
14/05/04 | 63,50¢ 100 12,100 100 5,362 100
14/06/04 |  23,66h 100 12,03a 100 21,80h 100
26/07/04 | 19,36h 100 31,10¢ 100 26,53¢ 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). BM: Bromuro de metilo, B+S: Biosolarizacidn.

Microbiota fusarica

En cuanto al comportamiento de las poblaciones fuséricas en el invernadero
con reiteraciones de la biosolarizacion, destaca el hecho de que las parcelas tes-
tigo tuvieron una densidad practicamente constante a lo largo del cultivo (Tabla
4.E.12), al igual que ocurriera en la campafia 2001/02. Sin embargo, las parce-
las biosolarizadas soportaron menores densidades en casi todos los muestreos
con la excepcion de momentos muy puntuales como el mes de mayo o el dltimo
muestreo (Gréfico E9.). A la vista de los resultados, de nuevo se comprueba
como las parcelas de suelos bromurados permitieron una mayor multiplicacion de
Fusarium. De esta forma, se reiteran los resultados ya expuestos para el caso del
invernadero CH en las dos campafas de control.
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Tabla 4.E.12. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas
y porcentaje de cada una respecto del total en el suelo del invernadero E a lo largo
de la campaiia 2003/2004, expresada en U.F.C..g" de suelo seco*

Género/ Fecha

. Testigo % BM % B+S 2° %
Especie | Muestreo
F. oxysporum | 11/02/04 214710 464 0,00 - 0,00a -
22/03/04 3345¢ 10,84 947ab 382 0,00a -
14/06/04 26,03a 761 180,27bc 11,26 199,73¢ 66,29
14/06/04 3122 11,62 b.17a 2616 1.Ma 1215
26/07/04 | 26,30ab 6,15 103,26b¢ 14.42 118,0% 2130
F. solani 11/02/04 | 412.31c 89,06 129410 98.41 212a 100
22/03/04 | 273/46b 88,65 22704b 91,66 b.36a 2813
14/06/04 | 310,64b 90,64 140095¢ 8743 100,90a 3349
14/06/04 | 209,79b 1807 10,66a 4643 5.10a 36,10
26/07/04 | 401,18ab 93,85 612,77b 85,68 314433 12,10
F. roseum 11/02/04 | 29,18ab 6,30 2,08a 1,09 0,00a -
22/03/04 1,06a 051 11,4bab 462 13,70 7187
14/06/04 b27a 154 21,10ab 132 065a 022
14/06/04 2071b 10,31 6.53a 2842 32ab 51,75
26/07/04 0,00a - 0,00a - 0,00a -
Total 11/02/04 | 463,03¢ 100 131,49 100 212 100
22/03/04 | 308,48h 100 24796h 100 19,07a 100
14/05/04 | 341,95ah 100 1602,33¢ 100 301,29ah 100
14/06/04 |  268,72¢ 100 22,97ah 100 14,14ah 100
26/07/04 | 42749a 100 116,04b 100 432,52ah 100
Género/ Fecha 0 0 0 0 0 0
Especie | Muestreo B+ 4 h B+§ 5 h B+S 6 h
F. oxysporum | 11/02/04 219 195 2,693 5496 3.1a 1342

22/03/04 2,08a 430 11,3%abe 3124 30,74be 100
14/05/04 | 70,35ab 3783 23190c 16,00 164, 70bc 33,13

14/06/04 3.98a 4774 40,34b 7102 1,83 30,30
26/07/04 16,582 261 81.85bc 597 76,49abc 8,84
F. solani 11/02/04 | 63,67ab 56,73 221a 4504 23,062 8201
22/03/04 40,01a 8262 14.09a 46,05 0,00a -
14/05/04 13.81a 743 1205,18¢c 83,39 39,00a 799
14/06/04 291a 34.96 13,082 23,04 000a -
26/07/04 | 60757ab 95,67 1290,34¢ 9403 15724b 8752
F. raseum 11/02/04 46,36h 4131 0,00a - 1,282 457
22/03/04 6,33ab 13,08 511ab 16,71 0,00a -
14/05/04 | 101,78b 54,74 812a 056 28451¢ 58,28
14/06/04 1443 1730 3.37a 594 4233 69,70
26/07/04 10,880 1,1 0,00a - 3147c 3,64
Total 11/02/04 | 112,22ah 100 490a 100 28,12 100
22/03/04 4843a 100 30,59a 100 30,74a 100
14/05/04 |  185,96a 100 144522 100 488,22 100
14/06/04 8,34a 100 56,300 100 6,07a 100
26/07/04 | 635,04ah 100 1312,20c 100 865,21ah 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo, B+S: Biosolarizacion.

273



Ecologia de la microbiota flngica de los suelos de los invernaderos de pimiento y su interés agrondmico

Graficos E.9. y E.10. Variacion del total de especies de Fusarium spp. aisladas en el invernadero E a lo

largo de la campafia 2003/2004, expresado en U.F.C..g" de suelo seco y del total

de microbiota fiingica, expresado en 10°U.F.C..g" de suelo seco
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3) EFECTO DE DIFERENTES TRATAMIENTOS DEL SUELO SOBRE EL DESARROLLO

VEGETATIVO DE LAS PLANTAS Y LA PRODUCCION

Campana 2001/2002

En cuanto al desarrollo vegetativo de las plantas, cabe destacar cémo al final
del cultivo, las plantas que crecieron sobre parcelas biofumigadas, ya fuera con
o sin plastico, fueron significativamente més altas que las plantas de parcelas de
control, a excepcién de la reiteracién de cuarto afio. No hubo diferencias signifi-
cativas entre las parcelas con reiteracién de la biosolarizacién de segundo y ter-

cer afio (Gréafico E.11)).

Las parcelas biosolarizadas tuvieron plantas méas altas que las parcelas que

habian sido bromuradas.
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El desarrollo de las plantas de los tratamientos de biosolarizacién fue supe-
rior al alcanzado en las parcelas bromuradas, pero significativamente mayor al del
testigo.

Grafico E.11. Variacion de la altura de las plantas en el Invernadero E. Campaiia 2001/2002.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logy (x)
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Grafico E.12. Produccidn comecial media acumulada en el Invernadero E. Campaiia 2001/2002.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logy, (x+1)
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Fecha de las recolecciones

Las producciones comercial y total de los tratamientos de biosolarizacién fue-
ron superiores a los del bromuro de metilo. En todos los casos fueron superiores
al testigo no desinfectado.

Podria de nuevo asociarse esta reducciéon de la produccién con las altas
densidades de Fusarium aisladas en estas parcelas como se mostré en la Gra-
fico E.b.
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En la primera recoleccion efectuada en la campana de cultivo, el 10 de abril,
no hubo diferencias significativas entre las parcelas bromuradas y las biofumiga-
das sin plastico. Tampoco con la biosolarizacién reiterada por segunda vez. A su
vez las biosolarizaciones reiteradas por tercer y cuarto afo consecutivo tampoco
se diferenciaron significativamente entre si, ni siquiera respecto del testigo. En
cambio, en la segunda recoleccién, ya se desmarca el testigo como la zona
donde menos frutos se obtienen, para acusar mas su diferencia con el transcur-
so del tiempo.

Grafico E.13. Produccidn media por categorias comerciales en el Invernadero E. Campaiia 2001/2002.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logyy (x+1)
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Al final del cultivo, y en la Ultima recoleccién efectuada, se aprecian las dife-
rencias en cuanto al nimero total de kg recogidos en la campafiam™ de parcela
de estudio, es decir, en cuanto a la produccién acumulada.

Es entonces cuando se observan las diferencias entre tratamientos, si las hu-
biera.

De los resultados obtenidos, destaca la produccion obtenida en las parcelas
biosolarizadas, significativamente superior a las obtenidas en las desinfectadas
con bromuro de metilo.

No se observaron diferencias significativas entre la produccién de las par-
celas biofumigadas con enmienda orgénica y la de las biosolarizadas de forma
reiterada, y tampoco entre la produccién de las primeras y la del bromuro de
metilo.

Todos los tratamientos permitieron obtener producciones significativamente
superiores a las del testigo.

276



Variacion de la microbiota fingica no patdgena en el suelo durante el ciclo de cultivo

Campana 2002/2003

Examinando el desarrollo alcanzado por las plantas al final del cultivo, cabe
sefialar que aquellas cuyas parcelas habian sido biosolarizadas por quinto afo
consecutivo, tuvieron el mismo desarrollo que las de las parcelas que habian sido
bromuradas. No hubo diferencias entre los tratamientos de biosolarizacién reali-
zados por primera o cuarta vez.

Grafico E.14. Variacion de la altura de las plantas en el Invernadero E. Campaiia 2002/2003.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logyq (x)
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Grafico E.15. Produccion comecial media acumulada en el Invernadero E. Campafia 2002/2003.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logy, (x+1)
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Fecha de las recolecciones

Curiosamente las parcelas biosolarizadas fueron las que permitieron obtener
mayores rendimientos productivos, observandose mayores producciones en las bio-
solarizadas por 1¢, 3* y 5° afio respecto de las bromuradas (Gréfico E.15.). Se corro-
bora asf lo que ya sefalaran MARTINEZ et al. (2002), al afirmar que la reiteracion de
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la biosolarizacién en el mismo suelo proporciona una mejora en la desinfeccion del
suelo, traducida tanto en un aumento de la produccién como en el control de los pa-
tégenos y de las malas hierbas. Ademas, la produccién obtenida no se mostré signi-
ficativamente diferente entre los distintos afios de reiteracion de la biosolarizacion.

En relacién a la precocidad en el corte del fruto, todos los tratamientos de
biosolarizacién produjeron de forma similar al bromuro de metilo. En cuanto a la
produccién por categorias comerciales (Grafico E.16.), y en referencia a la cate-
goria extra, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos, comportan-
dose por tanto igual las biosolarizaciones que el bromuro de metilo. En cambio,
si las hubo en la categoria primera, en la que cualquier reiteracién de la biosola-
rizacién (inclusive la de 1 afio) permitié obtener mayor rendimiento que el bro-
muro de metilo.

Grafico E.16. Produccion media por categorias comerciales en el Invernadero E. Campaiia 2002/2003.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logy, (x+1)
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Campana 2003/2004

En el Grafico E.17, se aprecia cémo las parcelas que fueron biosolarizadas
repetidamente por 2% 4% y 6% vez, tuvieron las plantas significativamente mas
altas que las biofumigadas por 5% vez y las bromuradas y todos los tratamientos
proporcionaron plantas mas altas que el testigo. La medida de la produccién ob-
tenida, tal y como se observa en el Grafico E.18, refleja que no hubo diferencias
significativas entre las parcelas biosolarizadas y las bromuradas. Todos ellos tu-
vieron producciones significativamente superiores al testigo.

En cuanto a la clasificacién de la produccién por categorias comerciales
(Gréfico E.19.), ocurrié algo similar: no hubo diferencias significativas entre las
biosolarizaciones y el bromuro de metilo y si respecto del testigo.
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Grafico E.17.  Variacion de la altura de las plantas en el Invernadero E. Campafia 2003/2004.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logyy (x)
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Grafico E.18. Produccidn comecial media acumulada en el Invernadero E. Camparia 2003/2004.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logyy (x+1)
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Grafico E.19. Produccion media por categorias comerciales en el Invernadero E. Campania 2003/2004.
Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con Logyy (x+1)
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INVERNADERO P

1) EFECTO DEL CULTIVO SOBRE LA MICROBIOTA FUNGICA NO PATOGENA AISLADA
EN LA ZONA COLONIZADA POR LAS RAICES EN SUELOS CON DIFERENTES
TRATAMIENTOS

Campana 2002/2003
Microbiota total

Al comparar la eficacia de todos los tratamientos entre si en el primero de los
muestreos, se aprecia cémo solo el Telone C-35 y el 6x. de propileno a 600 I'ha
fueron los dos productos que si controlaron la multiplicacién de las colonias fren-
te a los demas tratamientos, incluido el bromuro de metilo.

Sin embargo, la colonizacién del suelo por parte de los hongos, siguié practi-
camente el mismo patrén en cualquiera de las parcelas estudiadas, destacando
que los meses de abril (18 semanas tras la desinfeccién) y julio (29 semanas tras
a desinfeccion) fueron los que permitieron registrar las menores densidades de
poblaciones flngicas (Gréfico P.2.).

Segun los resultados obtenidos (Tabla 4.P.1.), las desinfecciones del suelo
con productos como el Telone C-35, el DMDS con pléstico de PE o el éxido de
propileno a dosis de 600 I'ha, exhiben microbiotas totales en menores propor-
ciones que el resto de tratamientos, especialmente respecto al bromuro de me-
tilo. Los primeros recolonizadores del suelo tras la desinfeccién fueron los micro-
micetos filamentosos Aspergillus spp. y Penicillium spp., como asi lo demuestran
sus altas proporciones (37,06% Aspergillus spp. y 38,15% Penicillium spp.) en
relacion a los demés detectados.

Con ligeras excepciones como ocurre en el pendltimo muestreo de suelo re-
alizado, los tres productos antes citados, fueron los que un mejor control mani-
festaron sobre la microbiota fungica a lo largo del cultivo.

La cloropicrina a dosis 50 gm™ tuvo, contrariamente a lo que se podria pen-
sar en un principio, peor control que a la dosis de 30 gm™.

Curiosamente, en lo que respecta al efecto del 6xido de propileno a lo largo
de la campana de cultivo, no se observaron diferencias significativas entre las dos
dosis aplicadas, de 300 o de 600 I'ha™.

Parece que el plastico también pudiera tener su influencia en el desarrollo de
las poblaciones flingicas como asi se aprecia en el DMDS que con el plastico VIF
tuvo mayores densidades que con el PE.
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Al final del cultivo, todas las parcelas registraron niveles considerables de
hongos (computables a los géneros Aspergillus spp., Rhizopus spp. y la especie
F. solani), a excepcién de las desinfectadas con cloropicrina a 30 g'm? de nuevo,
se comprobarfa con estos resultados la necesidad de realizar una nueva desin-
feccién para disminuir la carga flngica presente de cara a la implantacién del si-
guiente cultivo de pimiento.

Tahla 4.P.1. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero P y porcentaje respecto del total a lo largo de la campafia 2002/2003,
expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco*

Género/ | Fecha | DMDS o | ¢ 59 o | P30 % | BM | %
Especie | Muestreo VIF

Aspergillus | 13/01/03 | 645d | 51,60 400c | 5031 | 280bc | 2654 680d | 3706
26/02/03 |  440c | 3333 | 39abc | 3238 0tea | 297 2100 | 2222
09/04/03 | 335 | 7528 | 09bbed | 2836 | O2babc | 769 0,002 -
21/00/03 | T45de | 46,71 435c | 4480 0.50a | 1019 2200 | 2178
02/01/03 | 42bd | 6855 | 0Bbabc | 3269 | 00Obab | 167 | 0B8bbc | 3778
28/01/03 | 820e | 8200 030a | 384 | 145ab | 1726 | 415cd | 9287

F. solani 13/01/03 | 4500 | 3600 2200 | 287 6200 | 5817 4000 | 2201
26/02/03 |  615d | 4635 680d | 55,74 0762 | 1485 630d | 6720
09/04/03 | 03% | 78/ 0,00a - 015a | 462 03% | 3333
21/08/03 | 495cd | 3103 2502 | 2677 | 27bab | 5033 640d | 6337
02/07/03 |  100c | 1613 | 060abc | 2308 | 030ab | 1000 | O40abc | 1778
28/07/03 | 115abc | 1150 | 075ab | 908 34oe | 4107 | 240cd | 309/

Rhizopus 13/01/03 | 033bc | 440 160d | 2013 1050d | 1483 | 060ab | 272
26/02/03 | 1700 | 1288 | 14%ab | 1188 415¢ | 8218 0boa | 6388
09/04/03 |  0O7sc | 1685 2400 | 71,64 2850 | 8769 0.70c | 6667
21/06/03 | 216¢ | 1348 230c | 2423 | 1%bc | 3611 | 090ab | 891
02/07/03 | 098bc | 1532 | 127cd | 4636 26be | 8833 | 08bc | 3178
28/07/03 | 0b%ab | 550 110e | 86,06 280d | 3333 | 130bc | 16,06

Penicifium | 13/01/03 | 1006 | 8,00 01oa | 189 0,00a - 700c | 3815

26/02/03 | 080bc | 649 0,00a 0,00a - 03%b | 370
09/04/03 | 0,00a - 0,00a - 0,00a - 0.00a -
21/00/03 | 1400 | 818 030a | 81b 0fea | 278 | 060ab | 0594
02/07/03 | 0,00a - 0,00a - 0,00a - 0,15b 6,67
28/01/03 | 010a | 100 010a | 121 0/0c @ 833 0,002 -
Total 13/01/03 | 12,50d 100 193¢ 100 | 10,55cd | 100 | 1835d 100

26/02/03 | 13710d | 100 | 12,20cd 100 903 | 100 | 945hc 100
09/04/03 | 445c | 100 | 336bc | 100 | 320bc = 100 1,052 100
21/05/03 | 15335 | 100 8,700 100 940a | 100 | 10,100 100
02/07/03 | 620 | 100 | 260cde 100 | 300de | 100 | 225cd 100
28/07/03 | 10,00c | 100 8,25b 100 8400 | 100 183b 100

* Los valores son la media de dos repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significativamente, DMDS: Dimetildisulfito, CL: Clo-
ropicrina, OP: Oxido de propileno, BM: Bromuro de metilo.
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Tahla 4.P.1. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero P y porcentaje respecto del total a lo largo de la campafia 2002/2003,
expresada en 10° U.F.C..g" de suelo seco* (continuaciin)

Género/ Fecha Telone 0 DMDS 0 0 0
Especie | Muestreo | C-35 o PE CE & el h

Aspergillus | 13/01/03 | 0,15ab 100 005 | 3000 | 000a - 0,002 -
26/02/03 | 0402 & 841 370bc | 3610 | 240bc | 4083 | 2300 | 3241
09/04/03 | 0,15abc 100 | 00%b | 2000 | 105cd | 4200 | 160de | 4267
21/05/03 | 475bc | 4922 | 360bc | 3618 | 480cd | 5275 815e | 56801
02/07/03 | 0,20 100 | 0O75abc | 36,09 110c | 3438 0,002 -
28/07/03 | 575de | 9115 | 3560bc | 3983 | 3.80cd | 638/ 1202 | 6107

F. solani 13/01/03 0,00a - 0,00a - 0,00a - 0,00a -
26/02/03 | 490cd | 6622 505d | 54,15 2000 | 4167 | 335bc | 4621
09/04/03 000a | 000 010a | 4000 1100 | 4400 1,200 | 32,00
21/05/03 | 33bab | 3472 410bc | 4121 | 300a | 3297 320a | 2278
02/07/03 0,00a - 080bc | 3902 | 025ab 781 0,00a -
28/07/03 01ba | 285 250de | 2809 | 110bc | 1849 | 025ab | 1351

Rhizopus 13/01/03 | 0,00a - | 00bab | 5000 | 005ab 100 1,30c 100
26/02/03 | 1300 | 1824 | 100ab | 976 | 080ab | 1333 | 130b | 2069
09/04/03 | 000a | 000 | 0710ab | 4000 | 03babc | 1400 | 06dbc | 1467
21/05/03 |  086a | 881 175bc | 1789 | 126ab | 1374 | 200c | 1423
02/07/03 | 0,00a - | 000ab | 2433 | 176d | 5469 | 055bc 100

28/07/03 000a - 219¢cd | 24,16 1,09b 1765 000a -
Penicillium 13/01/03 0,00a - 0,00a - 0,00a - 0,00a -
26/02/03 075c | 10,14 000a - 025a 417 005 069
09/04/03 000a - 000a - 0,00a 0400 | 1067

21/08/03 | 070ab | 725 050a | 503 | 005 055 | 070 498
02/07/03 |~ 0,00a - 0,002 - :
28/071/03 | 03%ab | 619 070c | 787 | 000a

Total 13/01/03 0,15a 100 0,10a 100 0,052 100 1,300 100
26/02/03 | 740ab 100 | 10,25hcd 100 6,002 100 1,25ah 100
09/04/03 0,193 100 0,253 100 2,50h 100 3,750 100
21/05/03 9,650 100 9,950 100 9,10p 100 | 14,05¢ 100
02/07/03 0,20 100 2,05he 100 3,20e 100 | 0,55ah 100
28/07/03 |  5,65ah 100 8,900 100 | 595ah 100 1,852 100
* Los valores son la media de dos repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-

cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significativamente, DMDS: Dimetildisulfito, CL: Clo-
ropicrina, OP: Oxido de propileno, BM: Bromuro de metilo.

Microbiota fusarica

Desde el primer muestreo realizado unos dias después de la plantacion, se
comprueba la nula incidencia de los biocidas respecto a las poblaciones de Fu-
sarium spp.. EI mejor control lo proporcioné el bromuro de metilo que se diferen-
ci6 del resto de tratamientos efectuados.

282



Variacion de la microbiota fingica no patdgena en el suelo durante el ciclo de cultivo

En el segundo muestreo realizado, la densidad de microbiota fusérica parece
disminuyd en practicamente todos los tratamientos, y es a partir de finales de mayo
cuando vuelven a ascender.

Prestando especial atencién a la alta densidad total de Fusarium spp. a lo largo
del cultivo, caben sefialar cuatro fechas: el muestreo correspondiente al mes de
enero, al de abril y al de principios de julio (Gréfico P.1.).

Los resultados de los andlisis realizados mostraron un débil control tanto de
la cloropicrina a 50 gm™, como del 6xido de propileno a 300 I'ha™ y el DMDS con
plastico de PE sobre la poblacién fusarica.

Tabla 4.P.2. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium aislada y porcentaje de cada
una respecto del total del suelo del Invernadero P a lo largo de la campaiia 2002/2003,
expresada en U.F.C..g" de suelo seco®

Género/ Fecha DMDS CL 50
Especie | Muestreo VIF % PE % | OP 300 % BM %

F. oxysporum | 13/01/03 3864a| 295 | 165684d | 4856 14371a| 110 3133 | 428
26/02/03 322a| 042 1387a| 309 3042 | 169 224 | 044
09/04/03 | 2888ab | 188 13| 116 | 25853 | 530 828a | 11,88
21/05/03 | 21023ns | 13,76 | 22632ns | 1071 | 302.83ns | 1423 | 32481ns | 1592
02/07/03 | 10036bc | 536 | 34472d 914 | 69934e | 1478 | 40754d | 2290
28/07/03 4076c | 272 442ab | 162 | 11439d | 480 3360¢c | 530

F. solani 13/01/03 | 1269,03bc | 9700 | 165684cd | 48,06 | 1200,24ab | 9188 | 70119 | 95,72
26/02/03 | 74208a| 9719 | 426142 9502 | 160770b 8911 | 458202 | 9049
09/04/03 | 138541d | 9008 | 3331.71e | 93,75 | 40672%e | 8329 6144a = 86,12
21/06/03 | 110742c | 7248 | 166145d | 7859 | 102249d = 7154 | 1390,78d | 68,16
02/01/03 | 167248¢ | 8928 | 308312d | 8172 | 333328d = 7044 | 96424b | 5419
28/07/03 | 141700e | 9456 | 26331bc | 96./0 | 215615f | 9041 | 56792d | 8940

F. roseum 13/01/03 0,002 - | 9840bc | 288 9219 703 0,002 -
26/02/03 18252 | 239 846a| 189 | 16086c| 920 | 458%2a | 807
09/04/03 | 12370c | 804 | 18080c 509 | ©00726e 1141 0,002 -
21/00/03 | 21023a | 1376 | 22632ab | 10,71 | 30283b | 1423 | 32481b | 1892
02/07/03 | 100,36bc | 536 | 34472d | 914 | 69934e 1478 | 40754d | 2280
28/07/03 | 4075 | 212 442 | 162 | 11433d| 480 | 3366c | 630

Total 13/01/03 | 1308,18bc | 100 | 3412,09e | 100 | 1311,82ab | 100 | 73253a & 100
26/02/03 | 76355ab | 100 | 44847a| 100 | 1804,14d | 100 | 50637ab & 100
09/04/03 | 1538,01d | 100 | 3553,65e | 100 | 4883,10f | 100 69,72a | 100
21/05/03 | 152790bc | 100 | 2114,10d | 100 | 2128,17d | 100 |204042cd | 100
02/07/03 | 187322d | 100 | 3772,58ef | 100 | 4731,98f | 100 | 1779,32cd | 100
28/07/03 | 149851e | 100 | 272,77hc | 100 | 238495f| 100 | 63523d | 100
* Los valores son la media de dos repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-

cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significativamente, DMDS: Dimetildisulfito, CL: Clo-
ropicrina, OP: Oxido de propileno, BM: Bromuro de metilo.
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Tahla 4.P.2. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium aislada y porcentaje de cada
una respecto del total del suelo del Invernadero P a lo largo de la campafia 2002/2003,
expresada en U.F.C..g" de suelo seco™ (continuaciin)

Género/ Fecha | Telone 0 DMDS 0 0 0

Especie | Muestreo | (-35 & PE % | OPBOD | % CL3DPE|
F. oxysporum | 13/01/03 | 2622,58e |« 4894 | 20983b | 961 | 71900c 4525 | 87533 & 4493
26/02/03 372 | 053 | 45859 | 1298 281a 170 2874 173
09/04/03 | 1929ab | 214 | 13090d | 3065 | 2288ab 192 | 65420 | 831
21/05/03 | 109.36ns | 1072 | 14138ns | 853 | 17403ns | 1453 | 21452ns | 2150
02/07/03 | 18546c | 1689 | 41092d | 11,01 1479a| 1257 | 6842b | 1845
28/07/03 13ba | 367 | 297hc = 483 327ab | 140 | 553b | 276

F. solani 13/01/03 | 2522,58e | 4894 | 196780de | 9012 | 719002 | 4525 | 8753%ab = 44,93
26/02/03 | 63357a | 82,79 | 2851,71c | 8351 | 115837a 8512 | 148442b | 90,08
09/04/03 | 842.70bc | 8337 | 323308e | 8794 | 10110%cd | 84,73 | 064.34b | 7685
21/06/03 | 801.79b | 7857 | 137483d | 8294 | 84505bc | 7083 | 56837a | 701
02/07/03 | 796800 | 6823 | 2911,83d | 1798 8814a 7486 | 233902 | 6309
28/01/03 | 3423a| 9265 | 533%55cd | 9014 | 2275/b | 9720 | 189.20b | 9447

F. roseum 13/01/03 | 109.27bc | 212 091a | 027 | 16106ed 901 | 19703d | 1014
26/02/03 |  4703ab = 668 | 12407bc | 351 17933c | 1318 | 13586c | 819
09/04/03 |  4064b | 449 | 313484 | 8561 | 18838c| 1336 | 10458c | 1424
21/06/03 | 10936a | 1072 | 14138a| 853 | 17403ab 1458 | 21452ab | 21,00
02/07/03 | 18546c | 1589 | 41092d | 11,01 14792 1257 | 6842b | 1840
28/01/03 130a| 367 | 291fbc| 483 327ab | 140 003b | 276

Total 13/01/03 | 515444f | 100 | 2183,56d | 100 |1589,07bed | 100 | 1948,33cd 100
26/02/03 | 70433ab | 100 | 3534,38e | 100 | 1360,88bc | 100 |1659,03cd | 100
09/04/03 | 902,54bc | 100 | 368396e | 100 | 119337cd | 100 | 73435h | 100
21/05/03 | 102051a | 100 | 165760cd | 100 | 119311ab | 100 | 998,03a | 100
02/07/03 | 116754c | 100 | 3733,74e | 100 11774a| 100 | 370,75 | 100
28/07/03 3694a | 100 | 59190cd | 100 | 23412b | 100 | 20027h @ 100
* Los valores son la media de dos repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-

cativas (p<0,06). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). ns: no difieren significativamente, DMDS: Dimetildisulfito, GL: Clo-
ropicrina, OP: Oxido de propileno, BM: Bromuro de metilo.

Sin embargo, es de resaltar el adecuado control de la cloropicrina a 30 gm?,
el 6xido de propileno a 600 l'ha™ y la combinacién 1,3-Dic+pic, todos ellos con la
excepcioén del primer muestreo.

En el Gltimo muestreo, se observa un descenso de las densidades de Fusa-
rium presentes, que podrian ser consecuencia del propio agotamiento de las
plantas al final del cultivo (Tabla 4.P2.).

Observando detenidamente los Gréficos P.1 y P2, los muestreos en los que
la microbiota fungica total era menor, se corresponden con los conteos mas
cuantiosos de poblaciones fuséricas y viceversa.
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Graficos P.1. y P.2. Variacion del total de especies de Fusarium spp. aisladas en el invernadero P a lo
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largo de la campaiia 2002/2003, expresado en U.F.C..g" de suelo seco y del total
de microbiota fingica, expresado en 10°U.F.C..g" de suelo seco
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2) EFECTO DE DIFERENTES TRATAMIENTOS DEL SUELO SOBRE EL DESARROLLO

VEGETATIVO DE LAS PLANTAS Y LA PRODUCCION

Campana 2002/2003

En cuanto al desarrollo vegetativo alcanzado, todos los tratamientos tuvieron un

comportamiento similar, a excepcién del DMDS y el 6xido de propileno en su menor
dosis empleada (Grafico P.3.), que fueron inferiores y que curiosamente correspon-
dieron con las que mayores densidades de fusarium tuvieron en los andlisis.

En el Grafico P4. se pueden estimar las diferencias entre los tratamientos es-

tudiados en relacién a la produccién acumulada obtenida. De esta forma, el trata-
miento efectuado con DMDS en sus dos dosis, tuvo las menores producciones, di-
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ferencidndose del resto de tratamientos. El 6xido de propileno, aplicado a la dosis
mayor (600 |‘ha™") obtuvo producciones superiores a la dosis inferior empleada, y
a su vez, no se diferencié de la cloropicrina a la dosis més alta empleada.

Grafico P.3.  Variacion de la altura de las plantas en el Invernadero P. Camparia 2002/2003
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Grafico P.4.  Produccion comercial media acumulada en el Invernadero P. Campaiia 2002/2003
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La observacién anterior realizada en cuanto a la relacién de mayor densidad
de Fusariumy reduccion en el desarrollo de las plantas, serfa también vélida aqui
para referirse a la disminucién en la produccién obtenida con el 6xido de propi-
leno a 300 I'ha y al DMDS en las dos dosis ensayadas.

Las mayores producciones, las proporcioné la desinfeccién con 1,3 Dic+pic,
que tuvo similares resultados a las plantas cuyos suelos fueron desinfectados
con bromuro de metilo y con cloropicrina a 30 gm? (Gréfico P4.).
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El mismo comentario realizado en relacién a la cantidad de produccién obte-
nida, seria vélido para la calidad de la misma, pues los tres ultimos tratamientos
mencionados fueron los que proporcionaron el mayor rendimiento en cuanto a
las categorfas comerciales primera y segunda (Grafico P5.).

Grafico P.5. Produccion media por categorias comerciales en el Invernadero P. Campaia 2002/2003
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INVERNADERO B

1) Efecto del cultivo sobre la microbiota fingica no patégena aislada en la
zona colonizada por las raices en suelos con diferentes tratamientos

Campana 2003/2004
Microbiota total

La microbiota flingica aislada de las distintas parcelas ensayadas del inver-
nadero B, se resume en la Tabla 4.B.1. donde los resultados revelan, a golpe de
vista, (se aprecia con mejor claridad en el Grafico B.2.) que la tendencia efectua-
da sobre la microbiota flngica de los desinfectantes quimicos entre la cloropicri-
nay el Telone C-35 es similar, asi como todas las variaciones de las aplicaciones
de Trichoderma, que en este caso, soportaron un menor nivel de inéculo.

Las parcelas en donde tuvo lugar la estimulacion de las plantas con aplica-
ciones de Trichoderma, tuvieron un aspecto en comun y fue la importancia del
género Rhizopus spp. respecto al resto de la microbiota (Tabla 4.B.1.).

En los resultados mostrados, destacan las notables diferencias entre la den-
sidad de microbiota soportada (mucho mayor) en las parcelas que fueron bromu-
radas y el resto de tratamientos.
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En casi la totalidad de los tratamientos quimicos se dio un incremento de
la multiplicacién de los hongos correspondiente al muestreo realizado a fina-
les de abril (17 semanas después de dar por concluida la desinfeccién del
suelo), pero que luego descendié hasta el final del cultivo con la excepcién de
las parcelas bromuradas y las que habian sido desinfectadas con éxido de
propileno.

Tabla 4.B.1. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo
del invernadero B y porcentaje respecto del total a lo largo de la campaiia 2003/2004,
expresada en 10°U.F.C.-g" de suelo seco*

Género/ Fecha TRICH TRICH+
Especie | Muestreo BM % oL % sem % SPA %

Aspergillus | 04/02/04 | 545 | 8798 | 120bc | 2416 118b | 2863 | 070ab | 2414
17/03/04 | 096ab | 2762 206c | 5500 | 080ab | 8217 | 063ab | 2000
28/04/04 | 19%56c | 8063 | 1096bc | 7639 166a | 3226 066a | 1627
08/06/04 | 976c | 66,09 263 | 3074 263a | 4136 1032 | 2421
21/00/04 | 12,568 | 75,70 410d | 5813 083b | 2212 000a | 000

F. solani 04/02/04 | 1850 | 1738 236b | 4165 000a | 000 000a | 000
17/03/04 | 0002 = 000 060c | 1286 000a | 000 | 033bc | 1063
28/04/04 | 253 | 1044 080b | 578 000a | 000 013a | 308
08/06/04 | 263d | 1795 446e | 0214 | 063ab | 983 | 160cd | 2526
21/01/04 | 2,08bc | 1245 146b | 2115 010a | 265 0ba | 44

Rhizopus 04/02/04 | 110ab | 11,70 1400 | 2819 286c | 7131 220c | 7086
17/03/04 | 123bc | 3524 190c | 3214 | Or73ab | 4783 | 220ef | 694/
28/04/04 | 1202 | 495 | 246bc | 1783 | 283cd | 9484 | 300cd | 6870
08/06/04 | 1462 | 10,00 123a | 1440 | 263bc | 4136 293¢ | 4632
21/00/04 | 1962 | 1185 1,362 | 1871 2,080 | 1231 3100 | 9265

Penigilium | 04/02/04 | 1200 | 12,71 000a | 000 000a | 000 000a | 000
17/03/04 | 1300 | 3714 000a | 000 000a | 000 000a | 000
28/04/04 | 0970 | 398 000a | 000 000a | 000 000a | 000
08/06/04 | 0B3bc | 432 | 023 @ 272 000a | 000 000a | 000
21/07/04 | 000a | 000 000a | 000 | 010ab | 265 | 010ab | 294

Trichoderma | 04/02/04 | 000ns | 000 | 000ns | 000 | 00Ons | 000 | 0OO00ns | 000
17/03/04 | 000ns | 000 | 00Ons | 000 | 000ns | 000 | 000ns | 000
28/04/04 | 0002 | 000 000a | 000 066d | 1290 | 0056cd | 1298
08/06/04 | 016ab | 114 000a | 000 046b | 733 | 026ab | 421
21/07/04 | 000ns | 000 | 00Ons | 000 | 00Ons | 000 | 00Ons | 000

Total 04/02/04 9,40e 100 496¢ 100 401¢ 100 2,900 100
17/03/04 |  3,50cd 100 4 66d 100 1,53a 100 | 316cd 100
28/04/04 | 24,26d 100 13,83c 100 5,16ah 100 4,36a 100
08/06/04 | 14,66¢ 100 | 8h6ah 100 6,36a 100 6,33a 100
21/07/04 |  16,60e 100 6,93c 100 3,76h 100 3,400 100
* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-

cativas (p<0,00). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0.5). BM: Bromuro de metio, CL: Cloropicrina, Trich sem: Trichodsrma
semillero, Trich+FERT: Trichadermar+FERTILIZER, Trich suelo: Trichoderma aplicada al suelo, OP: Oxido de Propileno.
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Tahla 4.B.1. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo
del invernadero B y porcentaje respecto del total a lo largo de la campaiia 2003/2004,
expresada en 10°U.F.C.-g" de suelo seco* (continuaciin)

Género/ Fecha TRICH 0 TRICH 0 TELONE | 0
Especie | Muestreo | +FERT n SUELO " C-35 % | OP 600 "

Aspergillus | 04/02/04 | 180c | 3276 | 025ab | 1186 030a | 30,00 200d | 4183
17/03/04 | 1000 | 31,38 023 | 769 | 083ab | 3731 116b | 6364
28/04/04 | 086a | 2826 0762 | 1966 9560 | 8723 1202 | 3130
06/06/04 | 2202 | 2895 193 | 2601 253 | 3004 0,18b | 05,36
21/07/04 | 000a | 000 | 030ab | 1475 246c | 3289 260c | 2680

F solani 04/02/04 | 000a | 000 000a | 000 0.10a | 10,00 02ba | 435
17/03/04 | 016ab | 526 000a | 000 000a | 000 000a | 000
28/04/04 | 0002 | 000 000a | 000 0132 | 122 000a | 000
08/06/04 | 163abc | 2149 | 1.73cd | 2332 | 1.76bc | 2085 0a3a | a7l
21/07/04 | 0102 | 313 000a | 000 1700 | 2267 385c | 4072

Rhizopus 04/02/04 | 386d | 666/ 4050 | 8804 060a | 6000 2000 | 4183
17/03/04 | 2,00de | 6316 280f | 9231 | 140cd | 6269 066a | 3636
28/04/04 | 213b | 69,5/ 306d | 7863 126a | 1100 | 233bc | 6087
08/06/04 | 2,73bc | 3596 | 28B6bc | 338/ 1302 | 1042 2300 | 2464
21/07/04 | 310b | 96,88 1,732 | 8525 1738 | 2311 2100 | 2184

Penicifium | 04/02/04 | 003a | 03/ 000a | 000 000a | 000 000a | 000
17/03/04 000 | 000 000a | 000 000a | 000 000a | 000
28/04/04 | 0002 = 000 000a | 000 000a | 000 030a | 000
08/06/04 | 0002 | 000 | 013ab | 179 107d | 2095 | 133cd | 1429
21/01/04 | 000a | 0,00 000a | 000 160c | 21,33 045b | 4564

Trichoderma | 04/02/04 | 0,00ns 0,00 0,00ns 000 0,00ns 000 0,00ns 000
17/03/04 | 0,00ns 000 0,00ns 000 0,00ns 000 0,00ns 000
28/04/04 | 0,06ab 217 | 006ab 1,1 0,00a 000 | 030bc 183
08/06/04 103 | 1360 096c | 13,00 106c | 12,65 0,00a 0,00
21/07/04 | 0,00ns 000 0,00ns 0,00 0,00ns 0,00 0,00ns 000

Total 04/02/04 5,80d 100 | 4,60cd 100 1,00 100 5,754 100
17/03/04 | 3,16¢d 100 3,03hc 100 2,23ab 100 1,83a 100
28/04/04 3,06a 100 3,902 100 10,96h 100 3,83a 100
08/06/04 |  760ah 100 T43ah 100 843ah 100 9,330 100
21/07/04 3,200 100 2,03a 100 7,50cd 100 9,70d 100
* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-

cativas (p<005). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo, CL: Cloropicrina, Trich sem: Trihoderma
semillero, Trich+FERT: Trichoderma+FERTILIZER, Trich suelo: Trichoderma aplicada al suelo, OP: Oxido de Propileno.

Microbiota fusarica

Los resultados se invierten cuando nos fijamos en la poblacién fusérica ais-
lada, y es que las parcelas donde las plantas fueron estimuladas con diversas
modificaciones a la aplicacién de Trichoderma, |a poblacién fusarica crecié con-
siderablemente (Tabla 4.B.2.). Por el contrario, en las parcelas que habian sido
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desinfectadas mediante métodos quimicos, los Fusaria fueron controlados (Gra-
fico B.1.). Misma puntualizacién que se hiciera para el invernadero P.

Como se aprecia claramente en el Grafico B.1,, todos los tratamientos siguie-
ron los mismos aumentos y descensos en la poblacién fusarica medida a lo largo
de los muestreos efectuados durante el ciclo de cultivo. Una vez mas, tanto la
combinacién 1,3-Dic+pic como el bromuro de metilo lograron controlar la micro-
biota fusarica diferenciandose significativamente del resto de tratamientos ensa-
yados.

Tabla 4.B.2. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas y porcentaje
de cada una respecto del total en el suelo del invernadero B a lo largo de la campaiia
2003/2004, expresada en U.F.C..g" de suelo seco™

: Fecha TRICH TRICH+
EEFEHE Muestreo B % oL % sem % SPA %
F. oxysporum | 04/02/04 000a 000 0,00a | 000 231060 214 000a] 000
17/03/04 000a 000 000a| 000 | 906339 2418 000a] 000
28/04/04 000a 000 0,00a | 000 479080 2944 4577a| 036
08/06/04 1M12a| 430 0,00a | 000 1162,870) 1998 000a] 000
21/07/04 5146a| 785 10899a | 056 675366 22,38 934a| 009

F. solani 04/02/04 | 470808abc | 100 | 94874a | 100 |10806,/0cde 9770 | 21639.25e 99,18
17/03/04 | 337759 | 90,34 | 14550300 | 9988 | 2838169 75,72 | 3088162, 100
28/04/04 | 128333ab | 98,18 95125 | 100 | 111329ab 6842 | 1263073d| 9949
08/06/04 | 3r1r31bc | 91,70 | 807100cd | 100 | 463/20bc) 8002 |1128626cd| 100
2/01/04 | 5972922 91,13 | 1941934c | 9944 | 2341783cd 7762 | 20163,31bc| 99,96

F. roseum 04/02/04 000a 000 000a | 000 1683ab 015 46930 022
17/03/04 | 361260 | 9866 1776ab | 012 36480 010 000a| 000
28/04/04 | 1582ns| 122 000ns | 0,00 3482ns 214 1956ns| 015
06/06/04 | 162,060 | 401 000a | 000 0004 000 000a 000
21/07/04 | 6700ab | 1,02 000a | 000 0004 000 000a 000

Total 04/02/04 | 4708,08abc = 000 | 948742 | 000 1106060cde 2,14 | 21686,18¢ 0,00
17/03/04 | 3738862 000 | 14568,06b =~ 000 | 3748157c 2418 | 3088162c 000
28/04/04 | 129975ab | 000 | 957252 000 | 162720ab 2944 | 12636081 036
08/06/04 | 40533%c | 430 | 8571,00cd 000 | 5820,12bc 19,38 | 11236,26cd 0,00
21/07/04 | 639454a 785 | 1952833c = 0036 | 30171,30d 2238 | 2017265¢ 0,05

; Fecha TRICH TRICH

ESPECe | pvesweo | +FERT | "0 | suplo | % | TELONE | % | OPGO0 | %
F. oxysporum | 04/02/04 | 0,00a 0,00 0,00a 000 | 2352a 194 0,00a 0,00
17/03/04 0,00a 000 | 40485a 012 0,00a 0,00 51,282 039
28/04/04 1 21,05a 037 | 5221a 0,55 0,00a 0,00 0,00a 0,00
08/06/04 0,00a 000 | 40,36a 028 19372 045 65.9% 518
21/07/04 | b452a 019 | 4273 023 0,00a 0,00 18,87a 057
* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-

cativas (p<005). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo, CL: Cloropicrina, Trich sem: Trichoderma
semillero, Trich+FERT: Trichoderma+FERTILIZER, Trich suelo: Trichoderma aplicada al suelo, OP: Oxido de Propileno.
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Tahla 4.B.2. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas y porcentaje
de cada una respecto del total en el suelo del invernadero B a lo largo de la campania
2003/2004, expresada en U.F.C..g" de suelo seco™ (continuaciin)

; Fecha TRICH 0 TRICH 0 0 0
Especie Musstreo | +FERT 04 SUELD % | TELONE % | OP 600 0%
F. solani 04/02/04 | 7625,87abc | 99,73 |1462354de | 100 | 118835ab| 9806 | 757734bed| 100
17/03/04 | 10132800 100 | 3493558c | 9978 | 316483 100 | 1299083h| 9884

28/04/04 | 573b,10bc | 9963 | 949916cd | 9931 45331a) 100 |1382284cd| 100

08/06/04 | 911160cd | 100 | 1413798d | 9957 | 430386ab| 9955 | 117711a] 9238

21/07/04 | 28675,73d | 9981 |1873808bc | 9929 | 891409a| 9719 | 1374296b 9943

F. roseum 04/02/04 | 2028ab | 027 000a | 000 000a| 000 000al 000
17/03/04 000a| 000 | 3802b| 01 000a, 000 | 101298 077

28/04/04 000ns| 000 | 138bns| 014 000ns| 000 000ns| 0,00

08/06/04 000a| 000 20042 014 000a; 000 3113 244

1/07/04 000a| 000 | 9033bc| 048 267800 | 281 000a| 000

Total 04/02/04 | 764590ahc | 0,00 |14623,54de = 0,00 | 121247ab| 1,94 | 757794hcd| 0,00
17/03/04 | 10132800 | 000 | 3501409 | 012 | 316483a| 000 | 1314341h| 039

28/04/04 | 5756,15bc | 037 | 9565,23cd | 055 | 45331a| 000 | 1382284cd| 0,00

08/06/04 | 9111,50cd | 000 | 14198380 | 028 | 432324ab 045 | 1274242 518

2/01/04 | 28730.26d 019 | 18871,15¢ | 023 | 917190ab| 000 |13821,84bc| 057

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo, CL: Cloropicrina, Trich sem: Trihoderma
semillero, Trich+FERT: Trichoderma+FERTILIZER, Trich suelo: Trichoderma aplicada al suelo, OP: Oxido de Propileno.

Graficos B.1. y B.2. Variacion del total de especies de Fusarium spp. aisladas en el invernadero B
a lo largo de la campaiia 2003/2004, expresado en U.F.C..g" de suelo seco
y del total de microbiota fiingica, expresado en 10°*U.F.C..g" de suelo seco
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Variacion del total de especies de Fusarium spp. aisladas en el invernadero B
a lo largo de la campaiia 2003/2004, expresado en U.F.C..g" de suelo seco
y del total de microbiota fiingica, expresado en 10°*U.F.C..g" de suelo seco
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Cloropicricina 30 g/m? PE Trichoderma semillero == Trichoderma + SPA Trichoderma + FERTILIZER
Trichoderma suelo Telone C-35 50 g/m? PE 0P600IhaPE == BM

2) Efecto de diferentes tratamientos del suelo sobre el desarrollo
vegetativo de las plantas y la produccion

Campana 2003/2004

Los resultados obtenidos en el invernadero B, corroboran lo que que ya se ha
estado afirmando con anterioridad en relacién al desarrollo vegetativo de las
plantas: que ni Telone C-35 ni la cloropicrina se diferenciaron significativamente
del bromuro de metilo. A su vez, todos estos tratamientos tuvieron plantas signi-
ficativamente més altas que las que estaban sobre suelo desinfectado con 6xido
de propileno. Pero todos los tratamientos se diferenciaron significativamente de
aquéllas plantas que habian sido estimuladas con Trichoderma, independiente-
mente de la forma de aplicacién. Ademas, éstas ultimas fueron las que soporta-
ron los mayores niveles de poblacién fusérica en el suelo (como se recordara de
el Gréfico B.1)).

Tal y como se muestra en el Grafico B.4.,, cuando se dan patégenos de suelo,
como es el caso del invernadero B, infestado por Phytophthora capsiciy Meloi-
dogyne incognita, la aplicacién de Trichoderma a las plantas no influyé en abso-
luto en alcanzar una produccién (apenas 6 kg'm?) ni siquiera similar a los demés
desinfectantes empleados. Ni en cuanto a la precocidad de la produccién ni en
cuanto a la produccién acumulada.
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Grafico B.3. Variacion de la altura de las plantas en el invernadero B. Campaiia 2003/2004.
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Grafico B.4. Produccion comercial media acumulada en el invernadero B. Campaiia 2003/2004.
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Grafico B.5. Produccion media por categorias comerciales en el invernadero B. Campaiia 2003/2004.
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En cuanto a las categorias comerciales de los frutos recolectados, no hubo
diferencias entre el Telone C-35 y el éxido de propileno con el bromuro de me-
tilo. Tampoco entre el 6xido de propileno y la cloropicrina. Sin embargo, todos per-
mitieron obtener producciones superiores a las alcanzadas por las plantas esti-
muladas por Trichoderma (Gréfico B.5.).

De nuevo, a la vista de los resultados mostrados, el tnico elemento comun
que tuvieron las parcelas cuyas plantas fueron estimuladas con Trichoderma fue-
ron las enormes densidades fusdricas de los suelos, superiores en todos los
casos y muestreos a las 10.000 U.FC.g" de suelo (mucho mayores a todos los
resultados mostrados).

INVERNADERO O

1) Efecto del cultivo sobre la microbiota fiingica no patégena aislada en la
zona colonizada por las raices en suelos con diferentes tratamientos

Campana 2003/2004
Microbiota total

Las mayores densidades de hongos aisladas en cualquiera de los tratamien-
tos, pertenecieron al género Aspergillus spp. con proporciones en todos los
casos, superiores al 60%, y en su mayoria entorno al 80%, seguido en importan-
cia por la especie F. solaniy Rhizopus spp.. Anecdética fue la presencia de Pe-
nicillium spp., y lo més curioso; Trichoderma spp. practicamente sélo se aisl6 de
las muestras de suelo a cuyas plantulas el hongo se habia aplicado en el tras-
plante, pero en proporciones siempre inferiores al 10% frente al resto de géne-
ros aislados, excepto en el muestreo correspondiente al mes de mayo con 20%x=
(Tabla 4.0.1)).

Las parcelas de este invernadero en las que se aplicé Trichoderma spp. en el
momento del trasplante mediante el riego, fueron las que menor densidad de po-
blaciones fungicas soportaron en todos los muestreos realizados a lo largo del cul-
tivo respecto de las otras dos variantes estudiadas, con la excepcién del propio gé-
nero Trichoderma spp.. No hubo diferencias significativas entre las parcelas testigo
y las que soportaron plantas con aportacion de Trichoderma spp. en el semillero.

Generalizando, podemos afirmar que no existieron diferencias significativas
entre las parcelas no tratadas con ningun producto y las que tuvieron un aporte
de Trichoderma en su sistema radicular ya fuera en el semillero, ya en el trasplan-
te, en cuanto al nimero total de hongos aislados, a excepcién del dltimo mues-
treo al final del cultivo (Gréafico 0.2.).
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Tahla 4.0.1. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero 0 y porcentaje respecto del total a lo largo de la campana 2003/2004,
expresada en 10*U.F.C..g" de suelo seco*

o I\"Fecha Testigo % Tr/chqderma % Trichoderma %
uestreo semillero trasplante
Aspergillus | 14/01/04 19,96b 82,09 19,833 13,76 14.03a 412
25/02/04 | 14,63ab 82,67 1796b 86,94 14.36a 82,25
07/04/04 19,21h 88,93 9.53a 66,98 950a 7161
19/05/04 10,86b 19,1 780a 69,73 10,53ab 69,00
01/07/04 19,36b 80,38 14.83b 8541 8,13a 60,59
11/08/04 33,93b 9941 13,632 9233 11,73a 9263
F. solani 14/01/04 3,30ab 13,56 4500 2096 2332 1232
25/02/04 1,900 10,73 1,40ab 6,77 080a 458
07/04/04 1,33a A 3,76b 2646 2132 16,0
19/05/04 1,76ns 1296 1.90ns 16,01 1,00ns 983
01/07/04 2,66b 14,04 1,532 883 3,06b 26,58
11/08/04 0,08ns 020 0,36ns 248 0.33ns 263
Rhizopus 14/01/04 1,06ns 438 090ns 419 1,06ns 563
25/02/04 1,03ns 5,84 1,20ns 5,81 0.66ns 3,82
07/04/04 0,36ns 214 0,53ns 3.9 046ns 3,02
19/05/04 1,002 133 1,86b 19,73 070a 459
01/07/04 093ns 491 0,76ns 44 1,00ns 144
11/08/04 010a 029 0,73 497 043ab 342
Penicillium 14/01/04 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns -
25/02/04 013ns 075 0,10ns 048 013ns 076
07/04/04 020b 1 0160 1 0,00a -
19/05/04 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns -
01/07/04 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns -
11/08/04 0,03ns 010 0,03ns 023 0,06ns 0563
Trichoderma | 14/01/04 0,00a - 0.23a 109 1,000 192
25/02/04 0,00a - 0,00a - 1,50b 859
07/04/04 0,00a - 023a 1,64 1,16b 8,79
19/05/04 000a - 030a 253 2.53b 16,29
01/07/04 003a 018 023a 1,34 0,73 546
11/08/04 0,00a - 0,00a - 0,10b 079
Total 14/01/04 | 2433 b 100 21,46ah 100 18,93a 100
25/02/04 1770a 100 20,66h 100 1746a 100
07/04/04 17160 100 14,23ah 100 13,26a 100
19/05/04 | 13,63ns 100 11,86ns 100 15,26ns 100
01/07/04 19,000 100 1736ah 100 1343a 100
11/08/04 34,13 100 14,763 100 12,662 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos de cada fecha indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 85% con datos transformados mediante /(x+0,5).

Particularizando en cuanto a las especies de hongos contabilizadas, Aspergi-
llus spp. fue significativamente mayor en las parcelas que actuaron de testigo
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frente al resto, pero no ocurrié asi con los demés hongos entre los que no hubo
diferencias significativas.

En cuanto al género Trichoderma, éste se detectd mayoritariamente en las
parcelas cuyas plantulas fueron tratadas en el trasplante.

Cabe sefialar que aunque son numerosos los estudios llevados a cabo
con el género Trichoderma spp. como agente de biocontrol, son muy escasos
los realizados en condiciones de campo. Aln asi, algunos autores como Az-
PILICUETA et al. (2002) sefialan su éxito para el control de enfermedades en el
cultivo de fresa mediante filtrados proteicos del hongo. En su caso, las apli-
caciones se efectuaron antes de la plantacién sumergiendo las plantulas en
las soluciones, y durante el cultivo, realizando pulverizaciones foliares quince-
nales.

Tal y como aseguran AzPILICUETA et al. (2002), los tratamientos con los filtra-
dos proteicos de Trichoderma spp. fueron significativamente superiores en nu-
mero y peso de los frutos de calibre comercial frente al testigo, pero los trabajos
realizados no permiten confirmar el efecto de control de patégenos. Prueba de
ello es que, en ensayos realizados en cultivos como el aguacate para el control
de Phytophthora cinamomi con productos de biocontrol como Bacillus subtilis,
Pseudomonas cepaciay Trichoderma harzianum, ninguno ha sido capaz de con-
trolar la enfermedad en campo mientras que si redujeron significativamente el
crecimiento de P. cinamomi en condiciones in vitro en enfrentamientos en placa
(GoNZALEZ et al, 2002).

Microbiota fusarica

Curiosamente, en el primer muestreo realizado en el invernadero, las par-
celas donde no se afadié ninglin formulado fueron las que mostraron meno-
res poblaciones de Fusarium, contrariamente a lo que sucedio en el resto de
muestreos en donde fueron significativamente mayores en dos de ellos
(Tabla 4.0.2.).

Sélo hubo diferencias significativas entre el testigo y las parcelas donde se
aplicé Trichoderma, bien en el trasplante, bien en el semillero, en el muestreo
efectuado a principios de abril (13 semanas después de la desinfeccién), donde
las poblaciones tuvieron un acusado aumento.

El momento de aplicacién de la Trichoderma, no influyé en la colonizacién del
suelo por parte de los Fusaria a lo largo del cultivo, salvo en el primer muestreo
realizado tras la plantacién donde se detectaron més colonias en las aplicadas en
el momento del trasplante.
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Tahla 4.0.2. \Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas en el suelo
del invernadero 0 y porcentaje de cada una respecto del total a lo largo de la campaiia
2003/2004, expresada en U.F.C..g" de suelo seco®

BET I\"Fecha Testigo % Trichqderma % Trichoderma %
uestreo semillero trasplante

F. oxysporum | 14/01/04 56,77a 127 15,67a 637 12031b 700
26/02/04 81,16a 450 258,68b 11,14 18,233 5,62
07/04/04 | 134,260 1,08 23,962 203 11272 082
19/05/04 41,39 21 166,920 162 29709 1212
01/07/04 | 139,83¢c 458 39,00a 143 85,79 313
11/08/04 9,06ns 030 19,46ns 062 14.30ns 042

F. solani 14/01/04 | 12384a 92,73 1112,36b 93,63 1099,2%¢ 83,00
25/02/04 | 1720,33ns 95,35 2060,30ns 88,78 1313,71ns 9438
07/04/04 | 1226734 9892 1104072 9797 1357433 99,18
19/05/04 | 191684ns 9789 2023 3ns 9238 2153,09ns 8781
01/07/04 | 2909,10ns 90,37 2681,00ns 96,39 221243ns 96,08
11/08/04 | 3008,32ns 99,70 2932,26ns 9948 3365,76ns 99,58

F. roseum 14/01/04 0,00ns 0,00ns 0,00ns
25/02/04 267ns 015 1,79ns 008 0,00ns -
07/04/04 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns -
19/05/04 0,00ns - 0,00ns - 1.93ns 008
01/07/04 1,63ns 005 4 94ns 018 443ns 019
11/08/04 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns -
Total 14/01/04 780,61a 100 1188,04b 100 17119,60c 100

25/02/04 | 1804,76ns 100 2321,38ns 100 1391,94ns 100
07/04/04 | 12391,600 100 1178,53a 100 1368,71a 100
18/05/04 | 1338,23ns 100 2130,30ns 100 2452,13ns 100
01/07/04 | 305047h 100 2725,05ab 100 2302,66a 100
11/08/04 | 3017,38ns 100 294773ns 100 3380,07ns 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al final de cada campafa indican diferencias estadisticamen-
te significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5).

Las mayores densidades del género correspondieron a la especie F. solani
con proporciones situadas siempre por encima del 85% respecto al resto de es-
pecies aisladas sistematicamente en los andlisis.

Como puede apreciarse, la forma de aplicacién de los formulados de Tricho-
derma spp. no influyé en la colonizacién de las poblaciones de Fusarium a lo
largo del cultivo, aunque si que hubo diferencias significativas en el primer mues-
treo realizado en las parcelas cuyas plantas fueron tratadas con Trichoderma spp.
en el momento del trasplante (Grafico O.1.).

La especie de Fusarium spp. habitualmente aislada fue F. solani, con porcen-
tajes de aislamiento superiores al 85% (Tabla 4.0.2. y Gréafico O.1.).
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Graficos 0.1. y 0.2. Variacion del total de especies de Fusarium spp. aisladas en el invernadero 0
a lo largo de la campaiia 2003/2004, expresado en U.F.C..g" de suelo seco y
del total de microbiota fangica, expresado en 10%U.F.C..g" de suelo seco
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2) Efecto de diferentes tratamientos del suelo sobre el desarrollo
vegetativo de las plantas y la produccion

Campana 2003/2004

En el invernadero O, con ausencia de patdégenos de suelo, el desarrollo vege-
tativo de las plantas que fueron estimuladas con Trichoderma spp. en el semille-
ro resulté ser significativamente similar al de las parcelas testigo. Ambas se dife-
renciaron significativamente de las plantas cuya aplicacién de Trichoderma spp.
se realiz6 en el trasplante (Grafico 0.3.).

Los resultados de la producién obtenida revelaron que no hubo diferencias
sgnificativas de los tratamientos ensayados en relacion al testigo, ni en cuanto a
la precocidad en la recoleccién ni en la total (Grafico 0.4.). Tampoco las hubo de
acuerdo a las categorias comerciales (Gréafico 0.5.).
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Grafico 0.3. Variacion de la altura de las plantas en el invernadero 0. Campaiia 2003/2004.
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Grafico 0.4. Produccion comercial media acumulada en el invernadero 0. Campaiia 2003/2004.
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Grafico 0.5.  Produccion media por categorias comerciales en el invernadero 0. Campaiia 2003/2004.
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INVERNADERO Q.

1) Efecto del cultivo sobre la microbiota fungica no patégena aislada en la
zona colonizada por las raices en suelos con diferentes tratamientos

Campaha 2001/2002
Microbiota total

En cuanto a los resultados de los andlisis para conocer la microbiota total, los
suelos que se desinfectaron con metam sodio y que también habian sido solari-
zados, soportaron ligeramente mayor nimero de hongos y mayor diversidad de
géneros a lo largo del cultivo respecto al resto de tratamientos, especialmente
respecto al bromuro de metilo que soporté gran densidad de Aspergillus spp.
(Tabla 4.Q.1. y Grafico Q.2.), aunque ambos tratamientos tuvieron la misma ten-
dencia en cuanto a la densidad fungica soportada en sus suelos.

Las parcelas cuyas plantulas habian sido tratadas en el semillero con Tricho-
derma (Trichoderma 1) posibilitaron una mayor colonizacién de Trichoderma spp.
respecto a las aplicadas en el momento del trasplante (Trichoderma 2), especial-
mente, en el pendltimo muestreo realizado (Tabla 4.Q.1.).

Al final del cultivo, las mayores densidades de Fusarium spp. se dieron en las
parcelas bromuradas, que mostraron diferencias significativas con las parcelas
donde se habia aplicado Trichoderma en polvo a las plantas.

Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo
del invernadero Q y porcentaje respecto del total a lo largo de la camparia 2001/2002,
expresada en 10*U.F.C..g" de suelo seco*

Género/ Fecha BN y SOL+ o | SOL+Tri- | o | SOL+Tri- y
Especie | Muestreo Metam Na choderma 1 choderma 2

Aspergillus | 24/01/02 | 480c | 89,08 0152 | 4286 0280 | 1143 204c | 3916
04/03/02 | 278ns | 9123 | 046ns | 6412 | 120ns | 1136 | 100ns | 1342
04/04/02 |  560b | 4706 211h | 1825 210a | 2360 1402 | 2581
02/06/02 | 483 | 8109 | 170ab | 2642 233b | 3344 0% | 2215
30/06/02 | 968b | /140 | 11200 | 8804 | 2335 | 8721 4782 | 6920
11/00/02 1 18800 | o776 | 1950b | 8016 2,382 | 2960 183 | 2128

F. solani 24/01/02 | 0,00ns - | 003ns 714 | 0,00ns - | 01bns 2,31
04/03/02 0,08a 247 003 | 344 160b | 1513 200c | 2686
04/04/02 | 1.08ab 9,03 0,80a 528 177 1 1985 | 09bab 1761
02/05/02 028a 462 1806 | 270 1,50b | 2053 0.13a 299
30/05/02 1,280 941 038b 11 1,03b 5,10 018a 2,04
11/07/02 458b | 1398 148a 6,06 133 | 15,23 2930 | 3411

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al final de cada campafa indican diferencias estadisticamen-

te significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). Sol: Solarizacion, BM: Bromuro de metilo, Trichoderma 1:
Trichoderma aplicada en el semillero, Trichoderma 2: Trichoderma aplicada en el trasplante.

300



Variacion de la microbiota fingica no patdgena en el suelo durante el ciclo de cultivo

Tabla 4.0.1. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo
del invernadero Q y porcentaje respecto del total a lo largo de la campaia 2001/2002,
expresada en 10*U.F.C..g" de suelo seco* (continuaciin)

Género/ Fecha BN % SOL+ % SOL+Tri- % SOL+Tri- %

Especie | Muestreo Metam Na choderma 1 choderma 2
Rhizopus 24/01/02 026a | 455 010a | 2857 020a | 800 2000 | 3077
04/03/02 017h 548 0Ma | 1527 0,00a - 0,00a -
04/04/02 0.75b 6,30 014b 094 0,00a - 003a 046
02/05/02 0.30a 5,04 0182 264 0,00a - 1080 | 2519

30/05/02 | 1,70b | 12,55 0452 | 3,06 038a | 140 060a = 870
/0702 043 | 131 050b | 226 050b | &7 0.00a -

Trichoderma | 24/01/02 005 091 0,00a - 038a | 15,00 163 | 2500
04/03/02 0,03a 082 008a | 1031 493c | 4657 3200 | 43862
04/04/02 010a 084 043a 280 478c | 8337 298b | 5484
02/05/02 035 5,88 0,00a - 348c | 46,03 2080 | 4910
30/05/02 0082 | 055 003a 020 148h 551 1280 | 1848
11/07/02 1,380 479 0,00a - 430c | 4943 383 | 4461

Peniciflium | 24/01/02 1 030ns | 540 | 008ns | 2143 | 000ns - | 020ns | 308
04/03/02 |  0,00ns - | 00ons | 68/ | 000ns | 1031 | 000ns -
04/04/02 | 438b | 3676 | 11,03 | 7273 00ba | 280 008a & 138
02/06/02 | 0202 | 336 2900 | 4371 0,00a - 0,002 -
30/06/02 1 083 | 6,09 0,00a - 005 | 020 008 | 109
1/00/02 | 140 | 22.73 280b | 11,81 0,00a

Total 24/01/02 5,90¢ 100 042a 100 0,86h 100 6,92d 100
04/03/02 |  3,06h 100 0,73a 100 173d 100 6,25¢ 100
04/04/02 | 1191b 100 15,17c 100 | 867ab 100 5,44a 100
02/05/02 | 5,96ah 100 6,63c 100 1560 100 418a 100
30/05/02 | 13,57h 100 | 1263h 100 | 26,79¢ 100 6,92 100
11/07/02 |  32,56h 100 | 24,33b 100 811a 100 8,09 100
* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al final de cada campafia indican diferencias estadisticamen-

te significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). Sol: Solarizacion, BM: Bromuro de metilo, Trichoderma 1:
Trichoderma aplicada en el semillero, richoderma 2: Trichoderma aplicada en el trasplante.

Microbiota fusarica

Los anélisis de varianza muestran que la poblacién fusérica se vio alterada en
el mismo sentido a lo largo de todo el ciclo de cultivo en todos los tratamientos
realizados.

En el primer muestreo realizado, se aprecia que no existen diferencias signi-
ficativas entre las parcelas donde las plantas fueron estimuladas con Trichoder-
ma 1y el metam sodio y el bromuro de metilo (BM), ni entre el metam sodio y
Trichoderma 2 (Tabla 4.Q.2)).

Como sucediera al analizar la microbiota fungica total, el metam sodio tuvo
un comportamiento sobre las poblaciones fuséricas muy similar al del bromuro de
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metilo. De este Ultimo, cabe destacar la acumulacién observada en el dltimo
muestreo, correspondiendo con el arranque del cultivo (Grafico Q.1.).

Una vez mas, se remarca la proporcién de F. solani (valores siempre entorno
al 100% excepto en las parcelas tratadas con BM y mds concretamente, en el
muestreo realizado a principios de mayo) respecto de las otras dos especies fre-
cuentemente aisladas.

La aplicacién de Trichoderma 1 si influyé en la deteccién de mayores densi-
dades de Fusarium respecto al resto de tratamientos, presentando diferencias
significativas incluso respecto a Trichoderma 2 en practicamente todos los
muestreos realizados.

Tabla 4.0.2. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas en el suelo
del invernadero Q y porcentaje de cada una respecto del total a lo largo de la campania
2001/2002, expresada en U.F.C.-g" de suelo seco®

Género/ Fecha BN % SOL+ % SOL+Tri- % SOL+Tri- %

Especie | Muestreo Metam Na choderma 1 choderma 2
F. oxysporum | 25/01/02 | 0,00ns - | 000ns - 000ns - | 000ns 0,00
04/03/02 | 063ns | 215 | 0,00ns - | 166ns | 066 303ns 2,56
04/04/02 | 000a 0,00a - 1500 | 129 0,00 0,00

02/06/02 | 824b 116 0,00a - 000a | 000 1.76ab 161
30/05/02 | 17ns | 102 | 183ns | 103 | 63%ns | 116 | 876ns | 283
/00021 2145b | 168 | 920ab = 21 231a | 036 39 | 085

F. solani 25/01/02 | 0,00a - | 1.80ab 100 0,00a - 4.28b 100
04/03/02 | 2584a | 8798 | 4687a | 9843 | 25037c | 9866 | 113320 | 9578
04/04/02 1 9182 | 8126 | 3196b 100 | 11360c | 9773 | 21,32ab | 9820
02/05/02 | 5224b | 45,38 133 100 | 93100 | 9820 | 106180 = 9121
30/00/02 | 149022 | 8332 | 18372ab | 9796 | ©53351b | 9840 | 29092 | 9366
11/07/02 (122234 | 9596 | 32751a | 9660 | 66224a | 9964 | 462522 | 9915

F. roseum 25/01/02 | 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns - 0,00ns 000
04/03/02 | 2,90ns 987 0,75ns 157 1,69ns 067 | 199ns 168
04/04/02 | 134ns | 12,74 | 000ns - 1,13ns 097 | 03%s 1,80

02/05/02 | 54630 | 4746 0,00a - 1682 | 178 1,29 118
30/05/02 | 1616ns | 985 | 18Tns | 102 | 236ns | 043 | 108Tns | 3,01
11/00/02 1 30016 | 236 233 | 089 0,00a - 000a | 000

Total 25/01/02 0,00 100 | 1,80ah 100 0,00 100 4,28 100
04/03/02 | 2937a 100 4162a 100 | 253,76c 100 | 11832h 100
04/04/02 | 10,52a 100 | 31,96h 100 | 116,23¢ 100 | 21,71ab 100
02/05/02 | 115,12h 100 1352 100 | 94,850 100 | 109,24h 100
30/05/02 | 16740a 100 | 18757ah 100 | 54823c 100 | 310,62b 100
11/07/02 | 1273,81b 100 | 339,04a 100 | 664,62a 100 | 466,502 100
* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al final de cada campafa indican diferencias estadisticamen-

te significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). Sol: Solarizacicn, BM: Bromuro de metilo, Trichaderma 1:
Trichoderma aplicada en el semillero, Trichoderma 2: Trichoderma aplicada en el trasplante.
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Graficos 0.1. v 0.2. Variacion del total de especies de Fusarium spp. aisladas en el invernadero Q
a lo largo de la campaiia 2001/2002, expresado en U.F.C.-g" de suelo seco y
del total de microbiota fangica, expresado en 10%U.F.C..g" de suelo seco
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En el dltimo muestreo llevado a cabo, las parcelas que se habian desinfecta-
do con bromuro de metilo fueron las que soportaron las mayores densidades de
Fusarium, diferenciandose significativamente del resto de parcelas tratadas.

INVERNADERO Q’

1) Efecto del cultivo sobre la microbiota fingica no patégena aislada en la
zona colonizada por las raices en suelos con diferentes tratamientos

Campana 2002/2003

Microbiota total

El comportamiento de tratamientos como el del metam sodio, ya fuese aplicado en
frio 0 no, el del pasto del Sudan o la aplicacién de Trichoderma spp. fue muy similar.
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El Pasto del Sudéan (Sorghum sudanense (Piper) Stapf cv. Piper) también fue
empleado por BEJARANO-ALCAZAR (2004) para el control de Verticillium dahliae
en sustratos de uso frecuente en viveros de olivo en la fase de crianza de los
plantones.

Donde mayor nimero de colonias de hongos se aislaron fue en las parcelas bro-
muradas (Tabla 4.Q.2. y Grafico Q'2). Las parcelas cuyos suelos fueron enmen-
dados con restos de cafia de azicar (biosugar) tuvieron mayores proporciones de
Aspergillus spp. y de F. solani que del resto de géneros aislados y lo mismo ocu-
rrié en los demas tratamientos. Trichoderma spp. sélo se aisl6 practicamente en
las parcelas que habian sido tratadas con dicho hongo con apariciones anecdé-
ticas en muestras provenientes del resto de parcelas.

Microbiota fusarica

Contrariamente a lo que cabria esperar al hacer la desinfeccién, se detec-
taron grandes densidades de hongos en todos los tratamientos pero, especial-
mente, con el bromuro de metilo (Tabla 4.Q'2.). En los muestreos posteriores,
las densidades fueron disminuyendo progresivamente aunque se mantuvieron
altas. Al comparar la influencia en la aplicaciéon del metam sodio en frio o no,
se observa que de aquélla forma se aislaron mas colonias de Fusarium que sin
él. Sin embargo, sucedié lo contrario en lo referente a la microbiota total (Gra-
fico Q.2)).

En el dltimo muestreo efectuado, no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos. F. solani fue nuevamente la mayor especie aislada del gé-
nero.

Las enmiendas orgdnicas aportadas no tuvieron practicamente ninguna
influencia sobre las poblaciones fusaricas, no diferenciandose tampoco sig-
nificativamente de las parcelas donde se aplicaron formulados de Trichoder-
ma spp.

De acuerdo con BEN-YEPHET y FRANK (1989), el metam sodio controla Verti-
cillium dahliae y Fusarium oxysporum (KrRITzMAN y BEN-YEPHET, 1989) asi como
otros patégenos de suelo. Asimismo, esta relacionado con la textura del suelo,
pues admite concentraciones mas diluidas en suelos de textura més arenosa.
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Tabla 4.0.1. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero Q' y porcentaje de cada uno respecto del total a lo largo de la campaiia
2002/2003, expresada en 10°U.F.C..g" de suelo seco™

Género/ Fecha g Pasto del
Especie | Muestreo - g Biosugar i Sudan L
Aspergillus | 13/01/03 10.05¢ 3526 455b 3192 1.80a 181
26/02/03 1,95ab 1 1,70a 2519 3,08b 24.90
09/04/03 2040c 46,74 9,80b 48,88 2,302 2156
21/06/03 1,50ab 1519 2,60b 2345 1,05ab 9,59
02/07/03 | 30,35d 8784 22.35¢ 75,00 6,50b 63,73
30/07/03 3,60ab 1967 19ba 3186 19,60d 8025
F. solani 13/01/03 14.45d 50,70 710bc 5917 2090d 90,67
26/02/03 460b 2621 4.95b 13,33 790c 64.49
09/04/03 20,808 4765 8,60d 42,89 780cd 71,06
21/06/03 5,70b 60,00 646b 5708 9,60b 86,76
02/07/03 245b 709 455¢ 1487 1,20a 11,76
30/07/03 10,15¢ b546 2.0ba 4951 4.20b 1728
Rhizopus 13/01/03 3,80b 1351 0.3a 292 0.35a 152
26/02/03 10,600 59,83 0,10a 148 045a 367
09/04/03 1,80b 412 1,00b 0,24 0.30a 32
21/06/03 1,80b 1895 1,690 14,60 040ab 3,60
02/07/03 1,69b 4718 0,60a 196 030a 294
30/07/03 3,00¢ 16,67 040a Al 045a 1,85
Penicillium 13/01/03 0,15ns 053 0,00ns - 0,00ns -
26/02/03 040ab 28 0,00a - 0,70b 511
09/04/03 040ab 092 0,60b 299 040ab 367
21/06/03 0,500 526 0,50b 487 0,00 0,00
02/07/03 0,05a 014 200c 6.54 1,250¢ 12,25
30/07/03 1400 A 015a 291 0,10a 041
Trichoderma | 13/01/03 0,00a - 0,00a - 0,00a -
26/02/03 010a 057 0,00a - 0,152 122
09/04/03 02ba 057 0,00a - 0,00a -
21/05/03 0,00a - 0,00a - 0,00a -
02/07/03 005a 014 0,50ab 163 095b 931
30/07/03 0,10a 0,55 0,10a 194 005a 021
Total 13/01/03 28,50 100 12,00ab 100 23,05¢ 100
26/02/03 17,55d 100 6,75h 100 12,25¢ 100
09/04/03 43,65¢ 100 20,05h 100 10,90a 100
21/05/03 9,50ah 100 11,300 100 10,950 100
02/07/03 34,55¢ 100 30,60¢ 100 10,202 100
30/07/03 18,30c 100 5,19a 100 24,30d 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al final de cada campafia indican diferencias estadisticamen-
te significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0.5). BM: Bromuro de metilo.
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Tabla 4.0".1. Variacion de la densidad de los distintos géneros de hongos aislados en el suelo del
invernadero Q' y porcentaje de cada uno respecto del total a lo largo de la campaiia
2002/2003, expresada en 10°U.F.C..g" de suelo seco™ (continuaciin)

[éenert_;/ Fecha | \otam Na % Trichoderma % Metam Na %
specie | Muestreo frio
Aspergillus | 13/01/03 1,30a 1N 0.7ba 1361 0953 52,18
26/02/03 2,30ab 2521 215ab 2529 1,75a 5645
09/04/03 2,00a 3960 1,80a 21,82 1,10a 15,71
21/05/03 780c 52,35 040a 630 2.80b 1349
02/07/03 173bc 84,84 095a 1218 2,05ab 19,16
30/07/03 8.80c 46,56 490bc 2183 6,35bc 1122
F. solani 13/01/03 1040c 88,89 425b 76,58 0,753 Ay
26/02/03 5.45b 5989 2,753 3235 1,20a 3871
09/04/03 2,502 4950 5,15b 62,42 5,90bc 7929
21/05/03 5,20b 35,23 1,0ba 26,12 16,60c 80,00
02/07/03 2,25ab 11,00 3,10bc 39,74 6,80d 64,02
30/07/03 8.30c 4392 10,30c b8/ 1253 1389
Rhizopus 13/01/03 0,00a - 0253 450 005a 218
26/02/03 090a 989 03ba 412 015a 484
09/04/03 0.35ab 693 010a 121 0,00a -
21/05/03 0.80a 537 040a 690 095ab 458
02/07/03 050a 244 065a 833 065a 6,07
30/07/03 050a 2,65 2,08b 11,62 025a 2,18
Penicillium 13/01/03 0,00ns - 0,00ns - 0,05ns 218
26/02/03 0.35ab 385 0,00a - 0,00a -
09/04/03 0,20ab 396 0.0ba 061 010a 143
21/05/03 1,00b 1705 0,00a - 0,00a -
02/07/03 0.35ab 1.1 0,00a - 1,15bc 10,75
30/07/03 1,280 6,61 040a 225 0,00a -
Trichoderma | 13/01/03 0,00a - 030b b4 0,00a -
26/02/03 0.10a 1,10 3.2bb 3824 0,00a -
09/04/03 0,00a - 1190 13,94 025a 307
21/05/03 0,00a - 3/45b 5948 040a 193
02/07/03 0,00a - 3,10c 39,74 0,00a -
30/07/03 005a 026 0153 084 0,68b 6,11
Total 13/01/03 11,70¢ 100 5,95h 100 1,80a 100
26/02/03 9,10 100 8,50h 100 3,10a 100
09/04/03 5,053 100 8,20a 100 7,00a 100
21/05/03 |  14,906c 100 5,80a 100 20,750 100
02/07/03 20,45h 100 180a 100 10,70a 100
30/07/03 18,90c 100 1780c 100 9,000 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al final de cada campafia indican diferencias estadisticamen-
te significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo.
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Tabla 4.0.2. Variacidn de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas en el suelo
del invernadero Q' y porcentaje de cada una respecto del total a lo largo de la campafia 2002/2003,
expresada en U.F.C..g" de suelo seco™

Género/ Fecha g Pasto

Especie | Muestreo - g Biosugar i Sudan L

F. oxysporum | 13/01/03 |  941,28b 9,08 180,14a 266 92,02a 119
26/02/03 4.86a 030 5391b 169 5,86a 0,66
09/04/03 |  28.25a 152 139,320 391 25,263 226
21/06/03 26.76a 1,16 1797a 220 46,22a 8,57
02/07/03 0,00a 0,00a 101,55b 39,34

30/07/03 | 21,000 1.2 1412 009 193¢ 420

F. solani 13/01/03 | 8856,41d 9015  |6595,88cd 9734 | 7119,33cd 9189
26/02/03 | 15/0,33b 9758 3219,07c 8881 80187a 89,68
09/04/03 | 1664.40c 89.75 3112,38d 8133 989,500 86,06
21/06/03 | 2150,38ab 9295 689,162 8446 418,83a 1167

02/07/03 | 256,33b 100 21796b 100 05,06a N33
30/07/03 | 1606.11ns 9745 1097.72ns 9382 | 1569,09ns 91,60
F. roseum 13/01/03 | 26.27ab 0.2 0,00a 036,23¢ 6,92

26/02/03 | 3408a 212 345,08¢ 943 86.3% 9,66
09/04/03 | 16191c 8,73 31241d 8,11 102,60bc 918

21/06/03 | 136,25a 5,89 10884a 13,34 14,162 13,75
02/01/03 0,00a - 0,00a - 101,55b 39,34
30/07/63 | 21,00b 1.2 141a 009 193¢ 420
Total 13/01/03 | 982397c 100 | 6776,02hc 100 1748,13bc 100

26/02/03 | 1609,88n 100 3624,56¢ 100 894,13ah 100
09/04/03 | 1854,57¢c 100 3564,33d 100 1117430 100
21/05/03 | 2313,41ah 100 81592a 100 539,23a 100
02/07/03 | 256,53a 100 21156a 100 258,17a 100
30/07/03 | 1648,13ns 100 | 1600,54ns 100 1712,96ns 100
Género/ Fecha Metam Na %
Especie | Muestreo frio
F. oxysporum | 13/01/03 | 121,02a 480 364694c 4904 708,65ab 1249
26/02/03 4.28a 036 29,27ab 338 31,64ab 183
09/04/03 | 239,34b 5.9 12,10a 11,07 16.20a 182
21/05/03 | 14464a 9,00 145.72a 13,89 1211,73b 1394
02/07/03 | 118,18b 3193 81.82b 2019 96,03b 1119
30/07/03 | 1707ab 140 3,06a 018 0,79 004
F. solani 13/01/03 | 2399,90a 9520 | 364634ab 4904 4746 41bc 83,65
26/02/03 | 1109,24ab 9349 821,24ab 9475 1472,53ab 85,06
09/04/03 | 3558,89d 83,06 912a 88,93 834,09 93,67
21/06/03 | 131743ab 82,00 75738a 1 6579,98b 1212
02/07/03 | 133,76ab 3614 241,59 59,62 669.30c 1761
30/07/03 | 1184,96ns 9720 201789ns 99,65 1771,83ns 9991

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al final de cada campafia indican diferencias estadisticamen-
te significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+0,5). BM: Bromuro de metilo.

Metam Na % Trichoderma %
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Tabla 4.0.2. Variacion de la densidad de las distintas especies de Fusarium spp. aisladas en el suelo
del invernadero Q' y porcentaje de cada una respecto del total a lo largo de la campaiia 2002/2003,
expresada en UF.C.g™ de suelo seco™ (continuacion)

Género/ Fecha

Metam Na %
Especie | Muestreo

Metam Na % Trichoderma % frio

F. roseum 13/01/03 0,00a - 143,08bc 1,92 218.97c 3.86
26/02/03 | 72.92ab 6,13 16,252 187 22108bc 13,12
09/04/03 |  486,67d 11,36 0.00a - 40, 13ab 451
21/00/03 | 14464a 9,00 143,122 13,89 120113 1394
02/07/03 | 118.18b 31,93 1,820 2019 96,03 119
30/07/03 1707ab 140 3,962 0,18 0,79 0,04

Total 13/01/03 |  252093a 100 | 7436,97bc 100 5674,04h 100
26/02/03 | 1186,45ah 100 866, 76a 100 1731.26b 100
09/04/03 | 428491d 100 10938a 100 890.45b 100
91/05/03 | 1606.71ab 100 | 104883a 100 9123.46b 100
02/07/03 | 370.12a 100 405242 862:38b
30/07/03 | 1219.12ns 100 | 2025,01ns 100 | 177342ns 100

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos al final de cada campafa indican diferencias estadisticamen-
te significativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+0,5). BM: Bromuro de metilo.

Graficos 0°.1. vy 0°.2. Variacion del total de especies de Fusarium spp. aisladas en el invernadero Q'
a lo largo de la campaiia 2002/2003, expresado en U.F.C..g" de suelo seco y
del total de microbiota fangica, expresado en 10%U.F.C..g" de suelo seco
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4.5. ENSAYO DE SINTESIS Y CONCLUSIONES
A la vista de los resultados obtenidos, podemos resaltar los siguientes aspectos:

No se ha detectado ninguna tendencia general en cuanto a la influencia
o no de la humedad sobre las poblaciones flngicas aisladas que se repi-
ta en los tres invernaderos evaluados. En todo caso, se aprecian tenden-
cias similares entre todos los tratamientos dentro de un mismo inverna-
dero y campana de estudio.

Lo que es practicamente comun en todos los invernaderos muestreados
es la elevada densidad de microbiota fungica total al iniciar los muestre-
os y las bajas densidades de poblaciéon fusarica. Esta dltima pronto co-
mienza a elevarse, como ocurre en el segundo muestreo de suelo en casi
todos ellos.

En la mayor parte de los tratamientos el efecto que ejerce el cultivo sobre
la variacién de la microbiota flngica se traduce en que las mayores den-
sidades se dan entre las semanas 20 y 30 después de efectuar las des-
infecciones, tanto para la microbiota total como para la fusérica.

En los anélisis de microbiota total Aspergillus, Fusarium, Rhizopus y Pe-
nicillium, fueron los géneros mas frecuentemente aislados, predominando
Aspergillus. En los de microbiota fusérica las especies mas frecuentes
fueron Fusarium oxysporum, F. solaniy F. roseum, destacando F. solani
en todos los tratamientos e invernaderos.

Sobre las alternativas quimicas:

No se puede realizar una generalizacion en cuanto a la tendencia obser-
vada en la mayoria de invernaderos estudiados que sea independiente del
tratamiento efectuado. En este sentido, el bromuro de metilo fue capaz de
controlar mejor que otros tratamientos las poblaciones fungicas totales,
aunque los resultados, especialmente a las pocas semanas de la desin-
feccién pongan de manifiesto que la accién biocida es poco persistente.
Sin embargo, las poblaciones fusdricas se multiplicaron en mayor medida
hacia el final del cultivo.

La combinacién de 1,3 dicloropropeno+cloropicrina fue, en muchos
casos, igual o mas eficaz que el bromuro de metilo a la hora de controlar
las densidades flungicas medidas en el transcurso del cultivo, tanto para
la microbiota fldngica total como para la fusérica en el Unico invernadero
experimental evaluado (H) y en los dos comerciales en que fue aplicada
By P).
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La cloropicrina permitié, en mayor medida que otros productos, la coloni-
zacion del suelo por la microbiota fungica total, no ocurriendo |gua| con la
fusérica. Paraddjicamente, las mayores dosis empleadas (50 g'm 2 con-
trolaron peor a los Fusaria.

El éxido de propileno, fue el tratamiento en el que la poblacién fusérica
alcanzé mayores den3|dades particularmente a las mayores dosis ensa-
yadas (800 Iha” 1. Sin embargo, su efectividad respecto a los demas
hongos, no es nada desdefable, consiguiendo un control bastante acep-
table.

Sobre las alternativas no quimicas:

En las parcelas con biofumigacion sola se encontraron poblaciones fusa-
ricas mas elevadas que en los otros tratamientos ensayados.

La biosolarizacién se muestré més eficaz que la biofumigacién sola, al
controlar la poblacién fusérica y la total. Ademas, el efecto se muestré es-
table conforme aumentaron los afios de reiteracién del tratamiento.

La aplicacion de Trichoderma, tanto al sustrato del cepellén como al
suelo, no tuvo ningun efecto ni sobre la microbiota total ni sobre la fusa-
rica. Cuando fueron aplicadas en el semillero tuvieron una carga flngica
mayor que al hacerlo en el trasplante.

Sobre el desarrollo de las plantas:

Los menores crecimientos vegetativos de las plantas se asociaron a las
mayores densidades de Aspergillus spp.y de F. solani, especialmente, en
aquellas parcelas que sirvieron de testigo o fueron biofumigadas. En las
biosolarizadas no se vio afectado el desarrollo.

En el caso de los ensayos con productos quimicos, sélo puede relacionar-
se el descenso del desarrollo vegetativo en el invernadero P en las par-
celas desinfectadas con DMDS (dimetil disulfito) y con éxido de propile-
no a la menor dosis (300 I'ha” ) En el invernadero H, no se observaron
efectos sobre el desarrollo de las plantas para ninguno de los productos
ensayados.

Sobre las producciones:
Los menores producciones se relacionan con densidades de indculo ele-

vadas, sobre todo, de F. solani, en los tratamientos de biofumigacién o los
tratados con agentes de biocontrol como Trichoderma, y con los produc-
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tos quimicos que menor efecto tuvieron sobre los patégenos, como ocu-
rrié con el DMDS.

Para la combinacién de 1,3 dicloropropeno+cloropicrina, no se observé
ninguna reduccién en la produccién alcanzada. Ni con el 6xido de propi-
leno a la dosis mas alta ensayada.

En los tratamientos de biosolarizacion y sus reiteraciones no se relaciona
ninguna acumulacion de poblaciones fingicas con descensos de produc-
cion.

Habiéndose encontrado una relacion entre las densidades de determinados
hongos y la reduccién del desarrollo y la produccién de las plantas, se hace ne-
cesario estudiar las posibles implicaciones parasitarias de los hongos mas fre-
cuentemente aislados.
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5. IMPLICACIONES PARASITARIAS DE F. SOLANI,
ASPERGILLUS Y PENICILLIUM AISLADOS DE LOS
SUELOS DE LOS INVERNADEROS DE PIMIENTO

5.1. INTRODUCCION

Es conocido el papel de muchas de las micotoxinas de los hongos que han
sido aislados en los andlisis de suelo efectuados (IDris et al, 1998), por lo que
se planted la inoculacién de los mismos (en principio no patégenos) mediante su
extracto crudo. DIANEZ (2005) refiere cémo al inocular bacterias, levaduras, acti-
nomicetos y hongos (entre ellos, Fusarium solani) para ensayar su poder anta-
gonista frente a hongos fitopatégenos, encuentra que producen toxicidades que
llegan a matar a las plantulas cuando las dosis de in6culo son muy elevadas.

Al ser Fusarium solani, la especie mayoritariamente aislada en los andlisis
efectuados para determinar la poblacién fusarica, parecia conveniente conocer el
efecto de los extractos de diversas cepas. A este respecto, las preguntas que su-
gerian estos resultados eran de diversa indole: éseria F. solani patégena en de-
terminados momentos del desarrollo vegetativo de la planta?, éseria la responsa-
ble del “cansancio del suelo” observado en el campo al final del cultivo?

5.2. OBJETIVOS

El objetivo que se marcé para este apartado, fue contestar a las preguntas
planteadas en el apartado anterior, y entre otros, era el de conocer el papel que
juegan en la planta los hongos habitualmente aislados en los andlisis de suelo, si
inoculados en determinados momentos del estado fenolégico de la planta eran
capaces de interferir en su desarrollo o no.

5.3. MATERIAL Y METODOS
Se evalud la incidencia de algunos hongos aislados mediante un inéculo

constituido por propagulos del hongo y los metabolitos producidos por éste en el
medio donde se multiplicé. El extracto se obtuvo tras el cultivo en medio liquido
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del hongo en cuestidn, en este caso, se emplearon 500 ml de medio patata-dex-
trosa en un matraz Erlenmeyer que se mantuvo en agitacién continua a 450 r.p.m.
durante 12 dias (Figura 35). Tal y como describen MonToYA et al. (2001), la incu-
bacién se hizo en una habitacién con luz natural y temperatura entorno a 25°C.
La filtracién del extracto se hizo con papel Whatman n°1 (Figura 34), dejando
paso del orden de 5-15:10° propagulos'ml™.

Figuras 34 y 35. Filtrados de los extractos de diferentes cepas (izquierda) y agitacion de los mismos
(derecha).

El hongo habfa crecido previamente en PDA (Patata Dextrosa Agar) a 25° C
durante 10 dias en cdmara de cultivo. De cada cepa escogida, se repicaron dos
placas, de las cuales se extrajo un disco de cada una de 20 mm de didmetro que
fue lo que se puso a agitar en los Erlenmeyer de 500 ml.

Las inoculaciones se realizaron partiendo de semillas de pimiento de la variedad
Sonar que previamente fueron desinfectadas con lejia comercial sin diluir (40 g de
cloro activo por litro) y aclarados sucesivos con agua para eliminar restos de cloro.
Se realizaron en una cadmara de ambiente controlado, a 25° C, con un fotoperiodo
de 2500-3000 lux durante 14 horas/dia y 60-80% de humedad relativa. La forma
de trabajar fue similar a la realizada por Tello et al. (1985) y De CaAra (2007).

Las macetas, consistieron en envases de 500 ml de plastico rectangulares,
de tipo alimentario, de dimensiones 12x8x6 cm, con sustrato de vermiculita (pre-
viamente esterilizada a 121° C durante 1 hora). Se regaron cada 48 horas con
unos 75 ml de agua cada terrina. Tal y como hicieran en su dia FERNANDEZ-CoO-
RRAL et al. (2002), los contenedores que alojaban la vermiculita, fueron perfora-
dos a 1 cm de la base con el fin de evitar la contaminacién por el drenaje del
agua de riego.

Las inoculaciones se efectuaron en tres momentos diferentes: 1) en estado
de semilla, 2) cuando la plantula tenia 2 cotiledones y 3) cuando la planta tenfa
dos hojas verdaderas. Para los casos 2) y 3), las semillas fueron pregerminadas
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en placas de Petri con papel de filtro de 9 cm de didmetro esterilizado en auto-
clave a 121°C, 25 minutos. Al cabo de 4 dias, se trasplantaron a la vermiculita.
En todos los casos, se sembraron seis semillas por maceta. Para cada aislado se
ensayaron tres dosis de indculo: un testigo, 5 ml'y 10 ml, y a su vez, hubo dos
macetas (repeticiones) por dosis ensayada, lo que hizo un total de seis macetas
por cepa (de las que dos fueron control).

Fusarium solani

En un primer lugar, se escogieron quince cepas de F. solani procedentes de
diversas muestras de suelo de los ensayos evaluados en el campo, a saber: FS-
A, FS-7 y FS-9 tenian su origen en parcelas testigo, FS-B y FS-C en parcelas
bromuradas, FS-1y FS-2 de parcelas biosolarizadas por primera vez, FS-3 y FS-
4 de parcelas biosolarizadas por segundo afio, FS-5 y FS-6 de parcelas biosola-
rizadas de tercer afio, FS-8 y FS-10 de parcelas a las que se les habia afiadido
un producto llamado Biomor (mezcla de estimulantes de origen bioldgico, princi-
palmente, bacterias) y por dltimo, FS-11 y FS-12 de parcelas que se desinfecta-
ron con metam sodio después de solarizarlas.

En el primero de los casos, cuando la inoculacién se realizaba en estado de
semilla, éstas fueron sembradas e inmediatamente después, inoculadas, para
darse por acabado el ensayo unos cuarenta y cinco dias después, cuando ya con-
taban con 6 hojas verdaderas en su mayoria.

La segunda variante del ensayo, fue inocular el extracto cuando las plantitas
contaban con dos cotiledones y la tercera fue inocularlas cuando tenian dos
hojas verdaderas. En ambos casos, el ensayo se daba por finalizado cuando con-
taban con seis hojas verdaderas como ya se ha comentado, pues era cuando ya
de por si, el sustrato estaba agotado y fisicamente no podian desarrollarse mas.

Entonces, se procedia al lavado bajo el agua de todas las plantitas que hu-
biesen sobrevivido y se colocaban sobre papel de filtro para que empapara el
agua sobrante.

A continuacion, se media la altura desde la base hasta el primer cruce de
hojas, a lo que corresponde la altura expresada en los resultados. A su vez, se
disponian las plantitas de forma individualizada dentro de unos papeles doblados
a modo de sobre, y se introducian en estufa a 105° C durante 24 horas. De esta
forma, se conoceria el peso fresco y seco de cada planta, para poder averiguar
asi el peso medio seco.

El ensayo, en sus tres momentos diferentes de inoculacién, se repitié dos
veces en el tiempo.
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Otros hongos

Se trabajé también con otros géneros de hongos, en concreto, con la cepa P3
de Penicillium, procedente de suelos bromurados, las cepas A-7 de suelos testi-
go, A-11 de suelos biosolarizados por tercer afio, A-18 (todas ellas de Aspergillus
flavus), aislada de suelos biosolarizados por quinto afio, An de Aspergillus niger,
de suelos que habian sido bromurados y la cepa FS-193 de Fusarium solani, que
provenia de suelos desinfectados con 1,3 dicloropropeno y cloropicrina.

Cuando se comparé el efecto de los extractos de distintos géneros sobre la ger-
minacién de las semillas, se pusieron 20 semillas/placa sobre discos de papel de fil-
tro en placas de Petri, y fueron regadas con 5 ml, de la dilucién correspondiente.

Cuando se comparé el efecto de diversas diluciones (1:1, 1:2, 1:4, 1:8 y 1:10)
del extracto de Aspergillus, se pusieron 10 semillas/placa y se regé cada placa
con 4 ml del inéculo liquido (hongo +metabolitos de su crecimiento).

Al trabajar con las diluciones 1:1, 1:2, 1:3 y 1:9, se sembraron 5 semillas por
placa y se regé con 2 ml de cada dilucidn.

5.3.1. Analisis estadisticos de los datos

En cuanto a los andlisis realizados para conocer la patogenicidad de las
cepas, se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) factorial.

Los andlisis se plantearon de la siguiente forma:

Cuando se realizaron los ensayos empleando quince cepas distintas de Fusa-
rium solani, los dos factores estudiados para cada cepa fueron la dosis y la repe-
ticion y la variable dependiente, el parametro a estudiar: la germinacion, la altura,
el nimero de hojas verdaderas o el nimero de plantas muertas. La germinacién
solo se evalud cuando la inoculacion se realizé en estado de semillas.

Cuando el ensayo se limité a cinco cepas de F. solani y un testigo, los dos
factores estudiados fueron la cepa y la repeticién, y la variable dependiente, el
parametro a estudiar: la germinacion, la altura, el nimero de hojas verdaderas o
el nimero de plantas muertas.

Al trabajar con otros hongos, sélo se tuvo en cuenta como variable depen-
diente, el nimero de semillas germinadas con los factores cepa y repeticion
como variables independientes.

Para normalizar los datos de todos los anélisis, se empled la transformacion

J(x+1), por ser la que mayor informacién proporcionaba para la interpretacion de
los resultados.
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El método empleado para la comparacion de las medias fue el procedimien-
to de las menores diferencias significativas de Fisher (LSD) al 95%.

5.4. RESULTADOS Y DISCUSION
5.4.1. Evaluacion de patogeneicidad de 15 aislados de F. solani
Fusarium solani: inoculacion en estado de semillas

Los resultados obtenidos en relacién a la inoculacién con el extracto de dis-
tintas cepas de Fusarium solani de diversa procedencia, pusieron de manifiesto
la arbitrariedad en la expresién de la patogeneicidad de las mismas cuando se
inoculan en estado de semillas.

La variacién obtenida a la hora de reproducir los mismos ensayos al repetir
las inoculaciones pone de manifiesto la dificultad para establecer una pauta ge-
neralizada en cuanto al comportamiento patogénico o no de los hongos aislados
para los parametros estudiados: porcentaje de germinacion, peso seco de la
planta, nimero de plantas muertas al finalizar el ensayo y altura de las mismas
en dicho momento.

En algunos casos, se demuestra como la dosis de b ml fue incluso mas agre-
siva que la de 10 ml.

Similares observaciones realizaron IDRrIS et al. (1998), tras percatarse de
que F. solani provocaba la muerte natural y esporédica de Striga hermonthi-
ca, la mala hierba que mas estragos causa en el cultivo del sorgo en Sudan.
Al regar sobre semillas de Striga el hongo en forma de suspensiones o de fil-
trados del mismo con una densidad de in6culo de 3:10° esporas'ml™, al 100%,
no obtuvo ninguna inhibicién de la germinacién; ni al diluirlo 10 o 100 veces.
Sin embargo, cuando las semillas eran sumergidas en agua o en alcohol y
posteriormente regadas con los filtrados del hongo, el efecto inhibidor fue
total, independientemente del empleo de estimulantes de la germinacién. La
germinacién era exitosa cuando se retrasaba la exposicién a los filtrados del
hongo, tras aplicarle estimulantes como OR24 o etefén. Cuanto més tiempo
transcurria a la exposicion del hongo, mayor porcentaje de germinacion de las
semillas se obtenfa. El filtrado por tanto, inhibia o la accién del etileno o la bio-
sintesis del etileno.

El Gréfico 5.1. es un ejemplo de lo comentado en el que sélo para el caso
de las cepas FS-2, FS-4, FS-7, FS-8 o FS-11, se manifiesta un efecto del
poder inhibidor del hongo en valores que oscilan del 10 al 30%, mientras que
en otros casos como FS-A o FS-C, para las dos dosis ensayadas o para FS-B,
FS-1, FS-5, FS-6, o FS-9 para una de las dos dosis el hongo aumenta incluso el
porcentaje de germinacion.
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Diferencias en el porcentaje medio de germinacion de semillas de pimiento por diferentes
cepas de Fusarium solani ensayadas que se inocularon en estado de semillas a distintas
dosis y un testigo sin hongo*. Ensayo 1

100 ahb b b T b b 23 B c b ¢ bb b aaa
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

Diferencias en el peso seco medio de las plantas de pimiento al final del ensayo por
diferentes cepas de Fusarium solani ensayadas que se inocularon en estado de semillas
a distintas dosis y un testigo sin hongo*. Ensayo 1
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Peso seco/planta (g)
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| FS-A | FS-B | F$-C | F1 | FS-2 | FS-3 | FS-4 | F-5 | FS-6 | FS-1 | FS-8 | F$9 ‘FS—]U | FS-1l | FS—12‘

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante y/(x+1).

En la misma linea de lo comentado para los aislados FS-2, FS-4, FS-7 y FS-
11, en relacion al porcentaje de germinacion, que fueron los que mas la inhibie-
ron, también causaron una disminucién del peso seco de las plantas al final del
ensayo (Gréfica 5.2.), mas plantas muertas (Grafico 5.3.) y una reduccién del des-
arrollo vegetativo (Gréfico 5.4.).
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Diferencias en el nimero medio de plantas muertas por diferentes cepas de Fusarium
solani ensayadas que se inocularon a distintas dosis y un testigo sin hongo en estado
de semillas™. Ensayo 1
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

Altura (cm)

Diferencias en la altura media alcanzada por las plantas al final del ensayo segtn
las cepas de Fusarium solani ensayadas que se inocularon a distintas dosis y un testigo
sin hongo en estado de semillas*. Ensayo 1
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+1).

Y de la misma forma para las cepas FS-C, FS-1, FS-3, FS-5, FS-6 y FS-9

que para una o las dos dosis ensayadas, tuvieron frente al testigo, el efecto con-
trario, en el que incluso se vigorizaba el peso seco alcanzado al final del ensayo,

se

reducia el nimero de plantas muertas o se producia un aumento de la altura.

También los ensayos llevados a cabo por TELLO et al. 1985) al inocular F.

solani (aislado de las raices de plantas que no siempre manifestaron sintomas
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de marchitez) sobre semillas de judia tuvieron resultados, a veces, contradic-
torios. Cuando pesaron las plantas al mes de haber sido inoculadas sobre se-
millas, (tras dejarlas 6 horas en una estufa de aire forzado a 25° C), obtuvie-
ron en algun caso plantas de peso igual o superior al testigo, lo que les hizo
deducir que las plantas se veian incluso vigorizadas con la adicién del in6cu-
lo afadido al sustrato (lo que sucedid en el caso estudiado-a la vista de los
resultados de la Grafico 5.2.- con alguna de las dos o para ambas dosis en-
sayadas).

Autores como FERNANDEZ-CORRAL et al. (2002) manifiestan la heterogenei-
dad de los resultados que obtienen. En su caso, ensayaron la inoculacién del ex-
tracto de Fusarium accuminatum (hongo asociado a los tejidos de la semilla de
judfa) sobre las semillas de judia. Dependiendo de la variedad sobre la que se re-
alizase la inoculacion, el hongo era capaz de reducir el porcentaje de germina-
cién de un modo considerable o no.

Tal y como se sefalaba anteriormente al repetir el ensayo, no se obtuvieron
los mismos resultados para con las mismas cepas ensayadas; lo que en un caso
resultdé agresiva a una dosis determinada no lo era al realizarlo de nuevo y/o vi-
ceversa.

La excepcién a lo comentado, la protagonizaron el aislado FS-7 en relacién
al efecto patogénico sobre las semillas y el aislado FS-C, en cuanto al posible
efecto vigorizante ejercido por la cepa.

Diferencias en el porcentaje medio de germinacion de semillas por diferentes cepas
de Fusarium solani ensayadas que se inocularon a distintas dosis y un testigo sin hongo
en estado de semillas*. Ensayo 2
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).
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Diferencias en el peso seco medio de las plantas de pimiento al final del ensayo
por diferentes cepas de Fusarium solani ensayadas que se inocularon a distintas dosis
y un testigo sin hongo en estado de semillas*. Ensayo 2

010
009 —° b
008 — .
007 — bob oy by ®
06— g, 'y n | F
005 — b b by ab =

0 — . : : 2

008 — Testigo
002 —
10m

001 —
hml

| F&-A | FS-B | F$C | F1 | FS-2 | F&-3 | FS-4 | F&-5 | FS-6 | F&-1 | FS-8 | F$9 ‘FS-H] | F-1l | FS-12

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

Nimero de plantas muertas

Diferencias en el nimero medio de plantas muertas por diferentes cepas de Fusarium
solani ensayadas que se inocularon a distintas dosis y un testigo sin hongo en estado
de semillas*. Ensayo 2
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

Fusarium solani: inoculacion en plantas (dos cotiledones)

Cuando la planta estuvo méas desarrollada al ser inoculada, los efectos fue-

ron mas evidentes en cuanto a la patogeneicidad de los aislados. Fue el caso
de las cepas FS-A, FS-B, FS-C, FS-2, FS-4, FS-7 y FS-9 para una o las dos
dosis ensayadas en relacién al peso seco (Grafico 5.9.), nimero de plantas
muertas (Gréfico 5.10.) y altura alcanzada por las mismas (Grafico 5.11.). Del
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Diferencias en la altura media alcanzada por las plantas al final del ensayo segin
las cepas de Fusarium solani ensayadas que se inocularon a distintas dosis y un
testigo sin hongo en estado de semillas™. Ensayo 2
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| FS-A | FS-B | FS-C | F$-1 | FS$-2 | FS-3 | FS-4 | FS$-5 | FS-6 | FS-1 | FS-8 | FS-9 ‘FS—H] | F-11 | F$-12
* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

mismo modo, se dio el caso contrario al esperado, con un efecto vigorizante por
parte del aislado FS-5.

Diferencias en el peso seco medio de las plantas de pimiento al final del ensayo
por diferentes cepas de Fusarium solani ensayadas que se inocularon a distintas
dosis y un testigo sin hongo en estado de dos cotiledones*. Ensayo 1
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| FS-A | FS-B | FS$-C | FS-1 | FS-2 | F$-3 | FS-4 | F$-5 | FS-6 | FS$-7 | FS-8 | F$9 ‘FS—]U | FS-1 | FS-12
* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

En el caso de inocular las plantas en estado de dos cotiledones, si hubo mas
coincidencias en cuanto al comportamiento patogénico de los aislados en las dos
repeticiones, como fue el caso del aislado FS-B, FS-2, FS-4, FS-7 y FS-9.
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Grafico 5.10. Diferencias en el nimero medio de plantas muertas por las diferentes cepas
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

Grafico 5.11. Diferencias en la altura media alcanzada por las plantas al final del ensayo segtin
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+1).
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Grafico 5.12. Diferencias en el peso seco medio de las plantas de pimiento al final del ensayo
por las cepas de Fusarium solani ensayadas que se inocularon a distintas dosis
y un testigo sin hongo en estado de dos cotiledones™. Ensayo 2
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

Peso seco/planta (g)

Grafico 5.13. Diferencias en el nimero medio de plantas muertas por las cepas de Fusarium solani
ensayadas que se inocularon a distintas dosis y un testigo sin hongo en estado de dos
cotiledones™. Ensayo 2
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+1).

326



Implicaciones parasitarias de F. solani, Aspergillus'y Penicillium aislados de los suelos de los invernaderos de pimiento

Diferencias en la altura media alcanzada por las plantas al final del ensayo por las
diferentes cepas de Fusarium solani ensayadas que se inocularon a distintas dosis
y un testigo sin hongo en estado de dos cotiledones™. Ensayo 2
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

Fusarium solani: inoculacion en plantas (dos hojas verdaderas)

El estudio del efecto observado, fue sin duda més evidente cuando la inocu-
lacién se realizé al contar la planta con mas edad. Asi se deduce de los Graficos
5.15, 5.16. y 5.17. al advertir con las cepas FS-B, FS-3, FS-7, FSO y FS-10 el
efecto inhibitorio mostrado en el que se relaciona un menor peso seco de las
plantas con mayor nimero de plantas muertas con una menor altura.

Diferencias en el peso seco medio de las plantas de pimiento al final del ensayo
por las cepas de Fusarium solani ensayadas que se inocularon a distintas dosis
y un testigo sin hongo en estado de dos hojas verdaderas*. Ensayo 1
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).
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De la misma forma, el aislado FS-A mantuvo se efecto contrario al esperado
al fomentar el crecimiento de las plantas, repitiéndose su efecto al realizar de
nuevo el ensayo.

Grafico 5.16. Diferencias en el nimero medio de plantas muertas por las cepas de Fusarium solani
ensayadas que se inocularon a distintas dosis y un testigo sin hongo en estado de dos
hojas verdaderas*. Ensayo 1
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+1).

Nimero de plantas muertas

Grafico 5.17. Diferencias en la altura media alcanzada por las plantas al final del ensayo segtin
las cepas de Fusarium solani ensayadas que se inocularon a distintas dosis y un
testigo sin hongo en estado de dos hojas verdaderas*. Ensayo 1
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

328



Implicaciones parasitarias de F. solani, Aspergillus'y Penicillium aislados de los suelos de los invernaderos de pimiento

Los efectos mencionados para las cepas que provocaron fenémenos de fati-

ga, se reiteraron en el segundo ensayo para el caso de los aislados FS-B, FS-3,

FS-

7y FS-9.

Grafico 5.18. Diferencias en el peso seco medio de las plantas de pimiento al final del ensayo
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por diferentes cepas de Fusarium solani ensayadas que se inocularon a distintas
dosis y un testigo sin hongo en estado de dos hojas verdaderas®. Ensayo 2
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+1).

Grafico 5.19. Diferencias en el nimero medio de plantas muertas por las cepas de Fusarium solani
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).
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Diferencias en la altura media alcanzada por las plantas al final del ensayo por las cepas
de Fusarium solani ensayadas que se inocularon a distintas dosis y un testigo sin hongo
en estado de dos hojas verdaderas™. Ensayo 2
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre dosis para cada cepa indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

5.4.2. Evaluacion de 5 aislados de F. solani

A la vista de estos resultados preliminares, se decidié acotar el siguiente en-
sayo, en el que se escogieron cinco cepas de Fusarium solani, en este caso, las
codificadas como FS-b54, FS-55, FS-b6, FS-57 y FS-60, procedentes de las si-
guientes zonas:

Las cepas FS-54 y FS-b6b procedian del invernadero experimental E, co-
rrespondientes al tratamiento de biosolarizacién de 17 afio. Las cepas FS-56 y
FS-57, del mismo invernadero pero de las parcelas bromuradas y la cepa FS-60
del tratamiento de biosolarizacién de 4° afio, de la misma ubicacién. Todas ellas

se aislaron dentro de la campafia 2002/2003.

De nuevo, las inoculaciones se efectuaron en momentos diferentes, en
este caso, en cuatro: 1) en estado de semilla, 2) cuando la plantula tenfa 2
cotiledones, 3) cuando la pléntula tenfa dos hojas verdaderas y 4) cuando
la planta contaba con cuatro hojas verdaderas. Para los casos 2), 3) y 4), las
semillas fueron pregerminadas en placas de Petri como ya se ha comenta-
do con anterioridad. En todos los casos, se sembraron seis semillas por ma-
ceta.

Se realizaron tres repeticiones de cada una de las inoculaciones, y ademas
se conté con un testigo. Al ser 18 las semillas analizadas por cepa, fueron 108
((18xb)+ 18 del testigo) las semillas totales del ensayo. De nuevo, se empled la
variedad de pimiento Sonar.
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Una vez filtrado el inéculo, se procedié a contar conidias con la cdmara de
NEUBAUER. Los resultados que se obtuvieron fueron:

FS-b4: 8.10* conidias'ml’
FS-bb: 12.10* conidias'ml”
FS-56: 8.10* conidias'ml
FS-b57: 8.10* conidias'ml™
FS-60: 4.10* conidias'ml™

La razdn de la inoculacidon fue de 10 ml/semilla.

Las semillas se desinfectaron previamente con lejia comercial (5% de cloro
activo) por inmersién, con agitacién, y después se enjuagaron con agua, hasta
hacer desaparecer el olor a lejia.

Fusarium solani: inoculacion en estado de semillas

Grafico 5.21. Diferencias en el porcentaje medio de germinacion de las semillas por las cepas
de Fusarium solani inoculadas en estado de semilla y un testigo sin hongo™
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre cepas para cada fecha indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

Varios son los comentarios que sugiere el Grafico b.21.:

A) Siete dias después de inocular (sefialado en el Grafico como A, el por-
centaje de germinacién ha sido afectado. De manera que 4 de las b
cepas parece que han ejercido un cierto retraso en las semillas, mientras
que la cepa FS-55, ha manifestado un efecto no tan marcado, puesto que
ha germinado comparablemente con el testigo.

B) Once dias después de inocular (parte B), las cinco cepas han provocado
una notable subida de la germinacién con respecto al testigo. Este hecho
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parece indicar que las cepas estimulan la germinacién, pero tal apreciacién
no serfa exacta puesto que el filtrado llevaba sustancias nutritivas entre las
cuales podrian encontrarse los metabolitos de cada cepa. Lo mismo ocu-
rre 15 dias después, donde el testigo se mantiene (parte C del gréfico).

Diecinueve dias después de inocular, el panorama se ha modificado sustan-
cialmente. Mientras el testigo mantiene una germinacién comparable a la
medida en las lecturas anteriores, los tratamientos con los aislados no es
que hayan germinado menos (experimentalmente es imposible), es que las
plantulas (o semillas germinadas) murieron, poniendo asi de manifiesto un
poder patégeno y/o téxico de los aislados inoculados. Este efecto fue es-
pecialmente marcado para la cepa FS-55 (parte D del Grafico 5.21.).

En consecuencia, puede decirse que las cepas de Fusarium solani han
mostrado, excepto la FS-b5, un leve retraso en la germinacién, quizas de-
bido a los metabolitos del inéculo. Sin embargo, cuando los efectos toxi-
cos han desaparecido, se estimula la germinacién por los nutrientes del
medio de cultivo y posibles excretas no téxicas del hongo. Al final, 19 dias
después de la inoculacién las plantas comenzaron a morir por un posible
efecto de las cepas inoculadas, lo cual fue especialmente marcado para
el aislado FS-55. Este efecto fue arrastrado durante todo el experimento.

Grafico 5.22. Diferencias en la altura media alcanzada por las plantas en dos fechas por las cepas
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre cepas para cada fecha indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

En la misma linea de los resultados mostrados con anterioridad, el nimero de
plantas muertas al dar por concluido el ensayo fue mayor en las plantas que no
recibieron ningun inéculo (testigos) que en todos los aislados ensayados, inclui-
do el FS-55 ya comentado (Gréfico 5.24.).
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Grafico 5.23. Diferencias en el nimero medio de hojas verdaderas para las cepas de Fusarium solani
inoculadas en estado de semillas y un testigo sin hongo
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre cepas para cada fecha indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

Grafico 5.24. Diferencias en el nimero medio de plantas muertas para las cepas de Fusarium solani
inoculadas en estado de semillas y un testigo sin hongo*
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre cepas para cada fecha indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

Los Graficos 5.22.y 5.23. informan sobre el estado de desarrollo de las
plantas que crecieron a partir de las semillas germinadas y no eliminadas
por inoculacién. En el Grafico 5.23. se aprecia que la altura de las plantas
inoculadas con FS-55 era significativamente menor que el resto, testigo in-
cluido, 36 dias después de inocular. Todavia el fenémeno de raquitismo
aparece mas acusado 42 dias después de inocular. La misma ténica se
aprecia en el Grafico 5.23. para FS-55 en lo concerniente al nimero de
hojas desarrolladas.
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Fusarium solani: inoculacién en plantas (2 cotiledones)

Cuando las plantas fueron inoculadas con mayor desarrollo vegetativo, en
estado de dos cotiledones, la altura alcanzada por las plantas testigo fue mayor
en dos de las fechas control (21 dias después de inocular; parte A del Gréafico
5.25.) y 28 dias después de inocular (parte B del mismo grafico). Sin embargo,
al levantar el ensayo no ocurrié lo mismo. Excepto la cepa FS-b5, todas las
demas tuvieron un crecimiento significativamente superior al testigo, aunque la
disminucién en el desarrollo también era indicio de una mayor mortandad de las
plantas. Como se aprecia, la altura alcanzada (O mm) se corresponde con la
mayor cantidad de plantas muertas (Gréfico 5.27).

Grafico 5.25. Diferencias en la altura media alcanzada por las plantas en tres fechas por las cepas
de Fusarium solani ensayadas y un testigo sin hongo en estado de dos cotiledones*
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre cepas para cada fecha indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+1).

Grafico 5.26. Diferencias en el nimero medio de hojas verdaderas por las cepas de Fusarium solani
ensayadas y un testigo sin hongo en estado de dos cotiledones™
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre cepas para cada fecha indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).
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Como se comprueba en el Grafico 5.26, los extractos obtenidos no tuvieron
ningun efecto sobre las plantas en relacién al nimero de hojas verdaderas des-
arrolladas en el primero de los controles efectuados (parte A del Grafico). Si se
observaron ligeras diferencias 14 dias después de inocular en relacién al testigo
(parte B).

Sin embargo, al dar por finalizado el ensayo y contabilizar el nimero de plan-
tas muertas, no se puede explicar cémo en el testigo el porcentaje de mortandad
llega al 100% mientras que la cepa FS-67 no ocasiond ni siquiera el 20% de
pérdidas (Grafico 5.27).

Grafico 5.27. Diferencias en el nimero medio de plantas muertas por las cepas de Fusarium solani
ensayadas y un testigo sin hongo en estado de dos cotiledones™
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre cepas para cada fecha indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

Fusarium solani: inoculacion en plantas (2 hojas verdaderas)

Como ya se habia referido en los ensayos expuestos al principio de este
apartado, la agresividad de las cepas (las que pudieran serlo) se vio més acen-
tuada cuando la planta estd mds desarrollada. Asi se verifica con la inoculacién
de los extractos cuando las plantas tenfan dos hojas verdaderas: en el Grafico
5.28. se puede observar la altura media de las plantas inoculadas con el aislado
FS-bb5. Este efecto se mantuvo en los dos controles realizados (partes Ay B del
Gréfico 5.28.), pudiendo relacionarse con el fenémeno de fatiga.

La reduccion en el crecimiento, no implicé una disminucién del desarrollo de
las hojas, como asi se demuestra en el Grafico 5.29. Los resultados son también
llamativos en relacién al nimero de plantas muertas con a los aislados FS-55,
FS-66 y FS-67.
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Grafico 5.28. Diferencias en la altura media alcanzada por las plantas en dos fechas por las cepas
de Fusarium solani ensayadas y un testigo sin hongo en estado de dos hojas verdaderas™
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre cepas para cada fecha indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

Grafico 5.29. Diferencias en el nimero medio de hojas verdaderas por las cepas de Fusarium solani
ensayadas y un testigo sin hongo en estado de dos hojas verdaderas™
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre cepas para cada fecha indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).
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Grafico 5.30. Diferencias en el nimero medio de plantas muertas por las cepas de Fusarium solani
ensayadas y un testigo sin hongo en estado de dos hojas verdaderas*
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre cepas para cada fecha indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

Fusarium solani: inoculacion en plantas (4 hojas verdaderas)

Las lecturas de la altura alcanzada por las plantas en diferentes momentos,
muestran cémo las plantas sin inocular tuvieron el menor crecimiento vegetativo,
especialmente en las dos Ultimas medidas registradas (Gréfico 5.31.), lo que im-
plica mayor nimero de plantas muertas (Gréfico 5.32.).

Grafico 5.31. Diferencias en la altura media alcanzada por las plantas en cuatro fechas
por las cepas de Fusarium solani ensayadas y un testigo sin hongo en estado
de cuatro hojas verdaderas®
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre cepas para cada fecha indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).
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Grafico 5.32. Diferencias en el nimero medio de plantas muertas entre las cepas de Fusarium solani
ensayadas y un testigo sin hongo en estado de cuatro hojas verdaderas™
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre cepas para cada fecha indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+1).

5.4.3. Patogeneicidad de 2 especies de Aspergillus y 1 de Penicillium
comparada con F. solani

Si Fusarium solani fue el hongo mas frecuente en los anélisis de suelo, tam-
bién lo fue Aspergillus y en menor proporcién, Penicillium. Parecia necesario
evaluar a estos dos géneros desde el mismo punto de vista que se hizo para Fu-
sarium solani, tomando a éste Ultimo como testigo comparativo. A tal fin se hi-
cieron inoculaciones con los extractos completos conteniendo inéculo de estos
hongos y para Aspergillus se evalud, ademas, un efecto sobre la geminacién de
las semillas, eliminando los propdgulos del hongo y dejando sélo el caldo en el
cual se multiplicé. Realmente, solo se hizo una aproximacion.

A) Inoculacién en semillas en vermiculita

En el ensayo en el que se inocularon tres géneros distintos de hongos en
estado de semillas en vermiculita, se comprueba la patogeneicidad de Pe-
nicillium'y Aspergillus frente al testigo sin nada, mas que con F. solani,
testigo inoculado comparativo (Gréfico 5.33.).

B) Inoculacién en semillas en camara humeda

Al probar varias cepas de Aspergillus flavus y una de Aspergillus niger
frente al testigo, se aprecia la agresividad de las cepas de Aspergillus
cuando se inocula con el extracto sin diluir (1:1) especialmente a los diez
dias de efectuarse la inoculacion (Gréfico 5.34.).
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Grafico 5.33. Diferencias en el nimero medio de semillas germinadas entre las cepas de Penicillium,
Fusarium solani y Aspergillus ensayadas y un testigo sin hongo inoculadas en estado
de semillas™

Namero semillas germinadas
=
|

a

Agua ‘ Penicillium (P3) ‘ F. solani (Fs 193) ‘ Aspergillus (A 18) !

* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos indican diferencias estadisticamente significativas (p<<0,05).
Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).

El mismo efecto sobre las plantas observaron FERNANDEZ-CORRAL et al.
(2002) al inocular Aspergillus sp. sobre la variedad Strike de judfa, donde ningu-
na semilla logré germinar. En otras variedades que al menos, el mismo hongo
dej6 germinar, los efectos que se observaron en las plantas consistieron en una
pérdida de vigor o del desarrollo de aquellas que estaban inoculadas frente a los
testigos, no apreciandose ni podredumbres ni invasiones del xilema. En algunos
casos, indican los autores, los cotiledones afloraron y el hipocotilo continué cre-
ciendo, deteniéndose el crecimiento cuando los cotiledones se separaron, y por
tanto, impidiendo el desarrollo de las hojas primarias.

Grafico 5.34. Diferencias en el nimero medio de semillas germinadas entre las cepas de Aspergillus
ensayadas y un testigo sin hongo inoculadas en estado de semilas™
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos para cada dosis y fecha indican diferencias estadisticamen-
te significativas (p<0,08). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x+1).
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AGRIOS (1997) también hace constar el poder inhibidor de Aspergillus sp.,
sin hacer referencia a la especie vegetal que afecta, cuando invade los embrio-
nes de las semillas, pues hace que disminuya notablemente el porcentaje de ger-
minacion de las semillas empleadas para siembra.

Tal y como se aprecia en el Gréfico 5.3b., al comparar en el ensayo con filtra-
do de 0,8 pm las dosis diluidas 1/3, 1/9,y 1/2 con la solucién madre, no se apre-
cia ningln efecto inhibitorio por parte de Aspergillus, a excepcién de la cepa A-
7 diluida 1/3. Se pudiera ver asi el efecto del tamafio de luz del filtro.

Grafico 5.35. Diferencias en el nimero medio de semillas germinadas por las cepas de Aspergillus
ensayadas y un testigo sin hongo al filtrar el extracto con una membrana de 0,8 pm*
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos para cada dosis indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 95% con datos transformados mediante /(x-+1).

1

Grafico 5.36. Diferencias en el nimero medio de semillas germinadas entre las cepas de Aspergillus
ensayadas y un testigo sin hongo al filtrar el extracto con una membrana de 1,2 ym*
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* Los valores son la media de tres repeticiones. Letras distintas (a, b) entre tratamientos para cada dosis indican diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Test LSD al 35% con datos transformados mediante /(x+1).
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Sin embargo, al realizar el ensayo filtrando el extracto con un tamafo de luz
mayor, de 1,2 ym, fueron todos los aislados, (a excepcién del A-11), a determina-
das dosis, las que manifestaron su efecto inhibitorio frente a las semillas control.

5.5. ENSAYO DE SINTESIS Y CONCLUSIONES

En relacién a las inoculaciones efectuadas con Fusarium solani, los resulta-
dos mostrados exigen un ejercicio de reflexion. Reflexion que debe recoger la ar-
bitrariedad en el comportamiento de F. solani cuando es inoculado, ya que en
unas ocasiones se observa un efecto patogénico en relacién al nimero de plan-
tas muertas o en un efecto fatiga en cuanto a la disminucién del desarrollo ve-
getativo y en otras ocasiones no.

Ademas, queda reflejada la dificultad en reproducir los mismos sintomas que
una vez se produjeron.

Si es cierto que cuando las inoculaciones se realizaron con plantas algo mas
desarrolladas, los experimentos revelaron un mayor nimero de aislados que re-
producian los sintomas esperados, pues el peso seco de las plantas era inferior.
4 Significaria esta observacion que las altas densidades de inéculo presentes al
inicio del cultivo no afectan al mismo de igual forma que cuando se da esa pre-
sién a mitad del ciclo de cultivo, cuando las plantas son més maduras?

La respuesta podria venir relacionada con el apartado 4. analizado y pueda
atribuirsele por tanto a este complejo fungico la reduccién del crecimiento y las
producciones en los casos estudiados.

Los ensayos realizados con otros géneros de hongos quizas resulten prelimi-
nares y sean una aproximacion de lo que puede ocurrir en campo. Los tanteos
efectuados indican que Aspergillus spp. y Penicillium spp. poseen un efecto in-
hibidor en relacion a la germinacion de las semillas, pero en el que serd necesa-
rio indagar con mas detalle.
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RESUMEN

El pimiento es un monocultivo en més del 90% de los invernaderos en la Re-
gion de Murcia y en el sur de la provincia de Alicante desde hace més de un cuar-
to de siglo. El bromuro de metilo se ha venido empleando asiduamente, hasta su
prohibicién en el afio 2005, para el control de los principales patégenos del suelo
y para paliar los efectos de la fatiga del mismo, responsable del descenso de la
produccién a partir del segundo afio de reiteracion.

En la presente Memoria de Tesis Doctoral se estudia el efecto de las alterna-
tivas ensayadas para la sustitucion del bromuro de metilo sobre las comunidades
de hongos del suelo.

Los ensayos se han realizado en 8 invernaderos donde se cultiva pimiento,
en 3 de ellos con fines experimentales y en 5 con fines comerciales. Se han
muestreado suelos desinfectados por medios quimicos y no quimicos y se han
analizado para conocer la microbiota flngica no patégena. Para cada muestra se
han utilizado dos métodos de andlisis: la técnica de las diluciones sucesivas para
conocer la microbiota fungica total, y la de la adicién del suelo al medio de culti-
vo para conocer la microbiota fusarica. El efecto de la desinfeccién se ha medi-
do de forma colectiva e individual sobre las poblaciones flngicas asi como la per-
sistencia del efecto de dichos productos sobre las mismas.

Se ha detectado siempre la misma cohorte de hongos pertenecientes a los
géneros Aspergillus, Fusarium, Rhizopus y Penicilliumy a las especies Fusarium
solani, F. oxysporumy F. roseum de los que Aspergillus flavus y F. solani han sido
las dos especies aisladas con mayor frecuencia y abundancia.

La disminucién de la densidad que tiene lugar tras la desinfeccién es tempo-
ral, produciéndose una recolonizacién fungica en el suelo, variable en funcién del
tratamiento.

Los resultados revelan que ninguin desinfectante fue capaz de eliminar los
hongos que habitualmente se aislaron, en todo caso, se redujeron los niveles de
densidad, y no todos los desinfectantes lo hicieron con la misma eficacia. En la
mayoria de casos, la combinacién del 1,3 dicloropropeno +cloropicrina ha mos-
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trado un comportamiento similar al del bromuro de metilo, al igual que la bioso-
larizacién. Asimismo, el control ejercido en las parcelas que fueron biofumigadas
fue menor que si se retenian los gases generados en la fermentacién con la so-
larizacion. Por otro lado, la adicion de Trichoderma a las plantulas no ha demos-
trado ejercer efecto alguno sobre el resto de géneros fungicos medidos.

La reduccién en el crecimiento de las plantas y en la produccién que se pro-
dujo en determinados tratamientos se relaciona con una mayor densidad de po-
blacién fusarica.

El efecto depresivo sobre las plantas reproducido con la inoculacién de ex-
tractos determinados de hongos sugiere que existe cierta patogeneicidad sobre
el pimiento inoculado en condiciones controladas. Este aspecto requiere de futu-
ras investigaciones para poner de manifiesto los efectos y los mecanismos por
los que se producen.
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SUMMARY

Sweet pepper has been grown as a monoculture in more than 90% of green-
houses in the Region of Murcia and in the South of Alicante province for more
than twenty-five years. Methyl bromide has been used frequently, until its phase-
out in 2005, to control the main soilborne pathogens and to mitigate the effects
of soil fatigue, which is responsible for yield decrease since the second year of

cropping.

In the present thesis, the effect of alternatives assayed for the replacement
of methyl bromide over fungal communities has been measured.

Assays have been carried out in 8 greenhouses where sweet pepper is
grown, three experimental greenhouses and five commercial greenhouses. Soils
disinfested by chemical and non-chemical methods have been sampled and have
been analyzed to determine total non-pathogenic fungi. For each sample, two
methods of analysis have been used: successive dilution method, to determine
total fungi and the method of addition of soil to the culture medium to determine
fusaric fungi. Disinfestations effect and persistence have been measured individ-
ually and collectively for fungal communities.

The same fungal suite has been detected, which belongs to the genera As-
pergillus, Fusarium, Rhizopus and Penicillium and the species Fusarium solani, F.
oxysporum and F. roseum. Aspergillus flavus and F. solani were the most abun-
dant and frequently isolated species.

The reduction in the density which happens after disinfestations is temporary,
and it produces a fungal recolonization in the soil which depends on the evaluat-
ed treatment.

The results show that no disinfectant was capable of removing the regularly
isolated fungi; fungi level density was reduced but not every disinfectant worked
with the same efficacy. For all cases, the combination of 1,3 dichloro-
propen-+chloropicrin has shown a similar behaviour to methyl bromide and bioso-
larization. In the same way, control in biofumigated plots was inferior to plots cov-
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ered by a plastic film. On the other hand, application of Trichoderma to plants has
been shown to have no effect on the rest of measured fungi.

The reduction of growth and yield is related to a high fusaric fungal density.
The effect of soil fatigue which re-occurs with the inoculation of some fungal
extracts suggests that there is some pathogen effect on sweet pepper plants

under controlled conditions. This aspect will need future research to elucidate the
effects and mechanisms that cause it.
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