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1. Interés y Objetivos.
1.1. Interés del estudio. Justificacion.

La fertilidad del suelo esta definida por tres componentes: fisico, quimico y biolégico
(Hijbeek et al., 2017), que estan fuertemente relacionados. Refiriéndonos a la fertilidad
bioldgica, que depende de las comunidades macro y microscopicas, debe considerarse
que las comunidades microbianas del suelo juegan un papel esencial, de manera
simultanea, en el mantenimiento de multiples funciones ecosistémicas y servicios (i.e.
multifuncionalidad). En este sentido, la diversidad microbiana interviene de manera
activa en la descomposicion de materiales organicos, en la mineralizacion de la Materia
Organica del Suelo (MOS), asi como en otras transformaciones quimicas en los suelos,
procesos todos ellos que permiten la transferencia de materia y energia entre las
comunidades biologicas establecidas sobre y bajo el suelo (Hooper et al., 2000; Murphy
et al., 2007; Wardle et al., 2004). De este modo, los microorganismos son actores
esenciales en la disponibilidad de nutrientes y la produccion de material vegetal, que
son considerados como los servicios mas importantes para el mantenimiento del
bienestar humano (Bardgett y van der Putten, 2014; Delgado-Baquerizo et al., 2015). Es
por ello que, numerosos autores afirman que los microorganismos edaficos son
esenciales para una correcta fertilidad de los suelos que permita optimizar la produccion
de los cultivos (Pankhurst y Lynch, 1995; Marin-Guirao y Tello, 2017). Asi, la riqueza
y la diversidad de especies microbianas habitantes del suelo son considerados como
valiosos indicadores de la fertilidad del suelo en los sistemas agrarios (Siciliano et al.,
2014; Marin-Guirao et al., 2019).

Entre la amplia diversidad de microorganismos incluidos en las comunidades
microbianas del suelo, hay muestras de que los hongos estan directamente relacionados
con la fertilidad del suelo (Pankhurst y Lynch, 1995; Siciliano et al., 2014). En éste
sentido, los hongos son esenciales en la formacién y estabilizacion de los agregados del
suelo (Lucas et al., 2014; Tisdall, 1991), que tiene una estrecha relacion con la fertilidad
del mismo. Tanto los hongos, como el resto de los microorganismos del suelo,
dependen de la disponibilidad de alimento, particularmente de los niveles de MOS
(Reeves, 1997; Tiessen et al., 1994). La MOS es considerada unos de los principales
componentes de calidad del suelo, porque contribuye, directa o indirectamente, en sus
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. Al respecto, la gran relevancia de los

microorganismos del suelo en los procesos de descomposicion y mineralizacion de la
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MOS ha sido reportada en numerosos escritos, en los que los autores afirman y aseveran
que, la fertilidad del suelo debe mantenerse y/o mejorarse mediante la adicion de
enmiendas organicas (Diacono y Montemurro, 2010; Reeves, 1997). Por consiguiente,
la incorporacion de enmiendas organicas al suelo genera beneficios a los cultivos
(Diacono y Montemurro, 2010; Gamliel y Van Bruggen, 2016; Lucas et al., 2014). Sin
embargo, el incremento en el uso de fertilizantes de origen mineral, en detrimento de la
incorporacion de materiales organicos al suelo, ha resultado en un empobrecimiento de
los mismos. Como consecuencia, en las Ultimas décadas se estdn reportando
reducciones en los rendimientos de monocultivos bajo fertilizacion intensiva, mediante
el empleo de abonos de sintesis, y que no incorporan al suelo enmiendas organicas. Tal
es el caso de la produccion horticola intensiva bajo abrigo, o en invernadero (Guerrero
et al., 2004). Esta reduccion en el rendimiento de los cultivos es debida, probablemente,
a un “desorden” de la fertilidad del suelo que es conocida por diversos autores como
“fatiga de suelo” (Guerrero et al., 2014; Marin-Guirao y Tello, 2017; Tello et al., 2004).
La fatiga del suelo es considerado un concepto agronomico complejo, y definido por
diversos autores como una “perturbacion de la fertilidad de los suelos debido a causas
multiples que pueden ser en el campo acumulativas, sucesivas 0 Ssimultaneas” (Bouhot
1983) que provoca una reduccion parcial de la productividad y, para algunos autores es
atribuida principalmente al monocultivo reiterado en una misma parcela. Sin embargo,
la fatiga de suelos agricolas es un fendmeno altamente complejo, que puede presentar
una componente fisica, quimica y/o biolégica como principal causa en la expresion del
mismo. En base a la experiencia adquirida en investigaciones previas a la que a
continuacion se muestra en éste manuscrito, se sugiere que el fendmeno podria estar
fuertemente relacionado con la microbiota del suelo, principalmente con la fraccién
fungica (Marin-Guirao y Tello, 2017; Martinez et al., 2009). Como complemento, un
estudio recientemente publicado (Marin-Guirao et al., 2019), en el que se consideraron
40 suelos de invernadero de la provincia de Granada en los que se habian llevado a cabo
monocultivos, bien de tomate o de pepino, durante al menos 10 afios consecutivos, y en
los que no habia uniformidad en el manejo de la MOS, muestra que los principales
parametros de vigor de las plantas de tomate y pepino tuvieron una correlacién positiva
con la MOS, y con la diversidad de hongos. De éste modo, y en consonancia con el
texto precedente a éste, el estudio concluye que la MOS es clave para mantener la
fertilidad del suelo en horticultura intensiva, y que ésta se encuentra vinculada con la

composicion y diversidad de la comunidad fungica de los suelos. Asi mismo debe
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considerarse otro estudio reciente (Garcia-Raya et al., 2019), que tuvo como objetivo
evaluar la adicion de los restos vegetales del cultivo de tomate mediante la técnica de
biosolarizacion de suelos como fertilizante, para comprobar si se trataba de un soporte
nutritivo apto para desarrollar un cultivo de tomate comercial en un sistema de
produccion intensivo (produccién bajo invernadero), en comparacibn con una
fertilizacion exclusiva a base de fertilizantes minerales de sintesis. El estudio concluye
que, en un ciclo corto de tomate, la adicién de los restos vegetales frescos (i.e. 3,5
kg-m™) mediante biosolarizacion fue suficiente para alcanzar una produccion similar a
la alcanzada mediante fertilizacién inorgénica, sin encontrar tampoco diferencias en los
parametros de calidad de los frutos de tomate. A la luz de estos Gltimos resultados, la
aplicacion de restos de cosecha al suelo mediante biosolarizacion se postula como una
alternativa al manejo de los restos de cosecha procedentes de invernadero, ayudando a
solventar un problema ambiental actual de gran envergadura, y repercutiendo
favorablemente en la produccion y calidad de un cultivo horticola comercial.

Por todo lo anteriormente expuesto, resulta interesante conocer los efectos de la
adicién de restos vegetales frescos mediante biosolarizacion de suelos, sobre la
microbiota edafica, para determinar si la comunidad microbiana del suelo es

modificada.
1.2. Objetivos.

El objetivo general de los experimentos incluidos en este trabajo consiste en la
evaluacion de la incidencia de la técnica de biosolarizacion de suelos agricolas
empleando los restos vegetales del cultivo anterior de pimiento, sobre la microbiota
fungica y bacteriana, y los oomicetos del suelo, en funcién de las fechas y tiempos de
aplicacion. Para ello, los tratamientos de biosolarizacion se realizaron en dos
invernaderos, en diferentes fechas y con distintos tiempos de aplicacion. Con ello, se
pretende determinar, mediante identificacibn morfoldgica a escala de género, si la
comunidad fangica del suelo es modificada, y en el caso afirmativo, conocer en qué
sentido ocurre dicha modificacion. Para conseguir este fin, se han abordado los
siguientes objetivos especificos:

1. Cuantificacion e identificacién de la microbiota fangica antes de realizar los
tratamientos de biosolarizacién, inmediatamente a continuacion de los mismos, y a la

finalizacién de los cultivos comerciales desarrollados tras los tratamientos.
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2. Cuantificacion de la microbiota bacteriana antes de realizar los tratamientos de
biosolarizacion, inmediatamente a continuacion de los mismos, y a la finalizacién de los
cultivos comerciales desarrollados tras los tratamientos.

3. Evaluacién de la presencia de oomicetos antes de realizar los tratamientos de
biosolarizacion, inmediatamente a continuacion de los mismos, y a la finalizacién de los
cultivos comerciales desarrollados tras los tratamientos.
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2. Revision bibliografica.

2.1. El papel de la materia orgénica y la microbiota edafica en la fertilidad del

suelo.

El suelo esta constituido por una fraccion mineral y una fraccién orgénica, ésta
ultima constituida a su vez por materiales vivos y muertos de origen vegetal y animal
que conforman la materia organica del suelo (Fitz, 1980). En este sentido, es muy
importante considerar que la gran cantidad y diversidad de organismos habitantes del
suelo, lo convierten en un “ente vivo” (Tello et al., 2011). Por ello, el suelo debe
percibirse como un ecosistema complejo que presenta unas caracteristicas propias, y en
el que se producen una serie de procesos fundamentales debidos a las actividades
desempefiadas por el componente bidtico.

Tradicionalmente la salud del suelo se ha determinado mediante la cuantificacion de
propiedades fisicas y quimicas (componente abiotico), ignorando las propiedades
biologicas. Los organismos del suelo, sin embargo, actian como la fuerza vital del
ecosistema edéafico, siendo clave en los procesos reguladores del reciclaje de nutrientes
y la descomposicion de los residuos organicos (Pankhurst et al., 1997). En concreto, el
80-90% de la actividad biologica de los suelos es debida al componente microbiano
(bacterias y hongos, en su mayoria), que representa el 70-85% de la biomasa de los
organismos edaficos (Mijangos, 2009). Ademas, la actividad de la microbiota edéafica
afecta a las propiedades fisico-quimicas del suelo, que guardan una estrecha relacion
con los agregados del mismo.

Un claro ejemplo es su influencia en la formacién de agregados en el suelo,
mediatizada por diversos microorganismos edaficos que se estimula con la presencia de
particulas de materia organica que incrementan la actividad microbiana. De ésta
manera, la incorporacion de enmiendas organicas ricas en carbono labil provocan un
rapido incremento de la actividad microbiana, a la vez que un incremento en la
estabilidad de los agregados (Martens, 2000; Abiven et al., 2007). Debe tenerse en
cuenta que, la dinamica de formacion de los agregados puede estar asociada a un
conjunto particular de microorganismos dentro de la comunidad presente en el ambiente
suelo, y que este conjunto puede ser muy diverso, y a la vez especifico de las
condiciones concretas del sistema considerado. Esta complejidad queda patente en la
disparidad de resultados obtenidos en los trabajos cientificos que abordan esta relacion

(Drury et al., 1991; Carter et al., 1994; Chantigny et al., 1997) y que sugieren que la
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presencia y actividad de determinados grupos de microorganismos puede ser en si mas
importante que la dimension de la biomasa microbiana en su total. Junto con los
hongos, las bacterias también han sido identificadas como microorganismos implicados
en la formacion de agregados, atribuyéndoseles una posible intervencion en espacios a
distinta escala microscopica, dado que las proporciones de hongos y bacterias son
diferentes en agregados de distintos tamafos (Gupta y Germida, 1988).

Ademas de en la formacion de agregados, la microbiota edéfica y la materia organica
interviene en la retencién de nitratos. La mineralizacion del nitrdgeno presente en la
materia organica ocurre a través de los procesos de amonificacion y nitrificacion, tras
los cuales el nitrdgeno queda en forma de nitrato (NO3’) con elevada movilidad. Este
proceso depende de la cantidad y calidad de la materia organica no humificada, en
especial la relacion C/N, y se encuentra mediado por los microorganismos del suelo
(Haynes, 1986). De forma contraria, la inmovilizacion del nitrégeno, proceso inverso y
simultaneo a la mineralizacion, y mediatizado a su vez por la microbiota edafica
contribuye eficazmente al reservorio de nutrientes moviles del suelo como es el caso de
los nitratos. En relacion con lo anteriormente expuesto, Haynes (1986) menciona que
aproximadamente el 50% del N amonificado es inmovilizado por la biomasa
microbiana, atribuyendo los problemas por lixiviado de nitratos a la carencia o
alteracion de la fraccion microbiana del suelo, y en consecuencia con el contenido de
materia organica, que a su vez confieren fertilidad a las tierras cultivadas. Al respecto,
la carencia cronica de materia organica en el suelo tiene una relacion nitida con los
fendbmenos de nitrificacion. Por consiguiente, durante los periodos en los que la
actividad de los microorganismos y las demandas de los cultivos no son suficientes para
inmovilizar o retener el nitrégeno presente en el suelo, hay un mayor riesgo de
lixiviacion de nitratos por debajo de la zona radicular del cultivo. Asi, la aplicacién al
suelo de enmiendas organicas podria contribuir a minimizar problemas ambientales
producidos por la acumulacion y lixiviado de nitratos.

Una muestra evidente de la importancia e influencia de la adicion de enmiendas
organicas sobre la microbiota edafica, y en consecuencia, sobre la formacion de
agregados en el suelo y la retencion de nitratos, la encontramos en diversos estudios en
los que el aumento de biomasa fangica se producia de forma paralela al incremento de
ésteres metilicos de acidos grasos microbianos (i.e. biomarcadores FAMEs; Carrera et
al., 2007; Larkin et al., 2011; Schutter et al., 2001), asi como, incremento de las

poblaciones bacterianas tras la adicion de estiércol (Larkin et al., 2006).
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De ésta manera, la materia organica del suelo desempefia un papel decisivo en su
fertilidad, mejorando sus propiedades fisicas (estructura, penetracion y retencion de
agua), su capacidad de intercambio catidnico y sus propiedades coloidales, a la vez que
reduce su erosiobn y riesgo de lixiviados, incrementando la diversidad de
microorganismos que en el habitan (Bronick y Lal, 2005; Labrador, 2001; Marin-Guirao
et al., 2019; Plaster 2005, Rosen y Allan, 2007).

2.1.1. Indicadores de fertilidad del suelo y su relacion con los microrganismos del
suelo.

Los microorganismos son un vinculo crucial entre la disponibilidad de nutrientes del
suelo y la productividad de las plantas, y por lo tanto se consideran esenciales para
mantener, e incluso para mejorar, la fertilidad del suelo agricola y la produccion de
cultivos (Pankhurst y Lynch, 1995; Tikhonovich y Provorov, 2011; Watt, Kirkegaard, y
Passioura, 2006). Por estas razones, la riqueza de especies de microbios edaficos y la
diversidad puede ser un indicador razonable de la fertilidad del suelo en
agroecosistemas.

Entre los indicadores bioldgicos, las medidas que aportan informacién sobre la
actividad, diversidad y biomasa, de las comunidades microbianas edaficas presentan un
enorme potencial como indicadores de la calidad del suelo (Mijangos et al., 2006) y en
consecuencia de la fertilidad del mismo.

Como indicadores de actividad microbiana se encuentran las actividades enzimaticas,
las enzimas del suelo, en particular las oxidoreductasas e hidrolasas, desempefian un
papel fundamental en la evolucidn y procesos degradativos de la materia organica. La
materia organica adicionada puede potenciar la actividad microbiana y, en definitiva,
los niveles de actividad enzimatica (Hattori, 1988). Otros parametros son la respiracion
basal del suelo y el nitrégenos mineralizable. Este ultimo hace referencia a la capacidad
de los suelos para transformar compuestos organicos de nitrogéeno en formas minerales
como amonio Y nitrato, bajo condiciones 6ptimas de humedad y temperatura y en un
periodo de tiempo determinado (Keeney, 1982). Es por ello que este parametro es
considerado indicador de la fertilidad y productividad de los suelo forestales y agricolas,
asi como un indicador de la actividad y calidad de la materia organica del suelo.

En cuanto a indicadores de diversidad microbiana, en términos clésicos la
biodiversidad se ha descrito en funcion de dos componentes: (i) numero total de

especies presentes (riqueza o abundancia de especies) y (ii) distribucion de individuos
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entre especies (uniformidad o equitabilidad). El indice de Shannon es probablemente el
mas utilizado para medir la diversidad de especies.

En lo que se refiere a los indicadores de biomasa microbiana, esta la determinacion
del carbono de la biomasa microbiana. Segun Paul y Voroney (1989) la importancia de
su determinacién es debida al papel fundamental que juegan los microorganismos del
suelo en la retencion y liberacién de nutrientes y energia en el sistema suelo.
Ciertamente, la biomasa microbiana es la principal responsable de la descomposicion de
los residuos organicos, los ciclos de nutrientes y el flujo de energia dentro del
ecosistema suelo. Los niveles de biomasa microbiana de un suelo se ven afectados por
la cantidad y calidad de la materia orgénica. La biomasa microbiana responde con gran
rapidez a las alteraciones y condiciones de estrés causadas en el suelo por las
actividades humanas (Wardle, 1992).

2.1.2. Influencia de las préacticas agricolas en las comunidades microbianas del
suelo.

En el siglo XX, la humanidad movié montafias y se convirtio por primera vez en un
agente geologico importante. El suelo es el espacio en que hemos influido de manera
mas determinante: hemos degradado y hemos enriquecido el sustrato de la civilizacion,
de modo que algunos suelos no han tardado en perder cualquier capacidad de
produccién, mientras que otros parecen haber sido por fin capaces de generar, si no
cualquier cosa, al menos una gran cantidad de productos. (Hurtado, 2015)

La agricultura, tal y como se viene practicando en los paises mas desarrollados en sus
formas mas intensivas, es una actividad de enorme impacto ambiental que contamina el
aire y el agua, deteriora los suelos, reduce la biodiversidad, etc. (Boixadera y Teira,
2001).

En los agro-sistemas, el flujo de energia es alterado con la intervencién humana,
estableciendo un régimen de entradas de energia segin las necesidades externas al
sistema. A su vez, hay que afadir fuentes auxiliares de energia, que pueden ser de
origen animal, humano o combustible para asi, aumentar su produccion. De esta forma,
los agro-sistemas se transforman en sistemas abiertos no autosostenibles debido a que se
pierde una gran cantidad de energia que no queda acumulada en forma de biomasa para
consumo interno del sistema. Estos ‘nuevos’ sistemas agricolas (agro-industria) difieren

de los naturales en su estructura, su estabilidad y en su funcionalidad, siguiendo un
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gradiente que responde a la intensidad de la alteracion producida y a la capacidad del
medio para adecuarse y responder a esa alteracion. (Hurtado, 2015).

En los agro-sistemas el ciclo de nutrientes es minimo y una gran cantidad de
elementos son perdidos debido a las extracciones de la cosecha, que finalmente no son
repuestos. Unicamente, estas pérdidas son sustituidas por pequefios aportes externos que
no presentan una relacién adecuada ni en cantidad ni calidad. En este entramado de
ciclos, la microbiota edéafica, presenta una enorme importancia a la hora de determinar
el movimiento de nutrientes y su distribucién, pero ante este balance negativo entre
entradas y salidas de nutrientes orgénicos, fomentamos la disminucion de diversidad
microbiana. Por lo tanto, es de especial importancia favorecer las condiciones que
establezcan una riqueza microbiana en los agro-sistemas, debido a que, esta pérdida de
biodiversidad y reduccion de las interacciones troficas desencadena un panorama en el
que las poblaciones son raramente regulables y la gran simplificacion que lleva unida la
pérdida de biodiversidad, aumenta el problema de la aparicion de determinadas plagas y
enfermedades.

Por lo tanto, podemos establecer una relacion directa entre el manejo de las practicas
agricolas y la microbiota edafica de la explotacion. Rodriguez Molina (1996), estudid
las relaciones existentes entre el tipo de cultivo (cerezo, esparrago, tabaco, etc.) o
cubierta vegetal que soporta el suelo y las poblaciones de Fusarium que se encuentran
en el suelo. Dicho trabajo presenta las diferencias encontradas en las unidades
formadoras de colonia en funcion del cultivo. Los valores mas altos se encontraron en
cultivos de cerezo. Para el caso de las muestras de cultivo de tabaco, la que presenté un
valor mayor fue tomada de una parcela en la que se acababa de enterrar rastrojo como
enmienda organica. A su vez, suelos que habian presenciado rotacion de cultivos se
caracterizaban por tener una mayor diversidad de géneros fungicos.

Diversos trabajos han abordado el efecto de las préacticas agricolas en la comunidad
microbiana del suelo (Bonanomi et al., 2010; Pérez-Brandan et al., 2013). En todos
ellos se puede observar el efecto negativo presente en explotaciones intensivas con un
manejo de monocultivo durante mas de diez afios consecutivos, sin realizar aportes de
materia organica. Estos efectos negativos se traducen en una reduccion del carbono de
la biomasa microbiana (MBC por sus siglas en inglés), la estabilidad de agregados, asi
como el contenido en materia organica, imprescindible para un suelo saludable.
También se observaron aumentos en las incidencias de enfermedades en suelos donde se

practicaba monocultivo respecto a un sistema de rotacion y aumentos en la poblacion de
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agentes de biocontrol (Trichoderma spp., Gliocladium spp., Pseudomonas fluorescente)
en suelos rotatorios. Ademas, un estudio mas reciente (Marin-Guirao y Tello-Marquina,
2017) concluye la presencia del fendmeno de fatiga en un suelo que habia practicado el
monocultivo de pepino durante catorce afios, sin aplicacion alguna de materia organica
al suelo, mientras que el suelo que habia sostenido monocultivo de tomate durante mas
de diez afios, no expreso el efecto depresivo en planta asociado al fenémeno de fatiga,
posiblemente debido a que el productor incorporaba enmiendas orgéanicas de manera
reiterada en el tiempo. Otro estudio sobre el efecto que tiene el laboreo en la materia
orgénica del suelo, asi como en la microbiota flngica del mismo, elaborado durante
veintitrés afios consecutivos, demostr6 como el empleo del laboreo convencional
reducia considerablemente la cantidad de carbono orgéanico, repercutiendo, asi,
negativamente en la microbiota fungica, la cual depende de ella para su desarrollo en el
suelo (Handayani, 1996).

Asi mismo, los aportes de materia organica han sido propuestos como sistema de
control frente a enfermedades del suelo (Baker y Cook, 1974; Hoitink y Fahy, 1986). En
este sentido, se han obtenido diversos resultados asociados a la capacidad supresora de
enfermedades del suelo. Lumsden et al., (1983) para el caso de Aphanomyces euteiches,
Lodha (1995) obtuvo una disminucién en la presencia de Macrophomina phaseolina.
Papavizas y Davey (1960) para la especie Rhizoctonia solani. También se produjo una
supresion en otros géneros de hongos como Fusarium, Phytophthora, Pythium,
Sclerotinia y Sclerotium (Szczech, 1999; Szczech y Smolinska, 2001; McKellar y
Nelson, 2003; Lumsden et al., 1983; Noble y Covenry, 2005).

2.2. Biodesinfeccion de suelos: aplicacion de enmiendas organicas como medida de

desinfeccion de suelos agricolas.

La desinfeccion del suelo se practica en agricultura para controlar los patdgenos
edaficos. 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 reiteracion del mismo cultivo en el mismo suelo, lo que
provoca alteraciones en las caracteristicas biologicas, quimicas y fisicas del suelo.

Entre los distintos métodos de desinfeccion, la biodesinfeccion de suelos mediante la
incorporacion al suelo de enmiendas organicas, con o sin posterior acolchado plastico
(Katan, 1981; 1996), se presenta como una alternativa econdmicamente viable,

respetuosa con el medioambiente, que estd cada vez mas y mejor considerada, por su
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eficacia y por la creciente valoracion que la sociedad tiene acerca de la sostenibilidad de
los sistemas de produccion.

Cuando hablamos de biodesinfeccion del suelo debemos considerar tres conceptos:
biofumigacion, solarizacion y biosolarizacion (que combina la biofumigacion y la
solarizacion):

Biofumigacion.

Aunque en principio el término biofumigacion se referia Unicamente al efecto
biofumigante de los restos vegetales de la familia Brassicaceae, Bello et al. (1999,
2000) ampliaron el término y definieron la biofumigaciéon como “la accion de las
sustancias volatiles producidas en la biodegradacion de la materia organica en el manejo
de los patdgenos de las plantas”, asociando la actividad biofumigante a todo tipo de
materia organica (estiércol, restos de cosecha, abonos verdes, etc.) y residuos
agroindustriales (residuos de industria papelera, azucarera, etc.).

La materia organica, tras su incorporacion en el suelo, sufre un proceso de
biodegradacion en el que se producen multitud de reacciones que generan compuestos
que pueden resultar toxicos para los patdgenos edaficos (Lazarovits, 2004). Entre estos
compuestos destaca el amoniaco (NHs3) por ser uno de los més estudiados en el caso de
enmiendas organicas con alto contenido en nitrégeno, tales como estiércoles animales,
harinas de sangre, de huesos, y tortas de semillas de cultivos oleaginosos (Bello et al.,
1999, 2000).

Se basa en los mismos principios que los fumigantes convencionales, solo que, los
gases generados proceden de la descomposicion de la materia organica. Ademas,
también se producen reacciones de oxido-reduccién que tienen efectos nocivos sobre los
microorganismos patégenos o no (Block et al., 2000). Estos autores reportan que el
proceso vendria a quedar explicado asi: en un suelo recientemente inundado, la tasa de
consumo de oxigeno por parte de los microorganismos es mas alta que la difusion y los
microorganismos aerobios consumen todo el oxigeno, al agotarse éste, se reduce su
poblacion casi a cero y comienzan a aumentar los microorganismos anaerobios que
llevan a cabo la descomposicion de la materia organica utilizando compuestos oxidados
del suelo (6xidos de manganeso, nitratos, etc.) para su respiracién. La cantidad de
oxigeno va disminuyendo desde la superficie del agua hasta las capas profundas del
suelo. En la parte superior de un suelo cubierto por una ldmina de agua encontramos una
capa oxidada de suelo de mas o menos 1 cm de espesor, donde la difusién del oxigeno

es suficiente para el consumo de los microorganismos. Dentro de esta capa la
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concentracion de oxigeno en suelo no es constante, varia entre la saturacion en la
superficie hasta casi cero. Como resultado de estos procesos, suceden en el suelo
cambios de pH, disminucién del potencial redox y aumento de la conductividad
eléctrica (Kjaer, 1976).

Segun Bello et al. (2004), como consecuencia del proceso, incrementa el nimero de
nematodos sapréfagos, mejora las caracteristicas del suelo y la nutricién de la planta y
se producen una secuencia de cambios microbiolégicos, con una proliferacion de
microorganismos inicial que depende de los recursos afiadidos.

Solarizacion.

La solarizacion se define como la desinfeccion hidrotérmica del suelo empleando
energia solar para calentarlo, previamente humedecido y cubierto con una lamina de
polietileno transparente, en los meses de mayor calor durante un periodo que puede
oscilar entre las 4 y 6 semanas, en funcion de la latitud (Cenis, 1988; Perdomo et al.,
2000).

Su uso, apuntan, esta especialmente indicado en el area mediterranea donde los
meses de verano son secos Yy Se alcanzan temperaturas elevadas.

Con este método, Basallote et al. (1994), aseguran que se consigue una desinfeccion
del suelo que inactiva térmicamente o debilita muchos organismos del mismo. Sin
embargo, otros organismos, con frecuencia, de naturaleza saprofitica, sobreviven al
proceso y colonizan el suelo evitando la facil reinfestacion que se provoca cuando se
crea un vacio biolégico con métodos mas drasticos como la desinfeccidon 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 resultados se
obtienen cuando se da un pase de disco a 25 cm de profundidad. A continuacién, se
colocan las mangueras de riego y se extiende el plastico transparente (generalmente de
0,05 mm) sobre la superficie del suelo procurando que quede bien sellado evitando asi
flujos de aire que pudieran reducir la temperatura 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 cuatro semanas (Guerrero et al., 2004).

Segun Basallote et al. (1994), el polietileno transparente (PE) es, por sus
caracteristicas técnicas (gran transparencia a la radiacion solar y escasa transparencia a
la radiacién del suelo, flexibilidad, resistencia y durabilidad) y econdmicas, el mas
adecuado para la solarizacion, bastando laminas finas (25-50 um), menos costosas por

SU menor peso.
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A pesar de que son numerosos los estudios que han demostrado la eficacia de la
técnica frente a multitud de patdgenos edéficos (Katan y Devay, 1991), su alta
dependencia de las condiciones climaticas hace que su aplicacién quede restringida a
zonas con climas aridos en los que se registran altas temperaturas y elevada radiacion
solar (Chellemi et al., 1994).

Biosolarizacion (biofumigacion + solarizacion)

La combinacion de solarizacion con la aplicacion de enmiendas organicas ejerce un
efecto sinérgico cuya eficacia supera a la obtenida cuando ambas técnicas son aplicadas
por separado. Los mecanismos a través de los cuales la eficacia de la biosolarizacion se
ve aumentada se podrian resumir como sigue: la lamina de pléstico, ademas de
aumentar la temperatura del suelo, actia como una barrera que retiene los gases que se
producen durante la biodegradacion de la materia organica aumentando, por tanto, el
tiempo de exposicion de los patdgenos edaficos a los compuestos volatiles. Por otro
lado, las altas temperaturas actuan de diferente forma: (i) produciendo un efecto letal o
subletal en los patdgenos, (ii) acelerando el proceso de biodegradacion, (iii) aumentando
la presion de vapor de los compuestos volatiles 1o que permite que estos profundicen
mas en el suelo, y (iv) aumentando la concentracion de amoniaco, ya que temperaturas
por encima de 30°C disminuyen la actividad de las bacterias nitrificantes, la tasa de
nitrificacion y el pK, del amoniaco (9,3 a 24°C y 8,5 a 50°C) (Gamliel et al., 2000; Oka
2010).

La combinacion de solarizacién con enmiendas organicas ha sido aplicada con éxito
en el control de un amplio rango de patogenos edaficos, desde hongos (Gamliel y
Stapleton, 1993; Ozores-Hampton et al., 2005) hasta nematodos (Oka et al., 2007),
obteniéndose resultados satisfactorios incluso en zonas de clima templado (Chellemi et
al., 1997; Coelho et al., 1999).

El término Biodesinfeccion se utilizo por primera vez en el informe del Comité para
la Busqueda de Alternativas al BrMe (Methyl Bromide Technical Options Committee,
MBTOC, 2007) apareciendo como una tecnologia no quimica para el control de
enfermedades de cultivos en fincas pequefias, y equiparandolo a la biofumigacion.
Aunque la biofumigacion ha sido propuesta como un método bioldgico, en definitiva se
basa en el control quimico ya que son los productos resultantes de la degradacién de la
materia organica los responsables de ese control. Sin embargo, la materia organica no es
toxica por si misma, sino que contribuye una fuente importante de nutrientes para los

microorganismos saprofitos del suelo. De hecho, la aplicacion de enmiendas organicas
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promueve un aumento significativo de muchas poblaciones microbianas del suelo,
mientras que las poblaciones de los organismos fitopatdgenos decrecen sustancialmente.
Este efecto es muy diferente al que ocurre en el suelo tras la aplicacion de un fumigante
de amplio espectro como pude ser el BrMe. Es por esto que el MBTOC considera que el
termino biodesinfeccion, es mas apropiado que el de biofumigacion, basandose en el
hecho de que los procesos generados tras la aplicacion de la materia organica no son
letales frente a todos los organismos del suelo, sino que ejercen una accion selectiva
frente a ciertas poblaciones microbianas.

Por tanto, la biodesinfeccion del suelo, mediante la incorporacién de enmiendas
orgénicas y la consiguiente aplicacion o no de una cubierta plastica, tiene el potencial de
aumentar el control de los patégenos edaficos y/o disminuir la incidencia de
enfermedades de los cultivos a través de una variedad de mecanismos que incluyen el
control quimico (biofumigacion) y el control biolégico (Mazzola, 2004). Por un lado, el
control quimico, como se ha mencionado con anterioridad, viene mediado por la
produccién de compuestos toxicos procedentes de la biodegradacion de la materia
organica que puede ocurrir tanto en condiciones aerobicas como anaerdbicas. Por otro
lado, en el control biologico juega un papel fundamental la microbiota edafica que se ve
estimulada por la aplicacion de una fuente importante de nutrientes en la materia
organica, y que contribuye a aumentar la capacidad supresora del suelo mediante
mecanismos de control bioldgico. Estos son aspectos que aun necesitan ser abordados
bajo la compleja perspectiva que el espacio microscopico en que se desarrollan los
microorganismos requiere, y con la profundidad en que el grado de interaccién de estos
seres demanda. Asi son necesarios mas estudios que comiencen a enfocar los objetivos,
en aspectos tales como la evaluacion del efecto de la incorporacién de distintas
enmiendas organicas sobre distintas fracciones de la microbiota edafica, asi como su
efecto en funcion de la cantidad adicionada, continuando con el extenso campo de
estudio sobre la funcionalidad de éstos en el sistema suelo-fertilidad-planta, y en
definitiva llegar a descifrar los verdaderos servicios que benefician a la fertilidad del

suelo con su consiguiente mejora en el desarrollo de los cultivos.

2.3. Estudios precedentes del grupo de investigacion Produccién Vegetal en
Sistemas de Cultivos Mediterraneos (AGR200) de la Universidad de Almeria.

El grupo de investigacion de la Universidad de Almeria AGR200, en los ultimos

afios ha realizado un amplio namero de estudios enfocados a la evaluacién del efecto de
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diversas enmiendas organicas sobre el rendimiento de cultivos bajo invernadero, asi
como, sobre algunas fracciones de la microbiota edafica (i.e. hongos, bacterias,

oomicetos) de suelos cultivados.

2.3.1. Estudios sobre la repercusion de la adicion de materia orgénica en la
microbiota edéfica de suelos de cultivos de alto rendimiento.

En su Proyecto Fin de Carrera, Torrecillas (2016) evalu6é el comportamiento de la
diversidad y densidad de la microbiota edéfica durante un ciclo de cultivo de tomate, en
un suelo arenado, tras la aplicacion de diversas materias organicas mediante las técnicas
de biofumigacion y biosolarizacién. Para ese fin, llevd a cabo la cuantificacion e
identificacion de la microbiota fUngica, la cuantificacion de la microbiota bacteriana, asi
como, la evaluacion de la presencia de oomicetos. Los resultados de éste estudio
sugerian que, ambas técnicas de biodesinfeccion (biofumigacion y biosolarizacion)
tenian efecto desinfectante frente a hongos, bacterias y oomicetos. Del mismo modo, se
planteaba la hipotesis de que el suelo arenado podia hacer el papel del plastico en
solarizacién actuando como desinfectante del suelo aun sin aporte de materia organica,
ya que en los suelos de los tratamientos que no recibieron aportes organicos ni tampoco
solarizacién, también se produjo un descenso de la microbiota evaluada. Por otro lado,
los géneros de hongos presentes de manera continua en todos los muestreos realizados a
lo largo del cultivo fueron Aspergillus spp., Cladosporium spp., Fusarium spp y
Penicillium spp. Este estudio no encontré una interpretacion a las variaciones de la
microbiota fingica y bacteriana a lo largo del cultivo de tomate.

Pérez (2014) en su trabajo fin de carrera evalud el comportamiento de la microbiota
fungica, bacteriana y oomicetos del suelo durante un ciclo de cultivo de sandia, en el
mismo suelo arenado que Torrecillas (2016), tras la aplicacion de diversas materias
organicas mediante las técnicas de biofumigacion y biosolarizacién y precedido de un
ciclo corto de tomate. Las conclusiones de este trabajo se presentan a continuacion:

La entrada del cultivo incrementd, de forma generalizada, el nimero de Unidades
Formadoras de Colonia (UFC) de hongos, asi como el niUmero de géneros aislados para
todos los suelos muestreados

La densidad de poblacién bacteriana se incrementd progresivamente a lo largo del
cultivo de sandia, alcanzando de manera generalizada mayores valores de UFC tras el

cultivo en comparacion con los valores obtenidos en estudios de muestreos previos.
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Tras finalizar el cultivo, la presencia de oomicetos se increment6 en todos los suelos
analizados. Los resultados sugieren que la raiz de las Cucurbitaceas, y en concreto de la
sandia, pueden tener capacidad multiplicadora de Pythium spp.

No se encontr6 una interpretacién a las variaciones de la microbiota fangica y
bacteriana a lo largo del periodo considerado. No se encontrd relacion ni con el régimen
de riego, ni con el abonado, ni con otras practicas culturales a lo largo del cultivo.

En la misma linea de trabajo, Ruiz (2017) evallo, a lo largo de dos ciclos largos de
cultivo de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) tipo rama cv. Pitenza, el efecto sobre
los microorganismos edaficos (i.e. hongos, bacterias y oomicetos) de la incorporacién
mediante biosolarizacion de restos vegetales de plantas de tomate a distintas dosis,
acompafiado en algunos tratamientos con Biofence® (pellets de Brassica carinata), asi
como un tratamiento fertirrigado y un tratamiento control que tan solo recibia agua
durante los cultivos. Las conclusiones de éste trabajo fueron las que se exponen a
continuacion:

La aplicacion de materia organica aumento las poblaciones de bacterias, hongos y
microbiota fusarica en el suelo.

A lo largo del desarrollo del cultivo se recompuso la microbiota edéafica tal y como
antes de ser aplicada la desinfeccion en el suelo.

La biosolarizacion y la solarizacion disminuyen la presencia de microorganismos en
el analisis llegando al cero analitico para los hongos del género Fusarium.

La aplicacion de la materia organica aumento el contenido de materia organica en el
suelo, aunque no tanto como era esperable, pero aparentando tener una correlacion con
el aumento de la microbiota del suelo.

En éste sentido, y de acuerdo con los resultados obtenidos en los trabajos mostrados
anteriormente, Hurtado (2015) evaluo la diversidad fungica y el contenido en materia
organica de 44 suelos de invernadero que sostienen cultivos de pepino y de tomate en la
provincia de Granada, con objetivo de encontrar una relacion entre la materia organica
del suelo y la diversidad fangica que contiene. El estudié concluyé que a mayor
contenido de materia organica en el suelo, la densidad y diversidad de géneros fangicos
era también superior. Tanto en suelos enmendados con materia organica, como en
suelos no enmendados se repitieron una serie de géneros fangicos (Aspergillus sp.,
Acremonium sp., Cladosporium sp., Fusarium sp., Mucor sp. y Penicillium sp.).

En otro estudio, Marin-Guirao y Tello-Marquina (2017) consideraron el suelo de dos

invernaderos, en los que durante mas de 14 afios se venia practicando el monocultivo

28



Eficacia de la biodesinfeccion de suelos de invernadero de Almeria sobre la microbiota edafica, en funcion de las fechas
y tiempos de aplicacion.

reiterado de pepino y tomate, respectivamente. Ademéas del tipo de cultivo que
sostenian, la principal diferencia radicaba en que, en el primer caso (i.e. suelo de
invernadero con monocultivo de pepino) el suelo nunca habia recibido ningin aporte
orgénico, mientras que el suelo del invernadero con monocultivo de tomate recibia
aportes de estiércol y restos de cosecha todos los afios. En éste estudio los autores
evaluaron tanto el contenido en Materia Orgénica (MO) de los suelos, como su
microbiota edéfica (i.e. hongos, bacterias y oomicetos) y el vigor de plantulas de tomate
y pepino crecidas en cdAmara de ambiente controlado. Los resultados muestran un mayor
contenido de MO en el suelo del monocultivo de tomate, en conjunto con una mayor
densidad de hongos y diversidad de géneros fungicos. Ademas, las plantulas crecidas en
éste suelo mostraron un vigor significativamente mayor para las dos especies horticolas
evaluadas.

Asi mismo, la adicion de mostaza + rabano + estiércol + restos del cultivo anterior
(incluidas plantas enfermas por Fusarium oxysporum f.sp. radicis cucumerinum)
mediante biosolarizacion, en el suelo del monocultivo de pepino que nunca habia
recibido enmiendas organicas, incremento los niveles de MO, asi como la cantidad de
hongos contenidos en el suelo y el vigor de las plantas crecidas en el mismo.

En conclusidn, los resultados mostraron que el sindrome de fatiga del suelo aparecid
en el suelo con bajo contenido en MO, que fue a la vez el que mostré menor densidad y
diversidad de poblacion fangica. Para los suelos de monocultivo de tomate y de pepino
contemplados en este estudio, la adicién de materia organica fresca parece reconstituir
su capacidad productiva, y con ello mitigar los efectos de la fatiga y el monocultivo.

Asi mismo, otro estudio recientemente publicado (Marin-Guirao et al., 2019), en el
que se consideraron 40 suelos de invernadero de la provincia de Granada en los que se
habian llevado a cabo monocultivos, bien de tomate o de pepino, durante al menos 10
afios consecutivos, y en los que no habia uniformidad en el manejo de la MOS, muestra
que los principales parametros de vigor de las plantas de tomate y pepino tuvieron una
correlacién positiva con la MOS, y con la diversidad de hongos.

En la misma linea de investigacidn, en el estudio de Martinez (2018) se muestrearon
19 invernaderos de una misma finca con la finalidad de adquirir una mayor
comprension y conocimiento, de como influye la MO en la comunidad fangica del suelo
perteneciente al género Fusarium, y de qué manera ambos factores impactaban en el
desarrollo y el vigor de plantas horticolas. El estudio concluye que el vigor de las

plantulas de pepino crecidas sobre los suelos estudiados y mantenidas en cdmara de
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ambiente controlado, estuvo en funcion del contenido en MO. Sin embargo, en este
caso, mientras los suelos mostraron una elevada correlacién entre su contenido en MO y
el contenido en los tres macronutrientes primarios de las plantas (i.e. Nitrégeno, Fosforo
y Potasio), y aunque en todos los suelos muestreados hubo presencia de hongos del
género Fusarium, la densidad y diversidad de hongos del género Fusarium no estuvo en
funcién de la MO del suelo. En este estudio debe considerarse que, el manejo de suelo,
y concretamente la gestion de la MO, en la finca en la que se incluian los suelos
muestreados era uniforme en todos ellos, realizando incorporaciones de estiércol de
manera reiterada en el tiempo, y por tanto no se apreciaron grandes diferencias en el
contenido de MO de los suelos considerados. Como complemento, y de acuerdo con los
analisis multivariantes aplicados el estudio, la comunidad fungica del género Fusarium
presente en los suelos con menor contenido en MO (i.e. %MO<2,0) mostré diferencias

con las comunidades de los suelos con contenidos superiores en MO.

30



MATERIALES Y METODOS







Eficacia de la biodesinfeccion de suelos de invernadero de Almeria sobre la microbiota edafica, en funcion de las fechas
y tiempos de aplicacion.

3. Materiales y métodos.
3.1. Localizacion y descripcion de los invernaderos.

El trabajo fue realizado en dos invernaderos situados en el término municipal de
Berja (Almeria). Los dos invernaderos, denominados Invernadero 1 e Invernadero 2 en
adelante, presentaban una estructura del tipo “raspa y amagado” (Valera et al., 2017)
que son los mas comunes en la zona, y una superficie de 2,54 y 2,19 ha
respectivamente. En estos invernaderos se desarrollan cultivos al amparo del
Reglamento (CE) 834/2007 sobre Agricultura Ecoldgica y que, ademas, cumplen las
normas de Produccion Biodindmica que establece Demeter Internacional. Se trata de
suelos desnudos en su totalidad, que reciben todos los afios aportes de materia organica
a partir de la adicion de estiércol, que es incorporado al suelo mediante labor superficial

con rotovator.
3.2. Disefio experimental.

Los tratamientos experimentales se correspondieron con diferentes dosis de restos
vegetales que fueron incorporados en los tratamientos de biodesinfeccion (i.e.
biosolarizacion). Ademas, se considerd un tratamiento en el que se incorporaron las
enmiendas cominmente adicionadas en la finca, y un tratamiento control en el que no se
adiciond ninguna enmienda organica. Se ensayaron un total de 6 tratamientos:

TO: Sin aporte de enmiendas organicas.

T1: Abonado organico de fondo cominmente empleado en la explotacién= 5kg m™

estiércol + 0,1 kg m™ harina de pluma

T2: Biodesinfeccion con restos de cosecha a razon de 2,5 kgrm™

T3: Biodesinfeccion con restos de cosecha a razon de 5,0 kgrm™

T4: Biodesinfeccion con restos de cosecha a razén de 7,5 kg-m™

T5: Biodesinfeccion con restos de cosecha a razon de 10 kgrm™

Los tratamientos presentaron 4 repeticiones, a excepcion del tratamiento control (T0)
que contd con 5 repeticiones (Ver Figura 1). Este disefio experimental se realiz6 con la
intencién de poder contrastar los resultados de los tratamientos de biodesinfeccion
independientemente de su localizacion en el invernadero. La distribucion de los
tratamientos fue totalmente al azar.

Las parcelas experimentales tuvieron una superficie de 25 m?, a excepcién de las
parcelas control (TO) que tuvieron una superficie de 50 m? para evitar el posible “efecto

borde” de los tratamientos con restos organicos, ocupando asi un total de 750 m? en
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cada uno de los invernaderos experimentales. En el Invernadero 1, en el que se
desarroll6 un cultivo de pepino tras los tratamientos, cada unidad experimental presentd
1 linea de cultivo de 30 plantas. mientras que, en el invernadero 2 en el que se
desarrollé un cultivo de pimiento tras los tratamientos, la parcela experimental presento

2 lineas de cultivo pareadas con un total de 50 plantas.
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Figura 1. Distribucion de los tratamientos en los invernaderos 1 (A) y 2 (B).
3.3. Realizacion de los tratamientos de biodesinfeccion.

Las distintas enmiendas organicas fueron aplicadas mediante tratamientos de
biosolarizacion (Figura 2). Se realizo el triturado del material vegetal con una picadora
de martillos (Figura 2A) y se reparti6 de forma homogénea en las parcelas
experimentales por medio de rastrillos (Figura 2B y C). Del mismo modo, se aporté el
abonado de fondo en la parcela correspondiente al tratamiento T1 que se repartid,

igualmente haciendo uso de rastrillos, de forma homogénea. A continuacion, se realiz6
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la incorporacion al suelo del material mediante labor superficial con rotovator, dando un
pase cruzado, primero en perpendicular a la situacién de las lineas de cultivo, y
finalmente en paralelo a las mismas. Seguidamente se colocaron las lineas portagoteros,
que fueron revisados para su correcto funcionamiento y de esta manera asegurar un
riego uniforme, y se procedié a la puesta de la cubierta plastica haciendo uso de un
polietileno transparente de 100 galgas (Figura 2D). Por ultimo, se dio un riego de 8

horas (35,2 I/m?) que dio comienzo a los tratamientos.

Figura 2. Proceso de incorporacion de los restos vegetales mediante biosolarizacién. Triturado
del material (A), distribucion (B), homogenizacién (C) y puesta de cubierta plastica (D).

3.3.1. Fechas de los tratamientos.

*Invernadero 1. Inicio de la biodesinfeccion: 19 de Abril de 2017; Fin
biodesinfeccion: 30 de Junio de 2017 (72 dias de tratamientos de biosolarizacion).
*Invernadero 2. Inicio de biodesinfeccién: 4 de Abril de 2017; Fin biodesinfeccién: 5

de Mayo de 2017 (31 dias de tratamientos de biosolarizacion).
3.4. Material vegetal.

Tras los tratamientos de biosolarizacion, los cultivos que se desarrollaron en los

invernaderos fueron:
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-Invernadero 1: Pepino (Cucumis sativus) cv. Pradera (Rijk Zwaan) “tipo
Almeria”/“holandés” con una densidad de plantacion de 12000 plantas/ha. El trasplante
se realizo el 20 de Julio de 2017, y el cultivo se mantuvo hasta el 1 de Diciembre de
2017.

-Invernadero 2: Pimiento (Capsicum annuum) cv. Celaya (Enza Zaden) “california
amarillo” con una densidad de plantacion de 20000 plantas/ha. El trasplante se realizo el

15 de Mayo de 2017, y el cultivo se mantuvo hasta el 13 de Marzo de 2018.
3.5. Muestreos de suelo.

Para las distintas evaluaciones microbioldgicas se tomaron muestras de suelo en 3
momentos diferentes a lo largo de la experimentacion.

- M1: Antes de las biodesinfecciones (22/02/17)

- M2: Después de las biodesinfecciones (Invernadero 1: 30/06/17; Invernadero 2:

05/05/17)

- M3: Tras finalizar el ciclo de cultivo de pepino (Invernadero 1: 01/12/17) y de

pimiento (Invernadero2: 13/03/18).

En el muestreo M1 se tomd una Unica muestra de la zona o parcela donde se iban a
realizar los ensayos. En los muestreos M2 y M3, las muestras fueron tomadas en todas
las repeticiones del tratamiento Control (T0O), mientras que del resto de tratamientos (T1,
T2, T3, T4 y T5) se cogieron de tres repeticiones (R1, R2 y R3). Las muestras, de
aproximadamente 5,0 kg, se tomaron a una profundidad de 0 a 30 cm, empleando para
ello una pala (Figura 3A) que fue desinfectada entre muestra y muestra flameandola con
alcohol. Los muestreos se realizaron en las lineas de cultivo situadas en el centro de la
unidad experimental para evitar el posible “efecto borde” entre tratamientos. Cada
muestra estuvo compuesta por 3 submuestras que se mezclaron para su correcta

homogeneizacion.

3.6. Evaluacion de la microbiota fingica, bacteriana y oomicetos.

3.6.1. Preparacion de las muestras para el analisis microbiolégico.

Siguiendo las indicaciones de Tello et al. (1991) las muestras fueron sometidas a un
proceso de secado, triturado y tamizado.

Para proceder al secado de las muestras, estas fueron depositadas en recipientes de
plastico colocados en el laboratorio a temperatura ambiente (Figura 3B). Una vez secas

se procedia a su triturado, llevado a cabo con un mortero de porcelana donde se
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deshacia cualquier terron y se eliminaba cualquier tipo de piedra de didmetros mayores.
Finalmente se tamizaba usando un tamiz de 0,2 mm de luz (Figura 3C). Entre cada
muestra cualquiera de los utensilios usados en dichos procesos eran desinfectados
mediante flameado con alcohol.

Figura 3. Recogida de muestras de suelo(A), secado de las muestras en el laboratorio (B) y
tamizado de las muestras (C).

3.6.2. Métodos analiticos

Microbiota total (hongos y bacterias). Método de las diluciones sucesivas (Tello et al.

1991).

De cada muestra de suelo ya tamizada, se afiadieron 10 g a un matraz Erlenmeyer

con 90 ml de agua estéril. Se agitd manualmente para homogeneizar la suspension y se
tomaron, con una pipeta 5 ml que fueron incorporados a un frasco con 45 ml de agua
estéril conformando la dilucién de rango 107 (Figura 4A). De esta nueva dilucion, se
cogieron 5 ml y se afiadieron a otro frasco con 45 ml de agua estéril; de esta forma se
obtiene la dilucién 10, Se prosiguié hasta el nivel de dilucién deseado de manera que
las muestras de suelo quedasen bien representadas para una correcta lectura e
identificacion de la microbiota (Figura 4B).

Una vez que las diluciones estuvieron ya preparadas, se analizaron 10 ml repartidos
en 10 placas de Petri a razon de 1 ml/placa. La operacién se desarrolla asi: con una
pipeta estéril de 1 ml se toma ese volumen y se afiade a una placa de Petri estéril. A
continuacion, se afiade a cada placa de Petri 10 ml de medio agar-malta acidificado
fundido (10 g de Agar y 10g de Malta en 1000 ml de agua esterilizados en autoclave 30
minutos a 120°C, a lo que se le afiaden al enfriarse hasta 42-43°C, 0.25 g de &cido
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citrico por 1.000 ml de agar-malta). Con unos suaves movimientos, se uniformiza el
suelo en el volumen agregado de medio.

Por ultimo, estas placas de Petri que contienen las muestras diluidas a analizar se
incuban en el laboratorio a temperatura ambiente durante 4-7 dias antes de proceder al
conteo e identificacion a escala de generos (Ellis 1971; Barnett y Hunter 1972) de las
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de hongos (Figura 5), asi como al conteo de

de bacterias totales presentes en cada repeticion, crecidas en cada una de las placas.

Figura 4. Proceso de realizacion de las diluciones sucesivas con muestras de suelo. Adicion de
muestra en agua estéril (A) e imagen de las diluciones finales (B).

Figura 5. Placas de Petri empleadas en los analisis de microbiota total (hongos y bacterias) (A)
y expresion analitica de la microbiota fungica de una de las muestras de suelo analizadas(B).

Presencia de Oomicetos. Método de trampas vegetales.

Se usaron pétalos inmaduros de clavel. Se realizaron 5 repeticiones de cada muestra
para cada uno de los muestreos realizados. Las repeticiones contenian 5 pétalos de
clavel (Figura 6A). La incubacion se realizo en el laboratorio a temperatura ambiente
durante 4-5 dias (Figura 6B). Transcurrido el tiempo indicado, se procedi6 a la
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identificacion morfolégica de oomicetos pertenecientes a los géneros Pythium spp. y
Phytophthora spp. de acuerdo con Van der Plaats- Niterink (1981) y Gallegly y Hong
(2008), respectivamente, determinando presencia o ausencia de oomicetos en cada una
de las repeticiones, para ello se considerd presencia cuando se encontraron oomicetos en
al menos uno de los pétalos. Los resultados se expresan, para cada uno de los muestreos

realizados, en % de repeticiones con presencia de oomicetos.

Figura 6. Detalle de placa de Petri con muestra de suelo y pétalos de clavel inmaduros (A) e
incubacion de muestras para su posterior lectura (B).

3.7. Analisis de datos

Los resultados de cada una de las fracciones microbianas evaluadas (hongos,
bacterias y oomicetos), y para cada uno de los muestreos realizados (antes y después de
los tratamientos, y al finalizar los cultivos), son mostrados en primer lugar como
resultados individuales de cada unidad experimental.

Para comparar diferencias entre los tratamientos realizados, se realizaron analisis de
la varianza (one-way ANOVA) para cada una de las variables evaluadas (densidad y
diversidad de géneros de la comunidad fangica, densidad de bacterias, y presencia de
oomicetos) y para cada momento de muestreo (antes y después de los tratamientos, y al
finalizar los cultivos). A continuacion se empleo el test de las minimas diferencias
significativas de Fisher al 95% de confianza para la comparacion de las medias. El
paquete estadistico usado fue Statgraphic Centurion XVI.I (Manugistic Incorporate,
Rockville, MD, USA) para Windows.
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4.Resultados.

En este punto se presentan los resultados de las evaluaciones microbioldgicas
realizadas. Los resultados se muestran en dos apartados diferenciados segin el momento
en el que fueron tomadas las muestras. En el primer apartado se presentan los resultados
concernientes a las evaluaciones realizadas con muestras de suelo tomadas antes de
realizar los tratamientos, para asi conocer la situacion inicial en cada uno de los
invernaderos. En el segundo apartado se presentan los resultados puntuales
concernientes a las evaluaciones realizadas con muestras de suelo de los dos
invernaderos, tomadas después de los tratamientos y al finalizar el cultivo, en cada caso,
para asi conocer los efectos de los tratamientos sobre las fracciones microbianas
evaluadas. Asi mismo, en este segundo apartado se presenta la variacion de la
microbiota edafica evaluada (i.e. hongos, bacterias y oomicetos) a lo largo del ensayo.
De esta manera, los resultados de las distintas fracciones microbianas evaluadas se

muestran por separado para cada Invernadero.

4.1. Microbiota edafica (hongos, bacterias y oomicetos) en los Invernaderos 1y 2

antes de la realizacion de los tratamientos de biodesinfeccion.

La Tabla 1 muestra los resultados del indculo de microbiota total (hongos y
bacterias) en las muestras de suelo de los dos invernaderos al inicio de los ensayos.

El muestreo inicial realizado en los dos invernaderos muestra diferencias de densidad
total de hongos, mientras que los valores de densidad de bacterias se muestran cercanos.
Esto suele ser normal cuando se analiza la microbiota del suelo, pero debe considerarse
que en los dos invernaderos las poblaciones de hongos y bacterias estuvieron dentro de
la misma orden de magnitud.

Si atendemos a los géneros de hongos encontrados (Tabla 1), el numero total de
géneros identificados es practicamente similar en ambos invernaderos, siendo
identificados catorce géneros en el Invernadero 1y quince en el Invernadero 2. En total,
se han identificado 19 géneros diferentes, incluidas otras Unidades Formadoras de
Colonia (UFC), que por ausencia de estructuras sexuales necesarias para Su
identificacion morfoldgica, han sido consideradas como géneros “no identificados”. Al
respecto, encontramos 10 géneros fungicos comunes en ambos suelos (i.e. Acremonium
spp, Aspergillus spp, Cladosporium spp, Fusarium spp, Geotrichum spp, Histoplasma
spp, Penicillium spp, Stachybotrys spp, Trichoderma spp. y “no identificado”), 4

géneros flangicos presentes en el Invernadero 1 pero no en el Invernadero 2 (i.e.
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Botryotrichum spp, Botrytis spp, Drechslera spp, Mucor spp.), ¥ 5 géneros fungicos
presentes en el Invernadero 2 pero no en el Invernadero 1 (i.e. Alternaria spp,
Cylindrocarpom spp, Gliocladium spp, Humicola spp, Stemphylium spp.).

En ambos suelos, los hongos identificados pertenecientes al género Aspergillus spp.
son los que mayor densidad de poblacién presentan (Tabla 1).

Tabla 1. Cuantificacion del indculo de microbiota total (hongos y bacterias) en las muestras de
suelo de los dos invernaderos al inicio de los ensayos (UFC-gsuelo).

Invernaderol Invernadero 2

BacteriasTotal 11,25+2,36 10,40+5,18

Hongos Total 112,60+£15,01  45,20+11,45

Géneros fangicos 10* UFC/g"

Acremonium spp. 3,40+0,89 5,2045,40

Alternaria spp. 0,20+0,45

Aspergillus spp. 79,20+11,76 11,40+4,39

Botryotrichum spp. 0,80+1,10

Botrytis spp. 0,20+0,45

Cladosporium spp. 3,60£2,70 4,00+4,36

Cylindrocarpom spp. 0,20+0,45

Drechslera spp. 1,00+1,00

Fusarium spp. 2,00+1,00 5,20+3,70

Geotrichum spp. 0,20+0,45 0,60+1,34

Gilmaniella spp.

Gliocladium spp. 0,40+0,89

Nigrospora spp.

Histoplasma spp. 1,00+1,41 4,20£1,10

Humicola spp. 1,00+1,22

Mucor spp. 2,20+2,17

Penicillium spp. 3,40+1,67 3,80+2,59

Phoma spp.

Rhizopus spp.

Stachybotrys spp. 1,80+0,84 1,20+1,30

Stemphylium spp. 0,20+0,45

Trichoderma spp. 1,40+0,89 1,00+1,41

Torula spp.

No Identificado 1,80+1,10 1,40+1,14
Total Géneros 14 15

La Tabla 2 muestra el porcentaje de presencia de oomicetos en las muestras de suelo
de los dos invernaderos al inicio de los ensayos. Debe destacarse que en ambos casos
hubo presencia de oomicetos pertenecientes al género Pythium sp. y que en ninguno de
ellos se detectd la presencia de Phytophthora spp. En el Invernadero 1 hubo presencia
de Pythium sp. en la totalidad de las muestras analizadas, mientras que en el

Invernadero 2 la presencia fue de un 66,6% (Tabla 2).
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Tabla 2. Presencia de oomicetos en las muestras de suelo de los dos invernaderos al inicio de
los ensayos.

% presencia

Muestra Pythium sp. Phytophthora
Invernadero 1 100,0* --
Invernadero 2 66,6* -

4.2. Efecto de los tratamientos de biodesinfeccién sobre la microbiota edafica
(hongos, bacterias y oomicetos). Microbiota edafica tras los tratamientos de
biodesinfeccion, al finalizar los cultivos comerciales y variacién a lo largo del

ensayo.
Los resultados se muestran por separado para cada Invernadero.
4.2.1. Invernadero 1

Se muestran los resultados de las distintas fracciones microbiologicas evaluadas por
separado, en funcién del momento en el que se tomaron las muestras de suelo, asi como
la variacion a lo largo del ensayo.

Microbiota edafica (hongos, bacterias y oomicetos) tras los tratamientos de
biodesinfeccion.

Después de los tratamientos realizados la microbiota total (hongos y bacterias)
disminuye de forma generalizada en cantidad (descenso en una orden de magnitud; de
10* UFC/g a 10°® UFC/g) y en diversidad. La disminucién aparece més notoria en los
tratamientos que no recibieron restos de cosecha para hacer la biodesinfeccion, que en
algunos casos no se detectaron hongos a la dilucién estudiada (10%), y en otros la
presencia de hongos fue practicamente nula (ver Figura 7 y Tabla 3), De forma
generalizada, las poblaciones de hongos fue mayor en los suelos que recibieron el
tratamiento con la mayor cantidad de restos vegetales (i.e. T5: 10 kg/m® restos
vegetales), mientras que las poblaciones de bacterias, salvo excepciones puntuales, fue
mayor en los suelos que recibieron los tratamientos con las dos mayores cantidades de
restos vegetales (i.e. T4: 7,5 kg/m?® restos vegetales y T5: 10 kg/m? restos vegetales)
(Figura 7).
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Figura 7. Expresion grafica global de hongos (A) y bacterias (B) en las muestras de suelo
analizadas de las parcelas experimentales del Invernadero 1. Los resultados
(promedio+desviacion estandar x 10° U.F.C. g* suelo) corresponden al muestreo realizado
inmediatamente a continuacién de los tratamientos de biodesinfeccién. TO: Sin aporte de
enmiendas orgénicas; T1: 5kg m?estiércol + 0,1 kg m? harina de pluma; T2: 2,5 kg'm™ restos
de cosecha; T3: 5 kg'm” restos de cosecha; T4: 7,5 kg'm™ restos de cosecha; T5: 10 kg'm™
restos de cosecha.
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El nimero de géneros de hongos se redujo a 5 en total (i.e. Aspergillus spp,
Humicola spp, Mucor spp, Penicillium spp, “No identificado™), siendo Aspergillus sp. el
género fungico que estuvo presente en todos los suelos en los que hubo presencia de
hongos. Ademas, la presencia de hongos del género Humicola sp. fue comin en todos
los tratamientos que recibieron enmiendas organicas (Tabla 3).

La Tabla 4 muestra los resultados de presencia de oomicetos en las muestras de suelo
de las parcelas experimentales del Invernadero 1, cogidas inmediatamente a
continuacion de los tratamientos de biodesinfeccion. El descenso de oomicetos alcanz6

el “cero analitico” en todos los casos.

Tabla 4. Presencia de oomicetos en muestras de suelo analizadas de las parcelas experimentales
del Invernadero 1. Los resultados corresponden al muestreo realizado inmediatamente a
continuacion de los tratamientos de biodesinfeccion. TO: Sin aporte de enmiendas organicas;
T1: 5kg m2estiércol + 0,1 kg m? harina de pluma; T2: 2,5 kg'm™ restos de cosecha; T3: 5 kg'm’
2 restos de cosecha; T4: 7.5 kg-m'2 restos de cosecha; T5: 10 kg-m'2 restos de cosecha.

% presencia
Muestra Pythium sp.  Phytophthora sp.
TORO - --
TOR1 - -
TOR2 -- --
TOR3 -- --
TOR4 - -
T1R2 - -
T1R3 - -
T2R2 -- --
T2R3 - -
T3R2 - -
T3R3 - -
T4R2 -- --
T4R3 - -
T5R2 - -
T5R3 - --

-- = Ausencia de oomicetos
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Tabla 3. Géneros de hongos aislados de las muestras de suelo analizadas de las parcelas experimentales del Invernadero 1. Los resultados
(promedioxdesviacion estandar) x 10° U.F.C. g corresponden al muestreo realizado inmediatamente a continuacion de los tratamientos de biodesinfeccion.
TO: Sin aporte de enmiendas organicas; T1: 5kg m™ estiércol + 0,1 kg m™ harina de pluma; T2: 2,5 kg'm™ restos de cosecha; T3: 5 kg'm™ restos de cosecha;
T4: 7,5 kg'm™® restos de cosecha; T5: 10 kg'm™ restos de cosecha.

TORO TOR1 TOR2 TOR3 TOR4 : TIR2 T1R3 . T2R2 T2R3
Genero/Especie 10° UFC/g"
Aspergillus spp. 0,20+0,45 0,20+045 : 5,2043,27 7,80+3,27 : 4,80+2,05 0,60+0,55
Humicola spp. i 0,20+0,45 : 0,2+0,45
Mucor spp. 0,60+0,89 2,60+1,52
Penicillium spp.
No Identificado
Total Géneros 0 0 1 1 2 3 2 1
T3R2 T3R3 T4R2 T4R3 T5R2 T5R3

Genero/Especie 10° UFC/g*

Aspergillus spp. 1,20+1,10 3,20+1,64 0,60+0,55 0,80+0,84 : 58,60+6,73 19,40+5,03

Humicola spp. 0,20+0,45 2,00+0,71 1,20+1,64 : 0,20+0,45 0,40+0,55

Mucor spp. i

Penicillium spp. 0,20+0,45

No Identificado 7,20+2,17

Total Géneros 2 1 2 4 § 2 2
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Microbiota edéfica (hongos, bacterias y oomicetos) al finalizar el ciclo de cultivo de
pepino.
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Figura 8. Expresion grafica global de hongos (A) y bacterias (B) en las muestras de suelo
analizadas de las parcelas experimentales del Invernadero 1. Los resultados
(promedioxdesviacion estandar x 10° U.F.C. g™ suelo) corresponden al muestreo realizado al
finalizar el ciclo de cultivo de pepino. TO: Sin aporte de enmiendas organicas; T1: 5kg m™
estiércol + 0,1 kg m harina de pluma; T2: 2,5 kg'm™ restos de cosecha; T3: 5 kg-m™ restos de
cosecha; T4: 7,5 kg-m‘2 restos de cosecha; T5: 10 kg-m'2 restos de cosecha.
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Al finalizar el cultivo de pepino, transcurridos 5 meses desde la realizacion de los
tratamientos de biodesinfeccion, la microbiota fungica y bacteriana general aumenta en
cantidad (alcanzando niveles del orden de 10* UFC/g en todas las parcelas
experimentales) y en diversidad (llegdndose a identificar un total de 19 géneros de
hongos, frente a los 14 generos identificados antes de la realizacion de los tratamientos
con respecto a los resultados obtenidos en las evaluaciones realizadas inmediatamente a
continuacion de los tratamientos (ver Figura 8 y Tabla 5).

Como se muestra en la Figura 9, no se han detectado diferencias en el nimero de
géneros, ni entre los tratamientos considerados en el estudio que incorporan la practica
de la solarizaciéon con o sin previa aplicacion de enmiendas organicas, ni tampoco al
comparar éstos con muestras tomadas en parcelas que si recibieron estiércol y harina de

plumas pero que no fueron solarizadas (ver Tabla 6).
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Figura 9. Expresién grafica del namero de géneros fangicos (A). Los resultados
(promediozdesviacion estandar) corresponden al muestreo realizado al finalizar el cultivo de
pepino en el Invernadero 1. TO: Sin aporte de enmiendas organicas. T1: 5kg m™ estiércol + 0,1
kg m™ harina de pluma; T2: 2,5 kg'm™ restos de cosecha; T3: 5 kg'm™ restos de cosecha; T4:
7,5 kg'm™ restos de cosecha; T5: 10 kg'm™ restos de cosecha; No solariz: T1 sin solarizacion.
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Tabla 5. Géneros de hongos aislados de las muestras de suelo analizadas de las parcelas experimentales del Invernadero 1. Los resultados
(promediozdesviacion estandar) x 10° U.F.C. g™ corresponden al muestreo realizado_al finalizar el ciclo de cultivo de pepino. TO: Sin aporte de enmiendas
organicas; T1: 5kg m? estiércol + 0,1 kg m™ harina de pluma; T2: 2,5 kg'm™ restos de cosecha; T3: 5 kg'm™ restos de cosecha; T4: 7,5 kg'm™ restos de

cosecha; T5: 10 kg'm™ restos de cosecha.

TORO* TOR1 TOR2 TOR3 TOR4 T1R1 T1R2 T1R3 T2R1* T2R2

Género fngico 10° UFC/g"
Acremonium spp. 1,00+1,22 5,60+2,88 0,20+0,45 0,40+0,55 0,80+0,84 : 0,20+0,45 0,20+0,45 0,40+0,55 0,40+0,55
Aspergillus spp. 2,20+1,92 0,80+1,10 0,40+0,89 3,20+3,11 4,80+2,59 5,80+4,09 2,00+1,41 24,20+3,83 0,20+0,45 0,80+0,84
Alternaria spp. 0,80+0,84 0,20+0,45 0,20+0,45 0,20+0,45
Botryotrichum spp. 0,60+0,55 5,60+2,41 0,60+0,55 1,80+0,84
Chaetomium spp. 0,20+0,45 i
Cladosporiumspp.  85,80+13,63  44,20+4,92 15,60+6,02 14,80+10,76  6,60+4,39 5,40+2,51 2,80+1,30 14,40+9,69 36,40+2,88 10,00+2,65
Drechslera spp :
Fusarium spp. 0,20+0,45 1,60+3,58 0,60+0,89
Geotrichum spp.
Gilmaniella spp. 3,40+2,70 1,00£1,22 0,80+1,10 4,20+1,48
Humicola spp. 0,20+0,45 1,20+1,30
Mucor spp. 0,20+0,45
Nigrospora spp. 0,80£1,30
Penicillium spp. 0,20+0,45 0,40+0,55 1,60+0,89 0,20+0,45 1,00+1,22
Phoma spp. 0,40%0,55 0,20+0,45
Stachybotrys spp. 0,20+0,45 0,60+0,89 0,20+0,45 0,80+0,84 2,40£2,30 0,80+1,30 0,40+0,55 0,60+0,89 1,80+1,48
Stemphylium spp. 0,20+0,45 0,20+0,45 0,20+0,45
Trichoderma spp. 0,20+0,45 0,2040,45 0,20+0,45 0,20+0,45 0,20+0,45
No Identificado 5,60£2,07 5,80+1,92 0,80+1,30 2,40£2,30 3,40+2,30 5,20+1,10 2,40£2,07 1,60+1,14 1,00£1,00

Total Géneros 9 9 4 9 10 6 8 10 8 9

*x10' U.F.C.g"
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Tabla 5. (Continuacion)

T2R3* T3R1* T3R2 T3R3 T4AR1* T4R2 T4R3 T5R1 T5R2* T5R3*
Género fangico 10° UFC/g"
Acremonium spp. 1,40+1,14 1,00+1,22 1,20+0,84 2,40+1,14 2,00+1,00 0,80+0,84 14,60+6,58 0,40+0,55 0,60+0,55 1,00+0,71
Aspergillus spp. 0,40+0,55 0,80+0,45 1,80+0,45 1,40+0,89 26,80+4,21 7,20+3,35 28,60+7,96 1,00+0,71 40,4045,68 0,80+0,84
Alternaria spp. 0,40+0,89 0,20+0,45 0,20+0,45 0,20+0,45
Botryotrichum spp. 0,40+0,55 0,60+0,55 0,60+0,55 1,2041,10 0,20+0,45 2,80+1,92 1,60+1,82 0,20+0,45 0,20+0,45
Chaetomium spp :
Cladosporiumspp. ~ 45,40+4,39  90,40+13,59 62,20+3,56 36,20+21,03 9,60+3,29 38,00+6,52 59,00+£17,48 7,80+1,79 6,40+2,30 54,80+16,60
Drechslera spp. ; 0,20+0,45
Fusarium spp . 0,20+0,45 0,80+0,84 0,20+0,45
Geotrichum spp. 0,20+0,45
Gilmaniella spp. 0,60+1,34 4,40+1,67 2,60+0,89
Humicola spp. 0,20+0,45 0,20+0,45
Mucor spp. 0,40+0,55 0,80+1,30 0,80+0,84 0,60+0,89
Nigrospora spp.
Penicillium spp. 0,20+0,45 0,20+0,45 2,00£2,00 1,40+0,89 0,40+0,55
Phoma spp. 0,20+0,45
Stachybotrys spp. 0,40+0,55 0,20+0,45 1,40+0,89 1,80+1,30 2,00+1,58 1,20+1,10 0,60+0,89
Stemphylium spp. 0,20+0,45 0,20+0,45
Trichoderma spp. 0,40%0,89 0,20£0,45
No Identificado 0,20+0,45 0,20+0,45 11,80+4,66 1,60+1,14 0,40+0,55 3,00+2,12 0,60+0,89 2,80+1,48 2,60+2,07 0,60+0,89
Total Géneros 8 7 8 7 11 9 10 8 11 5

*x10* U.F.C.g"
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Tabla 6. Géneros de hongos aislados de las muestras de suelo analizadas de las parcelas del
Invernadero 1 que recibieron las mismas enmiendas orgéanicas que el tratamiento T1 (i.e. 5kg m™
estiércol + 0,1 kg m? harina de pluma) pero no fueron solarizadas
(promedio+desviacion estandar) x 10* U.F.C. g corresponden al muestreo realizado_al finalizar el

ciclo de cultivo de pepino.

SIN SOLARIZAR

T1R1 T1R2 T1R3

Género fungico x 10 U.F.C.g"
Acremonium spp. 1,20+1,64 1,60+1,82 0,20+0,45
Aspergillus spp. 3,20+£0,84 14,00+2,00 11,40+4,45
Alternaria spp. 0,40+0,55 0,20+0,45
Botryotrichum spp. 1,60+0,55 0,20+0,45
Chaetomium spp 0,20£0,45 0,20£0,45
Cladosporiumspp. 1,601,552  6,80+2,17 0,80+0,45
Drechslera spp.
Fusarium spp . 0,20+0,45
Geotrichum spp.
Gilmaniella spp.
Humicola spp. 0,40+0,89 0,80£0,45 0,20£0,45
Mucor spp. 0,20+0,45
Nigrospora spp.
Penicillium spp. 0,60+0,55 0,20£0,45
Phoma spp.
Stachybotrys spp. 0,40+0,55 1,0041,22
Stemphylium spp.
Trichoderma spp.
No Identificado 2,60+0,89 1,80%0,84 2,80+1,48

Total Géneros 9 11 7

Los

resultados

La presencia de oomicetos en las muestras de suelo de las parcelas experimentales al

finalizar el cultivo de pepino, se muestra en la Tabla 7. Salvo la excepcidn puntual, que se

corresponde con la presencia de oomicetos del género Pythium sp. en una de las muestras

correspondientes al tratamiento con estiércol y harina de pluma, el descenso de oomicetos

observado tras los tratamientos de biodesinfeccidon, cuando se alcanzo el “cero analitico”,

parece continuar al finalizar el cultivo.
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Tabla 7. Presencia de oomicetos en muestras de suelo analizadas de las parcelas experimentales del
Invernadero 1. Los resultados corresponden al muestreo realizado al finalizar el cultivo de pepino. TO:
Sin aporte de enmiendas orgéanicas; T1: 5kg m™ estiércol + 0,1 kg m™ harina de pluma; T2: 2,5 kg:m™
restos de cosecha; T3: 5 kg'rn'2 restos de cosecha; T4: 7,5 kgrn'2 restos de cosecha; T5: 10 kg-m'2
restos de cosecha.

% presencia

Muestra Pythium sp.  Phytophthora sp.
TORO - --
TOR1 - --
TOR2 - -
TOR3 - ~=
TOR4 - --
TiR1 - --
T1R2 66,6* --
T1R3 - -
T2R1 -- --
T2R2 - --
T2R3 - -
T3R1 - --
T3R2 - -
T3R3 -- --
T4R1 - --
T4R2 - --
T4R3 - -
T5R1 - -
T5R2 -- --
T5R3 -- --

*Presencia de Pythium aphanidermatum; --= Ausencia de oomicetos

Variacion de la microbiota edafica (hongos, bacterias y oomicetos) a lo largo del ensayo en

el suelo del Invernadero 1.

Los tratamientos de biodesinfeccion realizados en el Invernadero 1, provocaron un
descenso generalizado, esto es en todos los tratamientos, de las distintas fracciones
microbioldgicas evaluadas, a excepcion de la densidad de poblacion de bacterias (Figura 10).
Asi mismo, salvo para el caso de los oomicetos, al finalizar el cultivo de pepino, tras algo mas
de 4 meses desde la finalizacion de los tratamientos (i.e. 128 dias), se aprecia una tendencia
generalizada de las distintas fracciones microbianas a reconstituirse.

En el caso de los hongos, el descenso tras los tratamientos realizados se produjo tanto en la

cantidad (Figura 10A), como en la diversidad (Figura 10B), siendo este descenso menor en
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los tratamientos que recibieron enmiendas organicas. Asi, la diversidad de hongos tras los
tratamientos, considerada como el nimero de géneros diferentes identificados, fue mayor de
forma significativa en los tratamientos que recibieron las mayores dosis de restos vegetales
(i.e. T4 y T5), asi como en los que incorporaron estiércol y harina de plumas (i.e. T1), en
contraste con el tratamiento control que también fue solarizado pero no recibié ninguna
enmienda orgénica. Al finalizar el cultivo se aprecia un incremento generalizado tanto en la

cantidad como en la diversidad, aunque en ningun caso se alcanzaron los valores de inicio.
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Figura 10. Variacion de la microbiota edafica (hongos, bacterias y oomicetos) en funcién de las
distintas enmiendas organicas adicionadas mediante biosolarizacion en el Invernadero 1. Variacion de
la densidad total de hongos (A), variacion de la diversidad de hongos (B), variacion de la densidad
total de bacterias (C), y variacion de la presencia de oomicetos (D). Valores (media £ desviacién
estandar) expresados antes y después de los tratamientos, y al finalizar el ciclo de cultivo de pepino.
Diferentes letras denotan diferencias estadisticas (p<0,05) mediante el test de las minimas diferencias
significativas de Fisher (LSD).

La poblacion de bacterias descendié tan solo en el tratamiento control que no recibid

ninguna enmienda organica (Figura 10C). En este caso, ademas, tras los tratamientos la
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adicion de restos de cosecha incrementd notablemente la densidad de poblacién bacteriana,
siendo este incremento mayor en los tratamientos con las mayores dosis de restos vegetales,
aunque en ningun caso se mostraron diferencias estadisticas, debido principalmente a las
elevadas dispersiones en las medidas, que son fruto de la heterogeneidad que los suelos
muestran de forma natural. De forma generalizada para todos los tratamientos, al finalizar el
cultivo de pepino las poblaciones de bacterias alcanzan valores muy cercanos a los iniciales.

Todos los tratamientos realizados provocaron un descenso de oomicetos hasta alcanzar el
“cero analitico”, que continu6 de forma generalizada hasta finalizar el cultivo de pepino, salvo
excepcion puntual en la que se detectd presencia de Pythium sp. en una de las parcelas
experimentales correspondientes al tratamiento con estiércol y harina de pluma (i.e. T1)
(Figura 10D).

4.2.2. Invernadero 2.

Al igual que para el invernadero 1, se muestran los resultados de las distintas fracciones
microbioldgicas evaluadas por separado, en funcion del momento en el que se tomaron las

muestras de suelo, asi como la variacion a lo largo del ensayo.
Microbiota edafica (hongos, bacterias y oomicetos) tras los tratamientos de biodesinfeccion.

Tras los tratamientos de biodesinfeccion realizados, el descenso de la microbiota fungica y
bacteriana no se muestra tan acusado como en el Invernadero 1, manteniéndose en este caso
en densidades del orden de 10* UFC/g y con una alta diversidad de géneros flingicos (ver
Figura 11 y Tabla 8).

El nimero de géneros de hongos es de un total de 19 (i.e. Acremonium spp., Aspergillus
spp., Botryotrichum spp., Candida spp., Cladosporium spp., Cylindrocarpom spp., Fusarium
spp., Geotrichum spp., Gliocladium spp., Histoplasma spp., Humicola spp., Mucor spp.,
Penicillium spp., Rhizopus spp., Stachybotrys spp., Stemphylium spp., Trichoderma spp., “no
identificado”) siendo Aspergillus spp., Candida spp. y Fusarium spp. los géneros fungicos
presentes en todos los suelos en los que hubo presencia de hongos. Ademas, la densidad del
género Aspergillus spp. es bastante elevada en todos los suelos con respecto al resto de
géneros identificados (Tabla 8).

De forma generalizada, las poblaciones de hongos fue mayor en los suelos que recibieron
el tratamiento con la mayor cantidad de restos vegetales (i.e. T5: 10 kg/m? restos vegetales),
mientras que las poblaciones de bacterias, fue siempre mayor en los suelos que recibieron los

tratamientos con restos vegetales, principalmente en aquellos tratamientos que recibieron
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cantidades superiores a 2,5 kg/m? (i.e. T3: 5,0 kg/m?, T4: 7,5 kg/m® restos vegetales y T5: 10

kg/m? restos vegetales) (Figura 11).
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Figura 11. Expresion grafica global de hongos (A) y bacterias (B) en las muestras de suelo analizadas
de las parcelas experimentales del Invernadero 2. Los resultados (promedio+desviacion estandar x 10
U.F.C. g* suelo) corresponden al muestreo realizado inmediatamente a continuacion de los
tratamientos de biodesinfeccion. TO: Sin aporte de enmiendas organicas. T1: 5kg m™estiércol + 0,1 kg
m harina de pluma; T2: 2,5 kg-m'2 restos de cosecha; T3: 5 kg-m'2 restos de cosecha; T4: 7,5 kg-m'2
restos de cosecha; T5: 10 kg-m‘2 restos de cosecha.
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Tabla 8. Géneros de hongos aislados de las muestras de suelo analizadas de las parcelas experimentales del Invernadero 2. Los resultados
(promedio+desviacion estandar) x 10° U.F.C. g corresponden al muestreo realizado inmediatamente a continuacién de los tratamientos de biodesinfeccion.
TO: Sin aporte de enmiendas organicas. T1: 5kg m?estiércol + 0,1 kg m™? harina de pluma; T2: 2,5 kg'm™ restos de cosecha; T3: 5 kg'm™ restos de cosecha;

T4: 7,5 kg:m restos de cosecha; T5: 10 kg'm™ restos de cosecha.

TORO TOR1 TOR2 TOR3 TOR4 T1R2 T1R3 T2R2 T2R3

Genero/Especie 10" UFC/g"
Acremonium spp. 0,40+0,89 0,20+0,45 2,80+2,39  1,00#0,71  0,60£0,55 0,60+0,89
Aspergillus spp. 15,60+7,30 24,00+3,74 3,60+3,36  6,80+4,21  6,40+3,78 : 2,40+0,89 0,80+0,84 : 48,80+12,87  23,60+5,86
Botryotrichum spp. 0,20+0,45 :
Candida spp. 1,00+1,73 1,40+1,14 1,00+1,00 3,40+2,19  2,00+1,41 : 0,80+0,84 3,20+1,10 2,60+1,52 5,80+1,79
Cladosporium spp. i 0,2040,45
Cylindrocarpom spp. 0,60+0,55 1 0,20+0,45 0,20+0,45 0,20+0,45
Fusarium spp. 2,40+2,07 1,20+0,84  2,20+0,84  3,20+¥1,64 1,20+0,45 : 0,80+0,84 1,00+1,41 3,60+1,34 1,20+0,84
Geotrichum spp. 0,20+0,45 0,20+0,45 0,20+0,45
Gliocladium spp. :
Histoplasma spp. ;
Humicola spp. 2,00+1,22 2,60+2,70  0,80+1,10  0,60+0,55 : 0,2040,45 0,20+0,45 0,80+1,79 0,40+0,55
Mucor spp. 0,60+0,55 1,80+1,48  3,00£3,67 0,400,555 : 0,40+0,55 1,20+1,79 0,80+1,30 0,20+0,45
Penicillium spp. 2,00+1,22 1,00+1,00 1,80+2,49  0,40+0,55  1,60+0,55 | 1,40%0,55 0,20+0,45 0,80+0,84
Rhizopus spp. ;
Stachybotrys spp. 0,80+0,45 0,40+0,55 2,20+1,30  1,20+0,84  1,40+1,14 : 0,60+0,89 0,40+0,55 0,80+0,84
Stemphylium spp. 0,20+0,45 0,40+0,55  0,2040,45 : 0,20+0,45
Trichoderma spp. i 0,40+0,55 0,40+0,55 0,20+0,45
No Identificado 1,60+1,52 0,40+1,52 3,00+1,58  1,80+1,64 0,80+0,84 : 2,20+0,84 6,80+2,05 3,20+1,30 3,20+2,28

Total Géneros 9 9 10 12 10 ! 11 8 10 11
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Tabla 8. (Continuacion)

T3R2 T3R3 5 TAR2 T4AR3 5 T5R2 T5R3
Genero/Especie 10* UFC/g"
Acremonium spp. 0,40£0,89  0,80+0,84 ! ;
Aspergillus spp. 2,20+1,30 2,20+1,30 : 33,8046,61 9,80+3,63 : 73,20+12,03 176,20+21,46
Botryotrichum spp. 0,20+0,45 ! i
Candida spp. 2,00+1,22 3,20+1,92 1,80+0,84 2,20+1,92 3,40+2,07 3,40+0,89
Cladosporium spp. ; !
Cylindrocarpom spp.  0,20+0,45 i 0,20+0,45
Fusarium spp. 16,40+2,97 7,80+2,49 | 1,20+0,45 7,20+¢3,63 | 4,20+2,77 4,20+2,39
Geotrichum spp. | '
Gliocladium spp. +0,20+0,45 ;
Histoplasma spp. i ' 0,20+0,45
Humicola spp. 2,60+1,14  1,20+0,84 | 0,40%0,55 2,40+1,14 | 0,20£0,45
Mucor spp. 1,00£1,22 0,20+0,45 : 0,80+0,84 2,80+0,45 : 3,20+2,28 1,20+0,84
Penicillium spp. 0,40+0,89 0,80+1,10
Rhizopus spp. | 0,20£0,45
Stachybotrys spp. 1,00+0,71 1,60+0,89 : 0,40+0,89 ;
Stemphylium spp. 0,40+0,55 +0,20+0,45 +0,40+0,55
Trichoderma spp. 0,20+0,45 i 0,40+0,55
No ldentificado 4,00+4,00 1,60+1,52 : 1,60+1,14 1,40¢1,67 | 3,00£1,73 3,00+1,87

Total Géneros 11 10 ! 9 8 ! 10 5
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La presencia de oomicetos pertenecientes al género Pythium se mantuvo en valores

similares a los anteriores a la aplicacion de la biodesinfeccion (Tabla 9).

Tabla 9. Presencia de oomicetos en muestras de suelo analizadas de las parcelas experimentales
del invernadero 2. Los resultados corresponden al muestreo realizado inmediatamente a
continuacion de los tratamientos de biodesinfeccion. TO: Sin aporte de enmiendas organicas.
T1: 5kg m?estiércol + 0,1 kg m™ harina de pluma; T2: 2,5 kg'm™ restos de cosecha; T3: 5 kg'm’
% restos de cosecha; T4: 7.5 kg'm'2 restos de cosecha; T5: 10 kg-m'2 restos de cosecha.

% presencia
Muestra Pythium sp.  Phytophthora sp.

TORO 100,0* -

TOR1 100,0* -

TOR2 100,0* --

TOR3 100,0* --

TOR4 100,0* --
CTIR2 10000 -

T1R3 333 --
CTeR2 00 -

T2R3 66,6* --
CTR2 00 -

T3R3 333 --
S T4R2 00 -

T4R3 100 --
CUTSR2 666 -

T5R3 100 --
*Presencia de Pythium aphanidermatum,; --= Ausencia

Microbiota edafica (hongos, bacterias y oomicetos) al finalizar el ciclo de cultivo de

pimiento.

Al finalizar el cultivo de pimiento, transcurridos 10 meses desde la realizacion de los
tratamientos de biodesinfeccion, la microbiota fungica y bacteriana general se mantiene
en densidades del orden de 10* UFC/g llegandose a identificar hasta un total de 26
géneros de hongos, frente a los 15 géneros identificados antes de la realizacion de los

tratamientos (ver Figura 12, Tabla 10).
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Figura 12. Expresién grafica global de hongos (A) y bacterias (B) en las muestras de suelo
analizadas de las parcelas experimentales del Invernadero 2. Los resultados
(promedio+desviacion estandar x 10* U.F.C. g™ suelo) corresponden al muestreo realizado al
finalizar el cultivo de pimiento. TO: Sin aporte de enmiendas orgénicas. T1: 5kg m™ estiércol +
0,1 kg m? harina de pluma; T2: 2,5 kg'm? restos de cosecha; T3: 5 kg'm? restos de cosecha;
T4: 7,5 kgm?® restos de cosecha; T5: 10 kgm? restos de cosecha.

61



Eficacia de la biodesinfeccidn de suelos de invernadero de Almeria sobre la microbiota edéafica, en funcion de las fechas y tiempos de aplicacion.

Tabla 10. Géneros de hongos aislados de las muestras de suelo analizadas de las parcelas experimentales del Invernadero 2. Los resultados
(promedioxdesviacion estandar) x 10 U.F.C. g™ corresponden al muestreo realizado_al finalizar el ciclo de cultivo de pimiento. TO: Sin aporte de enmiendas
organicas; T1: 5kg m? estiércol + 0,1 kg m? harina de pluma; T2: 2,5 kg'm™ restos de cosecha; T3: 5 kg'm™ restos de cosecha; T4: 7,5 kg'm™ restos de
cosecha; T5: 10 kg'm™ restos de cosecha.

TORO TOR1 TOR2 TOR3 TOR4 T1R1 T1R2 T1R3
Género fangico 10" UFC/g*
Acremonium spp. 1,00+0,00 3,00+2,74 1,40+1,14  0,60+0,89  1,40+1,67 : 0,60+0,55 1,20+0,84 2,40+1,82
Alternaria spp. 0,20+0,45 ! 0,40+0,55
Aspergillus spp. 1,60+0,89 5,20+1,30 0,40+0,55  4,20+2,17  6,40+2,07 2,60+1,52 9,00+2,83 3,20+2,68
Botryotrichum spp. 0,20+0,45 ; 1,20+0,45
Botrytis spp. i
Candida spp. 0,20+0,45 ' 0,20+0,45
Cladosporium spp. 2,60+1,82 6,20+1,79 27,8045,36 5,40+2,30  2,80+1,30 58,00+8,63 5,40+3,44 1,20+0,84
Cylindrocarpom spp. ;
Drechslera spp. :
Fusarium spp. 1,80+2,05 1,80+1,10 0,40+0,55  0,20+0,45  0,80+1,10 0,60+0,55 3,40+3,05 0,40+0,55
Geotrichum spp. 0,20+0,45 : 0,20+0,45
Gilmaniella spp. 0,20+0,45 0,80+0,84 0,20+0,45
Gliocladium spp. :
Histoplasma spp. 0,20+0,45 |
Humicola spp. 0,20+0,45 0,60+0,89  0,60+0,89  0,40+0,55 0,60+0,55 : 0,20+0,45 3,00+2,00 1,60+1,14
Mucor spp. 0,60+1,34  0,20+0,45 1,20+0,84 :
Penicillium spp. 0,60+0,89 2,40+2,07 2,40+2,79  0,20#0,45 0,8040,45 1,20+1,10 0,60+0,89
Phoma spp. 0,20+0,45 ;
Rhizoctonia spp. !
Rhizopus spp. 0,60+1,34
Stachybotrys spp. 0,20+0,45 1,40+1,67 1,40+1,52  0,60+0,55  0,60+0,55 : 0,80+0,45 1,00£1,00 1,00£1,22
Stemphylium spp. 1,20+1,10 1 0,20+0,45
Trichoderma spp. i 0,20+0,45
Trichurus spp.
Verticillium spp. 0,40+0,55 i 0,20+0,45
No Identificado 1,80+0,45 3,60+1,14 1,40+152 1,00+1,41 2,83+0,98 : 1,60+1,34 5,60+5,32 2,60+1,14
Total Géneros 10 10 15 9 11 12 10 8
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Tabla 10. (Continuacion)

T2R1 T2R2 T2R3 T3R1 T3R2 T3R3 | T4R1 T4R2 T4R3

Género fangico 10* UFC/g*
Acremonium spp. 4,60+0,89 2,20+0,84 2,40+1,14 | 3,80+2,05 3,60+1,82 5,40+2,70 ! 16,00+3,67 2,00+1,22 2,40+2,07
Alternaria spp. 0,20+0,45 0,40+0,55 0,20+0,45 ! 0,60+0,89
Aspergillus spp. 9,00+2,74  10,40+2,30  3,00+2,92 19,80+3,27  72,60+9,45  13,40+4,28 65,20+10,13  34,40+11,61  17,00+1,00
Botryotrichum spp. 0,20+0,45 0,20+0,45 1 0,60£0,89 0,40+0,55 0,20+0,45 0,20+0,45 0,20+0,45
Botrytis spp. 0,40+0,55 0,20+0,45 i
Candida spp. : 0,20+0,45 ! 0,20+0,45
Cladosporium spp. 10,20£2,49  64,60+18,41 21,40+4,22 | 12,40+3,29 2,20+1,92 16,60+4,10 | 5,602,41 1,40+0,89 2,00+1,00
Cylindrocarpom spp. 0,40+0,55 l l 0,60+0,89
Drechslera spp. 0,20+0,45 ! :
Fusarium spp. 1,20£1,30  13,40+3,21  0,60+0,89 1,60+1,34 4,60+2,61 1,60+1,14 3,00+2,00 4,80+1,64 6,0045,10
Geotrichum spp. ; 0,20+0,45 : 0,20+0,45
Gilmaniella spp ! !
Gliocladium spp. 2,00£1,22  15,4045,22 0,40+0,55 0,20+0,45 0,80+1,30 0,20+0,45
Histoplasma spp. 0,20+0,45 | |
Humicola spp. 1,20+1,10 6,40+1,52 1,00+1,22 | 0,80+0,84 1,40+1,14 1,40+1,14 : 0,80+0,45 3,40+1,67 0,80+0,84
Mucor spp. 0,40+0,89 0,60+0,89 1,80+1,48 : 0,20+0,45 2,40+1,52 : 0,40+0,89
Penicillium spp. 0,60+0,89 0,40+0,89 0,20+0,45 2,40+1,82 0,40+0,89 0,20+0,45 14,8045,12 0,60+0,89 1,20+1,64
Phoma spp. 0,20+0,45 ' l 0,40+0,55
Rhizoctonia spp. 0,20+0,45 0,20+0,45
Rhizopus spp. ;
Stachybotrys spp. 0,40+0,55 0,20+0,45 0,20+0,45 : 0,40+0,55 0,60+0,89 0,60+0,89 0,60+0,55
Stemphylium spp. 0,20+0,45 0,40+0,55 1 0,20+0,45 0,40+0,55 0,40+0,89
Trichoderma spp. 0,80+0,84 1,40+0,55
Trichurus spp. 0,20+0,45 | |
Verticillium spp 0,20+0,45 0,20+0,45 : 0,60+0,55 0,40+0,55 : 0,40+0,89 1,00£1,00
No Identificado 2,00+1,41 5,50+3,42 3,83+2,71 : 2,00+2,00 1,80+0,84 1,60+0,55 : 0,40+0,55 3,25+1,89 1,17+1,60

Total Géneros 14 20 11 ' 13 12 13 § 10 13 15
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Tabla 10. (Continuacion)

T5R1 T5R2 T5R3
BacteriasTotal 18,00+9,27 49,75%7,93 17,2045,07
Hongos Total 81,60+10,90  40,40+6,67 69,20+9,42
Género flngico 10* UFC/g*
Acremonium spp. 2,80+0,84 2,40+1,14 1,40+1,14
Alternaria spp. 0,40+0,55
Aspergillus spp. 37,40+6,19 15,60+2,19 61,40+8,08
Botryotrichum spp.
Botrytis spp.
Candida spp.

Cladosporium spp. 21,60+4,39 11,60+1,52 2,20+3,27
Cylindrocarpom spp. 0,20+0,45
Drechslera spp.

Fusarium spp. 1,00£0,71 0,60+0,89 1,80%0,84
Geotrichum spp.
Gilmaniella spp 0,80+1,10

Gliocladium spp.
Histoplasma spp.

Humicola spp. 0,60+0,89 0,80+0,84 0,60+0,89
Mucor spp. 1,80+1,64

Penicillium spp. 8,60+9,76 1,40+1,52 0,20+0,45
Phoma spp. 0,20+0,45

Rhizoctonia spp.

Rhizopus spp.

Stachybotrys spp. 0,40+0,89 0,60+0,89 0,20+0,45

Stemphylium spp. 0,40+0,55

Trichoderma spp.

Trichurus spp.

Verticillium spp 0,40+0,55 0,20+0,45

No ldentificado 6,80+3,27 6,20+4,60 0,60+0,55
Total Géneros 11 10 11
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La Figura 13 muestra los resultados de forma gréfica del nimero de géneros fungicos
presentes en las muestras analizadas al finalizar el cultivo de pimiento en el Invernadero
2. No se han detectado diferencias en el numero de géneros entre los tratamientos
considerados en el estudio que incorporan la practica de la solarizacion con o sin previa

aplicacion de enmiendas orgénicas.

A20

18 ~

Il Géneros fungicos
p-valor=0,2025

16 A

14 -

12 A

10 A

n° de géneros

TO T1 T2 T3 T4 T5

Tratamiento

Figura 13. Expresion grafica del naimero de géneros fungicos (A). Los resultados
(promediozdesviacion estandar) corresponden al muestreo realizado al finalizar el cultivo de
pimiento en el Invernadero 2. TO: Sin aporte de enmiendas organicas. T1: 5kg m?estiércol + 0,1
kg m? harina de pluma; T2: 2,5 kg-m'2 restos de cosecha; T2: 2,5 kg-m'2 restos de cosecha; T3:
5 kg'm™ restos de cosecha; T4: 7,5 kg-m™ restos de cosecha; T5: 10 kg'm™ restos de cosecha.

La presencia de oomicetos pertenecientes al género Pythium se mantiene en valores
similares a las anteriores a la aplicacion de la biodesinfeccion (Tabla 11). En este caso,
aungue no son identificados en los suelos de todas las parcelas experimentales, si que
estan presentes en algunas parcelas experimentales de todos los tratamientos, por lo que

su presencia se muestra independiente del tratamiento realizado.
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Tabla 11. Presencia de oomicetos en muestras de suelo analizadas de las parcelas
experimentales del Invernadero 2. Los resultados corresponden al muestreo realizado al finalizar
el cultivo de pimiento. T1: 5kg m?estiércol + 0,1 kg m harina de pluma; T2: 2,5 kg'm™ restos
de cosecha; T3: 5 kg'm'2 restos de cosecha; T4: 7,5 kgrn'2 restos de cosecha; T5: 10 kg-m'2
restos de cosecha.

% presencia
Muestra Pythium sp.  Phytophthora sp.

TORO - -

TOR1 - -

TOR2 100,0* --

TOR3 - -

TOR4 100,0* -
TTTIRL 00

T1R2 333 --

T1R3 66,6 -
TTTR1 00

T2R2 100* -

T2R3 -- -
“TTsR1 100+

T3R2 100 -

T3R3 66,6* --
CUTar1 100+

T4R2 100 -

T4R3 100 -
TUTERL 33

T5R2 66,6 --

T5R3 100,0* -

*Presencia de Pythium aphanidermatum; --= Ausencia

Variacion de la microbiota edafica (hongos, bacterias y oomicetos) a lo largo del

ensayo en el suelo del Invernadero 2.

Después de los tratamientos de biodesinfeccion realizados, la densidad de poblacion
de hongos se mantuvo, de forma generalizada, en magnitudes del orden de 10°> UFC/g",
con la excepcion del tratamiento que recibid la mayor cantidad de restos vegetales (i.e.
T5: Restos de cosecha a razon de 10 kgrm™) en el que se aprecié un incremento de la
densidad de hongos de una orden de magnitud (Figura 14A), hasta alcanzar valores

totales por encima de 10° UFC/g*. De este modo, tras los tratamientos realizados, el
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tratamiento TS5 presentd una poblacion de hongos significativamente mayor (p<0,05)
que el resto de tratamientos. Asi mismo, todos los tratamientos con restos vegetales
incrementaron la densidad de poblacion de bacterias, en contraste con el tratamiento con
estiércol y harina de plumas, y con el tratamiento control que no recibié ninguna
enmienda organica, en los que tras los tratamientos no se detectaron grandes

modificaciones (Figura 14C).

* Control
— % — 5,0kg m? estiércol+0,1 kg m? harina de pluma
D 5t - —®— 25kg mi restos vegetales B 22 4 * Control
' ——¥—— 5,0kg m” restos vegetales | —-—>— 5,0kg m?estiércol+0,1 kg m?harina de pluma
—&— 75kgm? I 20 2
DS kgm _Zrestos vegetales ——— 2,5 kg m” restos vegetales
< © 10,0 kg m™ restos vegetales 18 { —%— 5,0 kg m? restos vegetales
S 2.0e+6 —=8— 7,5 kg m? restos vegetales
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(4] o 14 \
© c
g 1,5e+6 - ‘% 12 4
S S
g 2] 10 A
£ )
IE 1,0e+6 4 IS 8
0 2
O b4
g 61
B 50e+5 | 4] INVERNADERO 2
=) (Hongos)
2 -
0,0 \v T T 0 \v T T
@@ P&\O“ ¢ (\0\\ \({\C\’a \PS\O’“ kpi\o“
38 JNO 00e% J©
v N NS W«
oo <X Oes\l‘ X
C D R Control
dev6q ; - C°”:°' 2 o tiéroat*o.1 ke hetina de o — > — 5,0 kg m? estiércol+0,1 kg m?harina de pluma
5,0 kg m_2 estiércol+0,1 kg m™ harina de pluma Py 2,5 kg m restos vegetales
—@®— 25kg mr2 restos vegetales - 50kg m? restos vegetales
_g —%— 5,0kg mr2 restos vegetales = 7,5 kg m? restos vegetales
S & 7,5kgm ;estos vegetales —o— 10,0 kg m*? restos vegetales
8 3e+6 1 —<©—— 10,0 kg m” restos vegetales |
(] 100 A
bt INVERNADERO 2 0 |
© (Bacterias) 8 80 4
S 2
% 2e+6 @ 70+
E Q60 A
o
2 < 50
S
2 40 A
° ]
T let6 30
z 20 4
D 10 4 INVERNADERO 2 (Oomicetos)
o o
_10 4
0 3 20 1 .
e \({\c\a\ U’K‘o’\\ N
\)\066%' SO

Figura 14. Variacion de la microbiota edafica (hongos, bacterias y oomicetos) en funcion de las
distintas enmiendas organicas adicionadas mediante biosolarizacion en el Invernadero 2.
Variacion de la densidad total de hongos (A), variacion de la diversidad de hongos (B),
variacién de la densidad total de bacterias (C), y variacién de la presencia de oomicetos (D).
Valores (media £ desviacién estandar) expresados antes y después de los tratamientos, y al
finalizar el ciclo de cultivo de pepino. Diferentes letras denotan diferencias estadisticas (p<0,05)
mediante el test de las minimas diferencias significativas de Fisher (LSD).

En este caso, los tratamientos que recibieron restos de cosecha en cantidades

superiores a 2,5 kg'm™ de (i.e. T3, T4 y T5) incrementaron la poblacién de bacterias en
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una orden de magnitud, hasta alcanzar valores totales por encima de 10° UFC/gl,
presentando asi una densidad de poblacién de bacterias significativamente mayor
(p<0,05) que el resto de tratamientos.

Al finalizar el cultivo de pimiento, tras cerca de 10 meses desde la finalizacion de los
tratamientos (i.e. 305 dias), la poblacion de hongos y bacterias en los suelos que
recibieron restos vegetales del cultivo anterior de pimiento fue ligeramente superior que
al inicio del ensayo, en contraste con el tratamiento control en el que se aprecia un
ligero descenso, y con el tratamiento con estiércol y harina de plumas, que parece
mantener las poblaciones en valores muy cercanos a los iniciales. Asi, atendiendo a los
valores promedio totales, al finalizar el cultivo de pimiento tanto las poblaciones de
hongos como las de bacterias fueron superiores en los tratamientos con restos de
cosecha en comparacion con el tratamiento con estiércol y el tratamiento control,
aunque en ningun caso se mostraron diferencias estadisticas, debido principalmente a
las elevadas dispersiones en las medidas, que son fruto de la heterogeneidad que los
suelos muestran de forma natural. En cualquier caso, de forma generalizada para todos
los tratamientos, al finalizar el cultivo de pimiento, las poblaciones de hongos y
bacterias alcanzaron valores que estuvieron dentro de la misma orden de magnitud (i.e.
10° UFC/gh).

Atendiendo a la diversidad de hongos, considerada como el nimero de géneros
diferentes identificados, tras los tratamientos se aprecia un descenso generalizado en
todos los tratamientos, alcanzando valores promedio comprendidos entre 7,5 y 10,5
géneros, y sin presentar diferencias significativas entre ellos. Al respecto debe
considerarse que en este momento de muestreo se identificaron hasta 18 géneros de
hongos diferentes. Al finalizar el cultivo de pimiento, la diversidad de hongos asciende
hasta valores promedio comprendidos entre 10 y 15 géneros en funcién del tratamiento,
llegandose a identificar hasta un total de 26 géneros de hongos, frente a los 15 géneros
iniciales. En este momento tampoco se detectaron diferencias entre los tratamientos
considerados en el estudio que incorporan la practica de la solarizacién con o sin previa
aplicacion de enmiendas organicas

Tras los tratamientos realizados hay presencia de oomicetos en todos los suelos, que
se mantuvo, de forma generalizada, en todos los tratamientos hasta finalizar el cultivo
(Figura 14D).
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5.Discusion.

Los resultados del presente estudio sugieren que, en un suelo desnudo, la incidencia
de la técnica de biosolarizacién de suelos agricolas empleando los restos vegetales del
cultivo anterior de pimiento sobre la microbiota flingica y los oomicetos de la capa
superficial del suelo (topsoil), estuvo en funcién de las fechas y tiempos de aplicacion
de los tratamientos realizados. Asi, los tratamientos realizados en el Invernadero 1
durante 72 dias, y que abarcaron parte del mes de abril y los meses de mayo y junio en
su totalidad, tuvieron un efecto depresor en la densidad y diversidad fungica de la capa
superficial del suelo, asi como en los oomicetos del género Pythium, reduciendo estos
ultimos su presencia hasta alcanzar niveles indetectables mediante el método analitico
empleado. Al respecto, el descenso de la microbiota fungica fue menor en los
tratamientos que recibieron enmiendas organicas, frente a los tratamientos solarizados
sin adicion de enmiendas. En contraste, tras los tratamientos realizados en el
Invernadero 2 (31 dias en total), que abarcaron el mes de abril e inicios de mayo, no se
detectaron descensos significativos en las poblaciones de hongos, ni tampoco de
oomicetos del geénero Pythium, ya presentes en los suelos antes de realizar los
tratamientos. En éste caso, incluso se aprecio un incremento significativo de la densidad
de hongos tras los tratamientos con restos vegetales a razon de 10 kg-m-2.

De este modo, la realizacion de los tratamientos en meses mas calidos y durante un
periodo mas prolongado, previsiblemente provocé un mayor aumento de temperatura
del suelo que, junto con su sostenimiento durante un mayor tiempo, pudo ser la causa
principal del mayor efecto depresivo sobre las poblaciones de hongos y oomicetos.
(Bigelow 1921; Katan et al., 1976; Pullman et al., 1981). Adicionalmente, también
deben considerarse los efectos de las condiciones de anaerobiosis alcanzadas durante los
tratamientos biodesinfectantes (Reddy 1987; Strandberg 1987; Blok et al., 2000;
Bonanomi et al., 2010), asi como de los compuestos generados en la descomposicién de
la materia organica (Brown y Morra 1997; Lazarovits 2004; Arriaga et al., 2011;
Nufiez-Zofio et al., 2011, 2012), que pudieron ser también factores determinantes en la
expresion de los mayores efectos depresivos sobre dichas poblaciones microbianas,
dado que, la exposicidn a estos factores fue también més prolongada en el tiempo. Del
mismo modo que en el presente estudio, Marin-Guirao et al. (2012) en las condiciones
de invernadero de Almeria, con suelos cubiertos con acolchado de arena, tras la

realizacion de tratamientos de biodesinfeccion de suelos (biofumigacion y
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biosolarizacion) en el mes de julio, empleando en este caso otras enmiendas organicas
deshidratadas, también fue evidente el impacto depresor en las poblaciones de hongos y
oomicetos de la capa superficial del suelo (topsoil), independientemente de la adicion de
las enmiendas organicas estudiadas, y de la utilizacion de plastico para solarizar. Asi
mismo, los tratamientos de biodesinfeccion (biofumigacion y biosolarizacién)
realizados en el Campo de Cartagena (Murcia) en suelos no arenados, e iniciados en el
mes de agosto y mantenidos hasta cerca de tres meses, también provocaron descensos
de la poblacién flangica, sin embargo, en esos suelos el descenso no se detectd en las
parcelas sin tratar (Martinez et al. 2009). Asi mismo, y referido a los efectos reportados
sobre los oomicetos, de los trabajos de Gamliel et al. (2000) se extrae que, cuando el
suelo no arenado es solamente solarizado, sin enmienda orgénica, los propagulos de
Pythium ultimum y Sclerotium rolfsii no se vieron inactivados y si lo hicieron cuando el
suelo fue biosolarizado. Del mismo modo, Nufiez (2011) concluye que, para un cultivo
no enarenado de pimiento en invernadero en la Region de Murcia, el éxito de la
biodesinfeccion frente a Phytophthora capsici, cuando las condiciones son
térmicamente favorables, es independiente del tipo de enmienda organica incorporada al
suelo. Sin embargo, Guerrero et al. (2004) no detectaron a P. capsici después de los
tratamientos de biosolarizacion, independientemente de las fechas en las que realizaron
tratamientos (Noviembre, Julio y Agosto).

Por otro lado, en el caso de la poblacion de bacterias no se aprecia la disidencia entre
los dos invernaderos referida a los efectos observados sobre la microbiota fungica y los
oomicetos, dado que, independientemente de las fechas y tiempos de aplicacion de los
tratamientos, la adicion de restos de cosecha mediante biosolarizacion incrementd
notablemente la densidad de poblacion bacteriana.

En cualquier caso, debe destacarse que, con la excepcion del efecto depresor
detectado en los oomicetos del género Pythium en el Invernadero 1, que se mantuvo
incluso al finalizar el cultivo de pepino consecutivo a los tratamientos, se aprecia una
tendencia generalizada de las distintas fracciones microbianas evaluadas a
reconstituirse, e incluso a incrementarse cuando los tratamientos de biosolarizacion se
realizaron con restos vegetales del cultivo de pimiento. Al respecto, se debe tener en
cuenta que, como consecuencia de los diferentes cultivos crecidos en los dos
invernaderos, el periodo de tiempo comprendido entre la realizacion de los tratamientos
y el muestreo correspondiente a la finalizacion de los cultivos comerciales fue

notablemente menor en el caso del Invernadero 1 (ciclo pepino ~ 4 meses), en
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comparacion con el Invernadero 2 (ciclo pimiento ~ 10 meses). Asi, el “periodo de
reconstitucion” de las comunidades fungicas y de oomicetos fue menor en el

invernadero en el que, ademas, se detect6 el mayor efecto depresivo sobre las mismas.
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6. Conclusiones.

Las conclusiones muestran como la incidencia de la técnica de biosolarizacion de
suelos agricolas sobre las fracciones de la microbiota edéfica evaluadas (hongos,
bacterias y oomicetos) estuvo en funcion de las fechas y tiempos de aplicacién de los
tratamientos realizados.

1.- En el ensayo donde la duracion de los tratamientos de biosolarizacion fue mas
prolongada (72 dias), y aplicados en los meses mas calidos, hubo un marcado efecto
depresor sobre la densidad y diversidad fangica de la capa superficial del suelo, asi
como sobre los oomicetos del género Pythium. Este efecto fue menor en los
tratamientos con restos vegetales del cultivo anterior de pimiento, en los que, ademas, la
densidad de poblacion bacteriana se incremento notablemente. Al finalizar el cultivo de
pepino (aproximadamente 4 meses después de los tratamientos), las poblaciones de
hongos y bacterias tendieron a reconstituirse, aprecidndose en el caso de los hongos un
incremento generalizado tanto en la cantidad como en la diversidad, principalmente en
los tratamientos que recibieron los restos vegetales. Por el contrario, el efecto depresor
sobre los oomicetos se mantuvo hasta finalizar el cultivo.

2.- En el ensayo donde la duracion de los tratamientos de biosolarizacion fue menor
(31 dias), y aplicados en fechas menos célidas, no se aprecié un marcado efecto
depresivo sobre las poblaciones de hongos, bacterias y oomicetos del suelo, llegandose
a detectar un incremento generalizado en la densidad de hongos y bacterias a la
profundidad estudiada en los tratamientos que recibieron restos vegetales del cultivo
anterior de pimiento. Al finalizar el cultivo de pimiento (aproximadamente 10 meses
después de los tratamientos), las poblaciones de hongos y bacterias en las parcelas que
recibieron restos vegetales fueron ligeramente superiores a las iniciales, a la vez que la

presencia de oomicetos no fue modificada.
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