Universidad Politécnica de Cartagena
Departamento de Produccion Vegetal

Biosolarizacion de invernaderos para cultivos de
pimiento: manejo de patogenos y fatiga del suelo.

Maria del Mar Guerrero Diaz

Director

Dr. Alfredo Lacasa Plasencia

2012






AGRADECIMIENTOS

Cualquiera que lea este trabajo con detenimiento y atencion se dara cuenta que detras no
esta solo mi esfuerzo y trabajo, sino el de muchisima gente.

Lo importante de esta tesis no es que los trabajos que aqui se presentan sirvan para que
haya un nuevo doctor, en este caso doctora. Lo importante es que han contribuido a
solucionar importantes problemas reales de gente que, a pesar de todo sigue viviendo de
este dificil oficio o mejor llamado, Ciencia, que es la Agricultura. Por lo tanto gracias a
todos los agricultores que han cedido lo mas valioso que tienen con absoluta confianza
en nosotros.

A todas y todos mis compafieros del departamento de Biotecnologia y Proteccion de
cultivos, y de otros departamentos del IMIDA. Obviamente éste también es vuestro
trabajo.

A Santiago y Mireia por facilitarme el requisito imprescindible, y muchas mas cosas.

Al Dr. Julio C. Tello Marquina también una parte importante de esta tesis se debe a sus
afos de trabajo.

A mi tutora en la UPCT, que ademas es mi amiga.

A los que la leeran con interés y a los que ya no podran leerla. Gracias.

Y por supuesto,

A Alfredo Lacasa Plasencia, por hacerme entender que la fitopatologia no solo se
aprende detras de un microscopio o de una lupa y que el campo no solo son plantas. Por
seguir confiando en mi, por continuar ensefiandome, y por hacer que ir a trabajar cada
dia sea un placer. GRACIAS.

A mis padres, por seguir pensando, a pesar de todo, que con esfuerzo y honradez se
consiguen los deseos.

A todos los que embellecéis mi vida, y este grupo afortunadamente es muy grande.

GRACIAS






Resumen

RESUMEN

El cultivo de pimiento supone una parte importante de la economia agricola de la
Region de Murcia, en particular en la comarca del Campo de Cartagena donde ha
llegado a ocupar unas 2000 ha de invernaderos. Las practicas agricolas de monocultivo
han provocado una fuerte especificidad de importantes patdgenos como Phytophthora
spp., productora de la “tristeza del pimiento” y Meloidogyne incognita, que llegan a ser
factores limitantes para este cultivo, por la importancia de las pérdidas que ocasionan.

La prohibicion del bromuro de metilo por su efecto nocivo en el medio
ambiente, utilizado todos los afios para desinfectar los suelos de los invernaderos del
cultivo de pimiento, ha provocado una busqueda incesante de alternativas que fueran
sostenibles y duraderas. Para eso eran necesarios estudios actualizados de los patdgenos
principales y de las circunstancias actuales del cultivo, en particular sobre el causante de
la muerte de plantas, sobre las caracteristicas de la fatiga del suelo y sobre la
biosolarizacion (biofumigacion con solarizacion) como método de desinfeccion de los
suelos.

-Se ha realizado la caracterizacion del patdgeno causante de la “marchitez o
tristeza del pimiento” como paso previo al establecimiento de estrategias de control por
medios no quimicos, comprobando una evolucion de especies a lo largo del tiempo, que
habia pasado inadvertida. Se han utilizado aislados obtenidos de plantas enfermas de
pimiento en varios invernaderos y en distintas anualidades entre 1997 y 2006. Los
estudios morfolégicos, fisiolégicos y de patogeneicidad han permitido poner de
manifiesto que la especie predominante de Phytophthora en los invernaderos del Campo
de Cartagena es P. parasitica, lo que contrasta con estudios precedentes en los que P.
capsici era la especie mayoritariamente encontrada. Las variaciones observadas hacen
plantearse preguntas sobre las causas que han originado o facilitado los cambios, que
parecen consolidados.

-En condiciones controladas y estudiando suelos de invernaderos con diferentes
antecedentes de antigledad del monocultivo y forma de desinfeccion, se ha
caracterizado la fatiga del suelo, que provoca grandes pérdidas debido al monocultivo
de la zona, utilizando como indicadores el pimiento, el apio y la lechuga. Se ha
encontrando una importante especificidad para el pimiento debida a la componente
microbioldgica seleccionada a lo largo del ciclo de cultivo o de permanencia de las
plantas en el invernadero.

-Desde la prohibicion del bromuro de metilo en 2005 se han venido evaluando
distintas enmiendas para utilizar como biofumigantes intentando encontrar las mas
adecuadas para el control de patdgenos, sin tener que alterar el ciclo habitual del cultivo
de pimiento en las zonas del sur de Alicante y Campo de Cartagena, asi como evaluar su
eficacia desinfectante para el control de los dos principales patdgenos en el tiempo. La
biosolarizacion con estiércoles frescos iniciada en agosto proporciona resultados
satisfactorios para el limitar la incidencia de la “tristeza del pimiento™, e inciertos para
el control de Meloidogyne incognita. Algunas enmiendas mejoran los efectos de la
biosolarizacion con estiércoles, cuando se inicia la desinfeccion en octubre coincidiendo
con el final del ciclo habitual del cultivo, si bien los niveles de control de Phytophthora
spp. y Meloidogyne incognita son insuficientes en algunos invernaderos y afios.






Abstract

ABSTRACT

Sweet pepper crops represent an important part of the agricultural economy of
the province of Murcia. This is particularly true in the Campo de Cartagena region,
where its cultivation occupies 2000 ha of greenhouses. However, the monoculture of
sweet pepper has led to the presence of specific pathogens such as Phytophthora spp.,
the cause of an important disease and Meloidogyne incognita, which have become
limiting factors for the crop and the cause of serious economic losses.

The prohibition of methyl bromide because of its harmful effect on the
environment following years of use to disinfect the soils in which pepper has been
cultivated, has led to the search for alternatives that are both sustainable and lasting. For
this reason it is so important to update our knowledge of the main pathogens involved
and cultivation techniques used, particularly those causing plant death, the
characteristics of soil fatigue and on the biosolarization (biofumigation plus
solarization) as a methodology for disinfecting the soils.

We characterized the pathogen causing pepper disease as a prior step to
establishing non-chemical strategies for its control, observing in the process that there
had been an evolution in the species involved that had passed unnoticed. Isolates
obtained from diseased pepper plants from several greenhouses during the years 1997 to
2006 were used. Morphological, physiological and pathogenicity studies revealed the
predominant species of Phytophthora in the greenhouses of Campo de Cartagena to be
P. parasitica, which contrasts with previous studies in which P. capsici was seen to be
the main species, a situation that had not been noticed until our study. The variations
observed pose questions regarding the causes giving rise to or facilitating such changes
which, moreover, seem to be permanent.

In controlled conditions we studied the soils of greenhouses supporting a
different number of years of monoculture and the form of disinfection used in order to
characterize soil fatigue, the cause of large losses, using as indicators pepper, celery and
lettuce. A high degree of specificity for pepper was found due to the microbiological
component selected during the crop cycle or length of time the plants had been in the
greenhouse.

Since methyl bromide was banned in 2005, we have evaluated different
amendments for use as biofumigation elements in order to control the pathogens while
not affecting the normal crop cycle in the area south of Alicante and the Campo de
Cartagena, evaluating their ability to control the two main pathogens at the same time.
Biosolarization with fresh manure beginning in August provided satisfactory results as
regards limiting the incidence of Phytophthora sp. wilt but not such good results for
controlling Meloidogyne. Some amendments improved the effects of biosolarization
with manure, when example beginning in October coinciding with the end of the normal
crop cycle, although the level of control of Phytophthora spp. and Meloidogyne
incognita remained insufficient in some greenhouses and in some years.
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Capitulo 1. Antecedentes

1 ANTECEDENTES

En 1978, Tello et al. (1978) advertian de la importancia del diagndstico en
Patologia Vegetal, dado que una vez conocido el agente patdgeno causante de la
enfermedad se podian establecer con claridad las relaciones de la interaccion
hospedante/patdgeno y arbitrar los medios y estrategias para paliar o controlar los
efectos de la enfermedad sobre los cultivos.

Los mencionados autores utilizaron como ejemplo el cultivo del pimiento de
“bola” que venia siendo un cultivo social e industrial en la Vega del rio Segura y que,
en esos afios, emigraba de la huerta al campo como consecuencia de la incidencia de
la “marchitez”, “seca”, “tristeza” o “fusario del pimiento” (de esta ultima forma
denominaban los huertanos murcianos a la causa de la muerte de los pimentonares).
Como indican Bartual et al. (1991), se habia imputado a Fusarium oxysporum la
muerte de los pimentonares, y se habian establecido estrategias de control para este
hongo y no para el verdadero causante de la muerte de las plantas. Segun Tello et al.
(1978) Phytophthora capsici, el causante de la “tristeza” del pimiento en zonas
productoras de pimiento del Valle del Ebro (Alfaro y Vegh, 1971), también lo era en
Murcia.

Pero Tello y sus colaboradores asistieron, en los Gltimos afios de la década de
los setenta del pasado siglo, a la desaparicion del cultivo del pimiento de bola en la
Huerta de Murcia y de la Vega del rio Segura. Los suelos estaban contaminados del
hongo y éste permanecia en el suelo de un cultivo al siguiente. Las aguas de riego y
las de escorrentias se encargaban de diseminar el hongo y la enfermedad por las
tierras regadas. P. capsici era un factor limitante del cultivo pues no habian
remedios, en aquel momento, para evitar las epidemias que se desencadenaban cada
afio o para paliar sus efectos.

Garcia (1978) encontro P.capsici en pimentonares de la Vega del Guadalentin
y del poniente del Campo de Cartagena a donde se habia mudado el cultivo del
pimiento para pimentdn, donde el agua procedia de pozos y donde el pimiento rotaba
auno o dos afios con los cereales o el melon. Cabe la sospecha que la contaminacion
de las nuevas parcelas se produjera con las plantas, que se seguian produciendo en
alméacigos de la Vega.

Tello (1984) sefiala a P. capsici como causante de la muerte de plantas en los
invernaderos de< pimiento del Campo de Cartagena. Son numerosas las referencias
analiticas y de diagndstico que se encuentran en los Cuadernos de Laboratorio del
Departamento de Proteccion Vegetal del actual IMIDA sobre consultas y
prospecciones, llevadas a cabo en los invernaderos de esa comarca, que se refieren a
P. capsici como el patdgeno asociado a plantas con sintomas de marchitez. Legaz
(1985) estudia aislados obtenidos de muestras recogidas en los invernaderos del
Campo de Cartagena y los identifica como P. capsici, determinando su
patogeneicidad frente a varias hortalizas, incluido el pimiento. Algunos de esos
aislados fueron utilizados en los estudios de resistencia genética en pimiento a
Phytophthora spp. llevados a cabo por Bartual et al. (1991).

Como indican Tello y Lacasa (1997 y 2004), en la década de los afios ochenta
del siglo pasado se llevaron a cabo ensayos de control de la enfermedad mediante
desinfeccion del suelo con diferentes fumigantes, mediante el control del agua de
riego, con aplicacion de fungicidas en el agua de riego a lo largo del cultivo o
indagando sobre las caracteristicas de la resistencia genética. La desinfeccién del
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suelo con bromuro de metilo todos los afios fue la solucion practica adoptada a partir
delafio 1988 en todos los invernaderos (Lacasa y Guirao, 1997).

Veinte afios mas tarde de que se acertara con el diagnostico de la enfermedad,
nos encontramos que la situacion establecida y admitida de forma generalizada entre
los cultivadores de la comarca del Campo de Cartagena, estaba abocada a cambiar, al
habérsele puesto fecha de caducidad al uso de bromuro de metilo para la
desinfeccion de los suelos de los invernaderos. Se tendria que experimentar con
nuevos desinfectantes 0 nuevas estrategias de control a las mayoritariamente
utilizadas.

La encuesta realizada por Lacasa y Guirao (1997) ponia de manifiesto que,
pese a la desinfeccion con bromuro de metilo, mas de un 20% de los invernaderos
encuestados tenian pérdidas de plantas por “seca” o “tristeza”, mas del 32% tenian
contaminado el suelo con Phytophthora sp. y un buen nimero de los encuestados, no
habian observado muerte de plantas pero desinfectaban todos los afios pues si
dejaban de hacerlo las plantas crecian menos y disminuia sensiblemente la
produccioén, que interpretaban como “cansancio del suelo”, ya que en mas del 95%
de los invernaderos el pimiento se repetia todos los afos.

En la bldsqueda de alternativas al bromuro de metilo se plantearon como
aspectos relevantes:

a) Si la causa de la muerte de las plantas con sintomas de “tristeza” o “seca”
seguia siendo la misma que en la década de los afios ochenta, ya que en otras zonas
se implicaba a Verticillium dahliae en la muerte de plantas de pimiento con sintomas
proximos (Palazon, 1988).

b) Si los descensos de cosecha y reduccion del desarrollo de las plantas, que
los agricultores observaban al dejar de desinfectar con bromuro de metilo los
invernaderos donde no se morian plantas, eran exclusivos del pimiento o se
manifestaban en otros cultivos que pudieran alternarse.

c) Las soluciones por medios quimicos, tanto para el control de los patdgenos
como para paliar los efectos del “cansancio” del suelo, no serian aplicables a cultivos
con planteamientos de produccion integrada, que en aquel momento se empezaban a
implantar, ni de cultivos ecoldgicos, que en aquel momento se iniciaban.

El propdsito de esta tesis es dar respuesta a las cuestiones antes planteadas.
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2 INTRODUCCION

2.1 CARACTERISTICAS DEL CULTIVO DEL PIMIENTO EN
LOS INVERNADEROS DE LA REGION DE MURCIA

2.1.1 El pimiento en el contexto de la horticultura regional

En la Region de Murcia el pimiento es un cultivo tradicional con gran arraigo
entre los agricultores de las vegas de los rios Segura y Guadalentin y, sobre todo, en
el Campo de Cartagena. En su vertiente industrial el pimiento para pimentdn o de
“bola” se tiene constancia que fue cultivado por los monjes del monasterio de los
Jer6nimos en La Nora a principios del siglo XVI (Canovas, 1996). En la década de
los afios ochenta del pasado siglo el pimiento para pimenton ocup6 la mayor
superficie (Canovas, 1996). Las insistentes epidemias de virus como el Potato virus
Y (PVY) o el Cucumber mosaic virus (CMV) y en particular del virus del bronceado
del tomate (Tomato spoted wilt virus, TSWV), comprometieron la viabilidad del
cultivo, hasta el punto de desaparecer de la comarca del Campo de Cartagena,
quedando limitado su cultivo a unos cientos de hectareas en el Valle del Guadalentin.

El cultivo del pimiento en invernaderos se inicio en los afios setenta del
pasado siglo en la zona costera del Campo de Cartagena, ante las expectativas de la
llegada de las aguas del Trasvase Tajo-Segura (Rico, 1983). Las tentativas de
cultivar otras hortalizas en los nuevos invernaderos de la zona no progresaron,
probablemente por las caracteristicas climaticas de la zona y por la escasa
especializacion de los agricultores, que sin embargo eran especialistas en cultivar
pimiento para pimenton al aire libre.

Fue con la llegada del agua del Trasvase cuando se produjo el desarrollo del
cultivo del pimiento en invernadero. En 1984 ocupaba 778 ha y en 1997 eran 1.549
ha las destinadas al pimiento. Pese a las epidemias del virus del bronceado del tomate
que se produjeron a partir de 1990 el cultivo se consolidd, ocupando en el 2000 1.712
ha, 1.810 ha en 2003 y 1.559 ha en 2006 (Estadisticas Agrarias de la Region de
Murcia). La dificultad para disponer de agua de calidad, la competencia en los
mercados internacionales, las modificaciones en la forma de desinfectar el suelo, el
aumento del costo energético y la apertura de expectativas de alternancia con otros
cultivos como el calabacin y en menor medida el melon, han hecho que la superficie
disminuya de forma progresiva (1.452 ha en 2009, 1.222 ha en 2011 y 1.188 en
2012) (Estadisticas Agrarias de la Region de Murcia).

Pese a todo, es la segunda hortaliza mas cultivada en invernadero en la
Region de Murcia, tras el tomate y es considerado como un cultivo estratégico desde
el punto de vista social para la comarca del Campo de Cartagena (L6pez, 1998),
donde se localiza el 98,3% de la superficie de invernaderos ocupada por su cultivo y
donde se ha desarrollado un nucleo de comercializacion especializado.

En los municipios de San Pedro del Pinatar, San Javier, Torre Pacheco, Los
Alcéazares y Cartagena de Murcia y de Pilar de la Horadada (Alicante), es la actividad
principal agricola y el soporte econémico de cinco agrupaciones de productores de
hortalizas: tres sociedades cooperativas limitadas y dos sociedades agrarias de
transformacién que retnen a los cultivadores de méas del 50% de la superficie. El
resto de los productores canalizan la comercializacion y las ventas a traves de seis
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alhddigas o de sus propias estructuras comerciales, como empresas
comercializadoras y exportadoras.

Forma parte de una horticultura regional intensiva muy tecnificada, dindmica,
moderna y competitiva, con marcada proyeccion a la exportacion a paises europeos.
El cultivo del pimiento coexiste en el tiempo con cultivos invernales de lechuga,
brécoli, alcachofa, apio, calabacin, habas, etc., y estivales de meldn, sandia,
pimiento, maiz dulce, etc., al aire libre y se alterna en los invernaderos con calabacin,
meldn o guisante.

Casi toda las superficie de pimiento en invernadero se cultiva con arreglo a
normas de produccion integrada, habiendo mas de 100 ha calificadas como
ecoldgicas, lo que afiade un interés particular por este cultivo en la comarca, por su
valor afiadido. Genera gran cantidad de mano de obra, en la fase de produccion en los
invernaderos, en los almacenes de confeccion y alhddigas, en empresas auxiliares de
invernaderos, proveedores de plasticos, riegos, fertilizantes, fitosanitarios, embalaje,
transporte, industria, etc. La relativa cercania de los mercados europeos, la suavidad
del clima invernal, el grado de especializacion y de tecnificacion de las explotaciones
permite a la comarca ser competitiva en calendarios y precios, lo que ha abocado a
un monocultivo de alto valor y elevado grado de especializacion (Lopez, 1998),
siendo basica la convergencia hacia la consecucion de denominacion de produccion
de calidad.

La competencia con los cultivos de Almeria, donde el pimiento ocupé 7.300
ha en la campafia 2010-2011 (Anuario de Estadistica del Ministerio de Medio
Ambiente, Medio Rural y Marino, 2011), se produce en el inicio de la primavera y
recientemente en el final del verano.

2.1.2 Latecnologia del cultivo en los invernaderos

Los tipos de invernaderos

Las estructuras de los invernaderos han variado sensiblemente con el tiempo,
coexistiendo en la actualidad invernaderos antiguos con invernaderos de alta
tecnologia.

Son escasos los que todavia se cultivan, de aquellos construidos cuando se
inicid el cultivo protegido en esta comarca, a principio de los afios 70 del pasado
siglo. Una parte han sido ligeramente reformados para adaptarlos al sistema de riego
por goteo, a las maquinarias de aplicacion de fitosanitarios, a los sistemas de
entutorado y al uso de contenedores para la recoleccion. Son generalmente de
pequefias dimensiones (1.000 a 2.000 m?), de tipo “parral” o “capilla”, de poca
altura, soportes de madera de eucaliptos o de tubo de hierro galvanizado por los que
han sido sustituidos. Presentan sistemas deficitarios de ventilacion y dificultades
para la mecanizacion de las labores. Sin embargo mantienen sus potenciales
productivos.

La mayoria fueron construidos entre finales de los afios 80 del siglo pasado y
principios del presente. Son de mayores dimensiones, de tubos de hierro galvanizado
con alturas en el borde de 2 a 2,5 m y entre 4 y 5 en la cumbrera, de tipo “parral” o
“capilla”, con capillas sencillas (la mayoria) o multicapilla (son minoria). La
superficie del invernadero oscila entre 2.500 y 6.000 m?, para los de capilla simple, y
entre 10-30.000 n? los de varias capillas adosadas. Estan dotados de amplias zonas
de ventilacion lateral, y adaptados (la mayoria) o construidos (los menos) con
ventilacion cenital. Tras las ayudas proporcionadas para mejorar las estructuras, casi
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todos estdn dotados de automatismos para la apertura de las ventilaciones. Algunos
disponen de pantallas de sombreo y/o de sistemas de aspersion para la refrigeracion.

Sobre la superficie ocupada por antiguos invernaderos se han construido, en
la Gltima década, estructuras multitineles de mayores dimensiones que las “capillas”.
Estan provistos de tecnologias para la ventilacidn, la regulacion de la temperatura por
pantallas o por aspersion en las zonas de pasillos, con mayores espacios entre
soportes y alturas en los laterales de 4 m vy electrificados. En algunos casos, la
superficie cubierta por estos multitineles adosados supera las 5 ha.

Las cubiertas utilizadas en la actualidad son de plastico tricapa de tres afios de
duracion entodos los modelos, tipos y dimensiones de invernaderos. Se han probado
los plasticos fotoselectivos con distintas caracteristicas, pero su uso todavia no se ha
extendido, por no compensar las mejoras al costo adicional.

Los sistemas de calefaccion que hace una década se empezaron a utilizar han
quedado en desuso por el costo energético que suponen. Todavia se mantienen
algunos sistemas de apoyo térmico nocturno para evitar las heladas o para paliar los
efectos de las bajas temperaturas invernales.

Los sistemas de ventilacion, necesarios para regular las condiciones
ambientales, tienen una componente de manejo para evitar las inmigraciones de
plagas (mosca blanca, lepiddpteros noctuidos o pirdlidos), en particular de los
insectos transmisores de virosis como los trips (Frankliniella occidentalis) o de
pulgones. Por ello, todos los invernaderos disponen de mallas en las aperturas de
ventilacion de 16x10 hilos/cm en las laterales y de 10x6 hilos/cm en las cenitales, de
forma que se reducen las inmigraciones de plagas y se mantienen las adecuadas
condiciones ambientales.

Foto 1. Invernadero tipo parral.

2.1.3 Elciclo de cultivo

Desde su instauracién como cultivo protegido en el Campo de Cartagena, el
pimiento ha sido un monocultivo en la mayor parte de los invernaderos, dado que el
ciclo habitual anual mantiene el suelo ocupado durante de 8 a 10 meses, dependiendo
del tamafio de la explotacion y de la orientacidn comercial, necesitando los otros
meses para retirar los restos del cultivo y para las labores preparatorias del siguiente.
Segun las fechas en que el cultivo permanece en el invernadero se pueden distinguir,
en la actualidad, tres tipos de ciclos (Tabla 1), siempre ajustados a las ofertas que
puedan realizar otras zonas productoras con las que se compite en los mercados
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locales y en la exportacion, a la que se destina méas del 60% de la cosecha. En la
organizacion de las plantaciones se procura evitar solapes con las producciones en
los sistemas protegidos de Almeria.

Tabla 1. Ciclos de cultivo de pimiento en el Campo de Cartagena.

Ciclo Trasplante Inicio recoleccion | Lugar de cultivo
Extra-temprano 15 de noviembre a | 15 de marzo a Invernadero
22 de diciembre 15 de abril
Temprano 25 de diciembrea | 20 de abril a Invernadero
20 de enero 15 de mayo
Tardio 25 de enero a 20 de mayo a Invernadero
28 de febrero 5 de junio
Extra-tardio 10 de marzo 20 de junio Invernadero
10 de mayo 10 de julio Aire libre

El pimiento es un monocultivo en la mayor parte de los invernaderos y se
viene repitiendo de forma ininterrumpida desde hace mas de 20 afios en mas del 50%
de la superficie, y desde hace mas de 10 afios en el 90%. En los ultimos afios la
tendencia estd cambiando debido a:

- La supresion del bromuro de metilo para la desinfeccion de los suelos (en 2006-07
fue la dltima campafa de usos criticos) y las deficiencias mostradas por las
alternativas quimicas y no quimicas en algunos suelos.

- La implantacion en la comarca de una gran empresa de comercializacion de otras
hortalizas, en particular de cucurbitaceas permite tener al alcance un mercado para
las cosechas de cultivos alternativos o rotacionales.

- Las restricciones en la disponibilidad de agua de calidad, lo que dificulta el cultivo
del pimiento o se requiere de inversiones para la desalacion de aguas subterraneas o
marinas.

Ademas, con el establecimiento de estrategias no quimicas para el control de
los patdgenos del suelo, se ha incrementado paulatinamente la superficie en la que el
pimiento se alterna (en ciclos de dos afios) con cucurbitdceas como el calabacin o el
melon o con el guisante. Esto ha supuesto una disminucién de la superficie de
pimiento préxima al 20% en 2011-12 enrelacion a la de la campafia 2007-08.

Era tradicional el realizar un cultivo de pimiento grueso al aire libre con
plantacion al inicio de la primavera, y con la llegada del virus del bronceado del
tomate se habia dejado de hacer. Recientemente, tras los cultivos alternativos de
invierno (guisante o calabacin), se estan realizando plantaciones tardias (entre
mediados de marzo y principios de mayo) en los invernaderos, para cosechar durante
el verano y principios de otofio.

Ciclo extra-temprano

Es el predominante en los invernaderos de la comarca del Campo de
Cartagena. La plantacion se realiza desde principios de noviembre hasta enero. Una
plantacion mas precoz implicaria un mayor riesgo en el ataque de enfermedades,
fundamentalmente de Botrytis, y de virosis transmitidas por pulgones como elPVY y
el CMV, o por trips como el TSWV lo que ocasionaria pérdidas de produccion y de
calidad en los frutos. En este ciclo de primavera, la recoleccién suele iniciarse en
marzo-abril y terminar en agosto-septiembre, segin sean los precios, obteniéndose
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una produccién media de 10-12 kg m2. Predominan las variedades de tipo
"Lamuyo"”, aunque cada vez es mas frecuente el uso de variedades de tipo
"California”. Las primeras cosechas se pueden solapar con las Gltimas de Almeria.

Ciclo temprano

Con el anterior es el realizado mayoritariamente en la comarca. Tratando de
evitar las bajas temperaturas del inicio del invierno se planta desde finales de
diciembre hasta mediados o finales de enero, para iniciar la recoleccion a partir de
mediados de abril cuando las producciones de Almeria descienden. Los riesgos de
epidemias de virosis se reducen considerablemente y también de hongos de
evolucion aérea. Predominan las variedades de tipo “California”, con producciones
medias préximas o superiores a 10 kg m? y final del ciclo desde finales de agosto
hasta principios de octubre, dependiendo del tipo o tamafio de la explotacion y de las
labores preparatorias, en particular del tipo de desinfeccion del suelo.

Ciclo tardio

En zonas de riesgos de frio en el invierno o en invernaderos con estructuras
antiguas se suele retrasar la plantacion a finales de enero 0 mediados de febrero, para
iniciar la recoleccion a partir de mediados de mayo o principios de junio. Los riesgos
de contratiempos fitosanitarios por virosis o enfermedades fangicas de evolucion
aerea se reducen y aunque las producciones unitarias disminuyen en relacion a los
anteriores ciclos, la calidad en esos meses es superior a la de los tempranos en esas
fechas de inicio de la cosecha. Salvo que los precios sean favorables el final del
cultivo suele ser similar al del ciclo temprano. Predominan las variedades de tipo
“California" con producciones unitarias de 8 a 10 kg m2.

Ciclo extra-tardio

El pimiento rota con cultivos invernales de cucurbiticeas o de guisante.
Generalmente los sucede sin mediar desinfeccion del suelo, aunque en suelos
contaminados por Phytophthora spp. y/o Meloidogyne sp. se suele realizar una
desinfeccion parcial. La plantacion se realiza entre mediados de marzo y principios
de mayo, para iniciar la recoleccion a principios de julio y finalizar el cultivo a partir
de mediados de septiembre hasta mediados de octubre. Suelen utilizarse variedades
de tipo “Lamuyo” en los invernaderos por ser el tipo predominante en las
plantaciones al aire libre que se realizan en esas fechas. Los riesgos de epidemias del
virus del bronceado del tomate suelen ser altos por coincidir el inicio del cultivo con
el final del cultivo de alcachofa, con el que coexiste. Las producciones unitarias son
mas bajas que en los ciclos anteriores y el destino de la produccion suele ser el
mercado nacional de consumo en fresco y la industria.

2.1.4 Las labores culturales

En los cuarenta afios de cultivo protegido las técnicas culturales han
evolucionado con los avances tecnologicos y las innovaciones de los propios
agricultores, con las caracteristicas de los invernaderos y los sistemas de gestion del
ambiente, con la estructura varietal o con el destino de las producciones. Rico (1983)
recopild las formas de cultivo, los tipos de invernaderos, las variedades cultivadas y
sus caracteristicas, etc., cuando apenas el cultivo se habia instaurado en la comarca
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del Campo de Cartagena y se proyectaba el futuro de esta zona de nuevos regadios
hacia cultivos de primor con alto valor afiadido, como un ndcleo especializado de
produccion y comercializacion.

En 1997 la inquietud de cultivadores asociados a cooperativas y de sus
técnicos se inclind por la aplicacion de métodos biolégicos o integrados en el control
de las plagas, lo que se tradujo en que, a partir de 2001, en méas del 95% de los
invernaderos el cultivo se realiza bajo criterios y controles de produccién integrada,
priorizando los medios bioldgicos y biotécnicos en las actuaciones.

Preparacion del suelo para la plantacién

Es habitual que al finalizar el cultivo de pimiento precedente se retiren las
mangueras de riego, los hilos y perchas del entutorado y se retiren las plantas o las
ovejas las consuman, sacando en ese caso los tallos mas gruesos. Sin embargo en una
parte importante de la superficie los restos del cultivo precedente se entierran
utilizando una fresadora. En este caso, se extiende a continuacién el abonado
organico de fondo y los correctores, se da un pase o dos de subsolador y se entierra la
enmienda organica con una labor de fresadora.

Si la desinfeccion del suelo se realiza mediante biosolarizacion,
inmediatamente despues de haber enterrado las plantas y la enmienda, se riega (por
aspersion o con las mangueras de riego por goteo, colocandolas en dos posturas en
sendos dias consecutivos) y se cubre el suelo con pléstico de polietileno de 160 6 200
galgas, permaneciendo sellado un minimo de seis semanas o hasta el momento de
preparar el invernadero para la plantacion.

La desinfeccion quimica es utilizada en méas del 60% de los invernaderos. La
mezcla de 1,3-dicloropropeno y cloropicrina se aplica después de enterrar la
enmienda organica, de extender las mangueras de riego en las lineas donde se van a
poner las plantas en la campafia siguiente y de colocar el plastico de polietileno de
140, 160 6 200 galgas. Se humedece el suelo mediante riegos de 3-4 horas en dos
dias consecutivos o alternos y a continuacion, o 7-4 dias mas tarde, se incorpora el
desinfectante en el agua de riego. Tras un plazo de seguridad de 21 dias, para la
disipacion de los productos, se levantan los plasticos, esperando de 10 a 15 dias mas
antes de plantar. Cada vez son menos los agricultores que dan un pase de fresadora
despues de la desinfeccion a todo el terreno, siendo frecuente la desinfeccion “en
linea”, sin labores posteriores Yy plantando en las lineas donde se ha aplicado el
producto, ahorrando las tareas de plegado de mangueras y el desplegado posterior
para la plantacion.

El marco de plantacion

Es tradicional en la comarca el realizar la plantacion en lineas simples, con
orientacién norte-sur, separadas 1m. En la linea, las plantas se separan 0,40 m, lo que
supone una densidad de 2,5 plantas m. En uno de los laterales del invernadero o en
el centro suele dejarse un pasillo de 0,80 m, aunque en algunos no se dejan espacios
de acceso en los bordes del invernadero, accediendo a las lineas desde el exterior.

Es habitual plantar con el suelo seco, regando a continuacién, aunque algunos
prefieren plantar con el suelo humedecido, para evitar el minimo estrés. Las plantas
se disponen manualmente o ayudados por un “pico-pato” en la proximidad del
goteador en un pequefio surco. Tras los primeros riegos de “postura” y “enjuague” y
una vez que la planta ha arraigado se hace un nuevo surco a unos 10 cmde la linea
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de plantas donde se colocara la manguera de riego, con el objeto de evitar la asfixia
de cuello a la que es sensible el pimiento.

El riego

Sistemas de riego por goteo estan instalados en todos los invernaderos desde
principios del presente siglo. Se utilizan mangueras de 12 ¢ 16 mm de di@metro, con
goteadores a 0,40 m y descargasde 2 a4 | ht.

El riego de plantacion suele ser copioso, para humedecer una banda de suelo
de unos 20 cm. Se suele dar un riego de enjuague con poca agua, antes de someter a
la planta a déficit, con el objeto de que desarrolle un sistema radicular profundo y
abundante. Algunos agricultores labran la banda del riego de postura para poder
hacer el surco a 10-15 cm del tronco donde colocan la manguera y desde donde la
planta recibira el agua. En ocasiones, sobre la linea de goteadores se coloca una
banda de plastico de acolchado negro, que ayuda a mantener el agua, a reducir
humedad en el ambiente y al manejo de aguas de baja calidad, retirdndolo cuando la
planta ha alcanzado el tamafio suficiente como para sombrear la zona humeda
(Martinez, 2005).

A partir del cuajado de los primeros frutos de la cruz, el riego se realiza con
cadencia cada vez mas corta, en base a las necesidades del cultivo y a condiciones
ambientales como la temperatura y la radiacion incidente, que pueden ocasionar el
manchado de los frutos o “blossom end rot™.

El entutorado

El entutorado tiene por objeto: a) mantener erguidas las plantas para facilitar
la ventilacion, el cuajado, la poda (cuando se realiza), la aplicacién de los
fitosanitarios y la recoleccion. b) facilitar el desplazamiento de los organismos
beneficiosos (en particular los &caros fitoseidos) en las fases iniciales del desarrollo
del cultivo en que las plantas no se llegan a tocar entre ellas.

Los sistemas usados en la actualidad son para cultivos en los que no se
practica poda de fructificacidn ni de regeneracion. Hay variantes adaptadas a las
caracteristicas constructivas del invernadero o a la forma de retirar los hilos al final
del cultivo (semi-mecanizada o manual).

En la mayor parte de los invernaderos se clavan arquillos metalicos de 0,20-
0,25 cm de ancho y 1,50 m de altura en el extremo de las filas donde se ha dejado el
pasillo de servidumbre. O bien tubos de hierro galvanizado, de 2 a 2,5 m, instalados
en los extremos de las filas, en estructuras de multitineles. Los arquillos se sujetan a
la estructura del invernadero por la parte superior con hilos de rafia.

Los primeros hilos de entutorado sirven de vias de desplazamiento de los
acaros fitoseidos, por lo que, se colocan a la altura de la primera cruz de la planta los
dos hilos longitudinales a ambos lados de los arquillos. Cada 3 0 4 plantas los hilos
longitudinales se atan juntos, de forma que los dos toquen el tallo de las plantas para
que los fitoseidos pasen desde los sobres en que se liberan (se pone un sobre colgado
de una rama, cada cinco plantas) a las otras plantas del grupo, colonizandolas. El hilo
que une los dos hilos longitudinales mas bajos, se ata al alambre que hay dispuesto
sobre la fila de plantas a unos 2 m de altura.

A medida que las plantas van creciendo se ponen hilos laterales a diferentes
alturas y se van uniendo con hilos atados a los verticales o con perchas de 20 cm
sujetas al hilo vertical, de forma que se forma un macizo de similar anchura. Es
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habitual que, en el extremo de la fila que no hay arquillo, los hilos longitudinales se
aten a los alambres verticales de la estructura del invernadero que sirven de apoyo a
los faldones laterales del plastico.

El abonado

En todos los invernaderos reutilizan sistemas de fertirrigacién, disponiendo
de tanque para las disoluciones o para los abonos liquidos. La mayoria tiene
instalados programadores de abonado con sistemas informaticos mas o menos
automatizados.

Los abonados de fondo con enmiendas organicas (generalmente estiércoles de
origen animal), correctores minerales y abonos minerales se complementan con el
aporte en cobertera de nitrégeno, P,Os y de KO vy aplicados en forma de nitrato
amonico, fosfato monoamonico y nitrato potasico o sulfato potésico,
respectivamente, todo ello fraccionado en varias aportaciones, que no comienzan a
realizarse hasta que los frutos de la cruz no presentan el tamafio de una castafa,
aproximadamente, para evitar la caida de los frutos precoces recién cuajados. Las
cantidades a aportar se determinan en base a las extracciones de las cosechas (Rincon
et al., 2005 y 2006) de acuerdo a las producciones esperadas. Los equilibrios en los
aportes de macronutrientes varian segun el estado fenologico y las condiciones
ambientales (temperaturas, radiacion, riego, caracteristicas fisico-quimicas del suelo,
etc.). En el cuajado el equilibrio suele ser 1-1-1 y ya iniciada la recoleccién, 2-0,5-
1,5 (Gonzélez et al., 1995). La mayor parte de los productores disponen de servicios
técnicos y comercializan la cosecha a través de entidades con certificaciones
especificas. El abonado se realiza siguiendo las recomendaciones de las normas de
produccion integrada, las cuales tienen en cuenta la sensibilidad de la comarca para
la contaminacién de las aguas subterraneas y marinas por nitratos.

El abonado con micronutrientes (calcio, hierro, zinc, manganeso, etc.) se
realiza de la misma forma que los macronutrientes, aunque con intervalos de
aplicacion mas largos (Rincdn et al., 2005 y 2006).

La recoleccion

El calendario de recoleccion depende del ciclo de cultivo, del tipo de variedad
y de las exigencias de las comercializadoras, lo que esta relacionado con el tipo de
envasado y conservacion. La cadencia para las cosechas de frutos rojos suele ser una
vez por semana, siendo de dos veces por semana para los frutos amarillos, aunque
depende de las fechas. Las recolecciones de frutos con coloracion verde suelen ser
semanales o sin cadencia constante, ajustandose a las necesidades de las
comercializadoras.

Los frutos se recolectan (con color verde, rojo o amarillo) cuando han
alcanzado el grado adecuado de consistencia en el caso de los verdes y el porcentaje
de superficie minimo de coloracion en el caso de los rojos o amarillos. Es frecuente
recolectar con coloracion verde la primera cosecha en el caso de plantas
sobrecargadas o inviernos y primaveras frias, con el objeto de favorecer el desarrollo
de las plantas.

La produccion media depende del ciclo de cultivo y del aprovechamiento
comercial asi como de las variedades, de la forma de cultivo y de las condiciones
ambientales de la camparia.
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2.1.5 Los tipos de pimientos cultivados en los invernaderos

Cuando se inicié el cultivo de pimiento en invernaderos del Campo de
Cartagena se utilizaron variedades de frutos de carne gruesa, cuadrados largos de
maduracion en rojo. Poco después se empezaron a comercializar semillas de hibridos
con las mismas caracteristicas (tipo Lamuyo F1), con buen comportamiento en
ambientes variados y también en los invernaderos (Costa, 1978; Rico, 1983).

El pimiento no ha sido una excepcidon dentro de las hortalizas, y la evolucion
de los tipos y variedades cultivadas en los invernaderos ha ido paralela a la
disponibilidad de material vegetal mas productivo y mejor adaptado a las
condiciones del Campo de Cartagena, a los requerimientos comerciales de los
mercados a los que se ha dirigido la produccion, a la calidad de las aguas de riego
(del Trasvase Tajo-Segura, de pozos, desaladas, depuradas, mezclas, etc.), a las
caracteristicas ambientales de los invernaderos (en particular a las cubiertas) y a la
especializacion de los productores, tradicionalmente de vocacion pimentonera.

A la estructura varietal actual de los cultivos de la comarca, se han
incorporado un abanico de tipos y variedades con las que se pueden surtir los
mercados europeos mas variados.

Los tres tipos de frutos mayoritarios son:

Tipo A: Seccion longitudinal cuadrangular (tipo California)
Tipo B: Seccion longitudinal rectangular (tipo Lamuyo)
Tipo C: Seccion longitudinal triangular (tipo Dulce Italiano)

Las coloraciones béasicas de los frutos en la cosecha son: rojo, verde y
amarillo, aunque se pueden encontrar variedades de frutos anaranjados, morados y de
distintas tonalidades de blancos. Ademas, se pueden encontrar variedades con formas
cénicas, muy dulces, picantes (para uso condimentos), tipo Padrén o guindillas para
condimentos 0 como complementos culinarios.

La superficie dedicada a variedades de tipo California ha aumentado (supone
mas del 50% de la superficie), (Gonzalez, 2002) no solo por ser mas demandados,
sino porque facilitan la instalacion de organismos beneficiosos como los Orius
(utilizados en el control biol6gico de las plagas). Son producciones comercializadas a
través de cooperativas y alhdndigas especializadas.

Desde 2002 la mayor parte de las variedades tienen resistencias incorporadas
al virus del bronceado del tomate, aunque la resistencia fuera remontada por las
poblaciones del virus desde 2004. En la actualidad, cada vez es mas frecuente utilizar
variedades con resistencias al virus del moteado suave del pimiento (Pepper mottle
mild virus, PMMV), tanto en los tipos California como en los tipos Lamuyo. Una
parte de las nuevas variedades tiene buen comportamiento frente a enfermedades
fungicas de evolucion aérea como el oidio (Leveillula sp.) y muestran cierto grado de
tolerancia a factores adversos como el rajado, el blossomend rot, la asfixia radicular,
y se espera que en los proximos afios a los problemas fitosanitarios de origen edafico
como Phytophthora spp. y nematodos.
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2.2 PROBLEMAS FITOSANITARIOS

Los problemas fitosanitarios de los suelos de los invernaderos de pimiento del
Campo de Cartagena no son muy diferentes de los de los cultivos protegidos o al aire
libre de otras zonas productores del mundo.

Algunos son considerados como factores limitantes del cultivo desde hace
mas de una veintena de afios (Tello y Lacasa, 1997). La “seca” o “tristeza” causada
por Phytophthora capsici y el nematodo agallador Meloidogyne incognita han estado
presentes en buena parte de los invernaderos (Tello y Lacasa, 2004; Bello et al.,
2004) desde la instauracion del cultivo en la comarca, y en la actualidad siguen
siendo los patdgenos mas relevantes.

Al igual que ocurre en los cultivos de pimiento para pimenton en
Extremadura (Rodriguez-Molina et al., 2010; Morales et al., 2011) y en los
invernaderos del Pais Vasco (Larregla, 2012; comunicacion personal), también en los
invernaderos del Campo de Cartagena se ha encontrado a Phytophthora parasitica
involucrada en la muerte de las plantas con sintomas de “seca” 0 “tristeza” (Guerrero
et al., 2012).

La reiteracion del monocultivo en los invernaderos ha provocado la aparicion
de fendmenos de fatiga del suelo que se traducen en depresiones vegetativas en las
plantas y enreducciones de la produccion, lo que se puede interpretar como un factor
limitante del monocultivo.

2.2.1 La “seca” o “tristeza” producida por Phytophthora spp.

Al poco tiempo de instaurarse el cultivo en la comarca, antes de que llegaran
las aguas del Trasvase Tajo-Segura, comenzaron a aparecer los primeros
invernaderos con plantas afectadas de marchitez que con el tiempo se traducia en una
desecacion total de la planta. En aquellos momentos, Phytophthora capsici fue la
especie causante de la muerte de las plantas (Tello y Lacasa, 1997, 2004), como lo
era en otras zonas espafiolas productoras de pimiento (Tello, 1984, Palazén 1988,
Bartual et al., 1991) o de otras partes del mundo (Chellemi et al., 2001; Chellemi,
2004). Es relativamente reciente la constancia de que P. parasitica es en la
actualidad la especie preferentemente asociada a las plantas muertas por marchitez y
la predominante en los suelos de los invernaderos cultivados de pimiento.
Generalmente se trata de suelos pesados, en los que las alternativas quimicas al
bromuro de metilo muestran deficiencias en la penetracion o en la dispersion del
desinfectante en el suelo.

Al parecer, la contaminacion con P. capsici de la nueva zona de cultivo se
produjo a través del material vegetal que se plant6 en los primeros invernaderos. Los
primeros semilleros se realizaron en la Vega del Rio Segura, donde se hacian los del
pimiento de “bola”, que en aquellos momentos ya se encontraba contaminada por el
hongo (Tello et al., 1978). Sobre la presencia de P. parasitica en la zona se piensa
gue pudo ser debida a que algunos invernaderos fueron cultivados de clavel en la
década de los afios ochenta del pasado siglo o a la implantacion de cultivos de
citricos en la comarca, cuyos plantones se ha constatado en ocasiones que estan
contaminados del hongo (Lacasa, 2011; comunicacion personal). Las escorrentias
por lluvias torrenciales podria ser la via de dispersion de las dos especies, en
particular de P. parasitica que accederia a los invernaderos desde las parcelas de
citricos.
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2.2.2 Phytophthora spp.

El género Phytophthora se encuadra en los Oomicetos de la familia
Pythiaceae, incluido en el reino Myceteae, en la actualidad parece aceptarse que se
incluya en el reino de los Chromista en base a algunos caracteres diferenciadores
como: la composicion de la pared celular, su ciclo vital que es casi todo diploide, la
formacién de zoosporas biflageladas, la incapacidad para sintetizar esteroles, etc.
(Gundersonet al., 1987; Erwin y Ribeiro, 1996).

Todas las especies de Phytophthora tienen el micelio diploide hialino, de
uniforme o irregular grosor (en determinados medios de cultivo algunas especies lo
tienen toruloso, con protuberancias), cenocitico, con escasos tabiques. En medios de
cultivo las colonias son densas, el micelio se presenta aéreo, de aspecto radiado o
ligeramente estrellado, con bordes redondeados o sinuosos, y también hay parte del
micelio sumergido en el medio, donde se pueden observar las protuberancias (Tuset,
1977). La composicion del medio de cultivo, la luz, el pH, la tension de CO;, u
oxigeno y la temperatura, ejercen una influencia notable en la velocidad de
crecimiento del micelio o de la colonia (Tuset, 1977; Erwin y Ribeiro, 1996). El
rango de temperaturas en el que se da crecimiento miceliar es amplio (1 a 37°C), con
Optimos a 20-28°C, siendo de resaltar que el limite térmico maximo en el que hay
crecimiento miceliar es una caracteristica especifica utilizada en la separacién
taxonémica de especies (Erwin y Ribeiro, 1996).

En condiciones favorables producen esporangios, en cuyo interior se forman
las zoosporas, como forma de reproduccion asexual y estrategia de dispersion. Se
forma sobre esporangiéforos que tienen un diametro similar al de las hifas. En
algunas especies los esporangios se pueden formar desde la base de un esporangio ya
maduro y se denominan proliferantes (Erwin y Ribeiro, 1996). Pueden tener formas
esféricas, subesféricas, ovoides, elipsoidales, turinadas, obturinadas, limoniformes,
piriformes, obpiriformes y dimensiones variadas. En el extremo apical pueden o no
presentar una papila mas o menos pronunciada, que se descompone para que puedan
emerger las zoosporas (Erwin y Ribeiro, 1996). Los esporangios pueden tener o no
un pedicelo basal, y pueden desprenderse del esporangioforo con facilidad (caducos)
0 no (no caducos). Las caracteristicas y dimensiones de los esporangios son
elementos de gran importancia para la diferenciacion de especies. Al microscopio
tienen una coloracién amarilla. Los factores ambientales y la composicion de los
medios de cultivo influyen en la formacion de los esporangios.

Las zoosporas salen del esporangio por diferencia de presion osmdtica. Son
biflageladas con un flagelo mas largo que el otro. Son la forma de in6culo que
permite la diseminacion en el suelo aprovechando la facilidad para nadar en el agua,
siendo consideradas la forma de indculo mas apropiada para infestar las plantas. La
emergencia de las zoosporas se puede estimular in vitro, sometiendo el cultivo con
esporangios a temperaturas de 5 y 10°C durante unos minutos. Las zoosporas pueden
ser diseminadas por el agua de lluvia e incluso por el aire (Ristaino y Gumpertz,
2000).

Algunas especies pueden producir clamidosporas, que son formas de
supervivencia o conservacion en medios poco propicios para el desarrollo (Erwin y
Ribeiro, 1996). Son esféricas u ovoides, generalmente hialinas o de color marrén
oscuro, cuando maduran; pueden estar en el extremo de la hifa o en posicion
intercalar. Su presencia o ausencia en determinados medios de cultivo es utilizado
como caracter diferenciador en la identificacién de las especies (Tuset, 1977). En
rangos de temperatura de 18 a 30°C pueden germinar originando numerosos tubos
germinativos; en el suelo constituyen unidades infectivas.
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Las clamidosporas se diferencian de los hinchamientos hifales que aparecen
en algunas especies, en que estos no estan delimitados en el micelio por tabiques o
septos como lo estan las clamidosporas. Son esporas que tienen engrosada la pared,
que es simple (Erwin y Ribeiro, 1996).

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

La fusion de los nicleos del anteridio y el oogonio en el interior de éste, da
lugar a la oospora diploide. Si la oospora ocupa todo el volumen del oogonio se
denomina plerdtica y si queda un espacio entre la pared del oogonio y la oospora se
denomina aplerotica, estas diferencias ayudan a separar e identificar las especies. La
oospora germina después de romperse la latencia y forma uno o mdltiples tubos
germinativos, los cuales pueden dar lugar, inmediatamente, a esporangios o a micelio
(Erwin y Ribeiro, 1996).

Algunas especies son auto-fértiles (homotalicas), mientras que otras son auto-
estériles (heterotalicas), en estas Ultimas se precisa la presencia simultanea de los dos
tipos de compatibilidad (Al y A2) creciendo en un medio adecuado para que se
formen las oosporas. El papel en el campo de las oosporas en las especies
heterotalicas, ademas del de supervivencia y persistencia en el tiempo, que cumplen
en las especies homotalicas, permaneciendo sobre los restos del vegetal enfermo,
parece ser que es el de originar variabilidad a través de la recombinacion, lo que
puede originar nuevas variantes patogénicas (Andrivon, 1995).

Las caracteristicas morfologicas del micelio, esporangios o estructuras
sexuales, son los elementos basicos para diferenciar especies dentro de los seis
grupos taxondmicos que estableci6 Waterhouse (1963; 1970). Las dos especies de
las que se tratara en este trabajo se encuadran en el Grupo 11y se pueden diferenciar
entre si porque: a) P. capsici produce esporangios sobre largos pedicelos, caducos,
con formas de owvoides a alargados. b) P. parasitica produce esporangios mas
redondeados que la anterior, no caducos.
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Fotos 2y 3. Lesion producida por Phytophthora sp. (izquierda) y sintomas del hongo (derecha) en plantas de
pimiento.

2.2.3 La “tristeza” o “seca”

Los sintomas que producen las dos especies en pimiento se caracterizan por:
al inicio de la infeccion la planta sufre un marchitamiento que se va acentuando con
el paso del tiempo (“tristeza”) hasta que se seca (“seca”). Las epinastias suponen
pérdida de turgencia de los tejidos (Palazon y Palazon, 1989), manteniendo su color
verde un cierto tiempo, hasta que, finalmente, terminan por secarse, sin desprenderse
de la planta. Esta Gltima caracteristica diferencia el ataque de Phytophthora spp. del
de Verticilliun dahliae (traqueomicosis que puede afectar al pimiento en zonas
templadas), y provoca defoliacion. La manifestacién de los sintomas es mas violenta
cuanto mayor es la temperatura en verano.

Con los primeros sintomas de marchitez, se observa una alteracion en la raiz
y la zona del cuello, en donde los tejidos aparecen necrosados, con un color marrén
intenso. EIl sistema radicular, en especial las raicillas jovenes, se ven afectadas
sectorial (suele ser frecuente en cultivos con sistemas de riego por goteo) o
totalmente. Segin avanza el ataque, la raiz principal se ve afectada en alguna de sus
partes o completamente. En este momento el proceso de marchitez suele ser ya
irreversible y se inicia el desecado de la planta. La raiz termina por descomponerse
totalmente y en el cuello aparecen placas deprimidas del cilindro cortical, de color
marrén que se van extendiendo en sentido vertical a lo largo del tallo. En ocasiones y
cuando el sintoma es muy pronunciado, es frecuente que el cilindro xileméatico tome
coloracién oscura 0 negra bajo la mancha deprimida e incluso a lo largo del tallo.
Este sintoma suele aparecer en el caso de que los 6rganos afectados sean las raices,
asociandose a la asfixia que se produce al perder la funcionalidad las mismas. Son
facilmente confundibles con los de la asfixia radicular.

La epidemia progresa en el sentido de las filas del cultivo o en el del
movimiento del agua de riego, cuando es por gravedad o surcos. En las condiciones
de los invernaderos del Campo de Cartagena no se han encontrado dafios en la parte
superior del tallo, en las ramas o en las hojas, aunque se tiene constancia de la
aparicion de ataques de ese tipo en cultivos de pimiento para pimentdn de la Vega
del Guadalentin (Lacasa, 2010; comunicacién personal).

En una prospeccion realizada en los invernaderos del Campo de Cartagena,
Lacasa y Guirao (1997) encontraron que mas del 38% se encuentran contaminados
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de P. capsici y en més del 15% la incidencia de la “tristeza” era considerada por los
agricultores como grave por sobrepasar el 20% de plantas muertas, pese a la
desinfeccién anual de los suelos con bromuro de metilo y la aplicacion de fungicidas
especificos en las primeras fases del cultivo. En la actualidad la presencia de P.
parasitica (Guerrero et al., 2012) en los invernaderos de esa comarca se estima que
tiene la misma incidencia que hace 15 afios tenia P. capsici.

2.2.4 Los nematodos noduladores o agalladores

Son varias las especies del género Meloidogyne que afectan al pimiento en el
ambito mundial de la produccion. De ellas, cuatro: M. incognita, M. arenaria, M.
javanica y M. hapla se han citado en Espafia (Bello et al., 2004), siendo las de mayor
importancia por los dafios que producen a escala mundial y por estar ampliamente
distribuidas (Dijan-Caporalino et al., 1999, 2007). Otras dos especies: M. chitwoodi
y M. fallax, estan menos extendidas, son consideradas de cuarentena para la mayor
parte de los paises europeos (Dijan-Caporalino et al., 2007) y todavia no han sido
citadas en Espafia.

Las especies de Meloidogyne presentan diformismo sexual mientras que las
hembras tienen el cuerpo esférico en forma de pera y son endoparasitas, los machos
son filiformes y liberados. Los estados evolutivos moviles son también filiformes
con la region caudal adelgazada. Adultos y juveniles disponen de un estilete robusto
que hincan en las raices para alimentarse de las células corticales.

Las hembras producen huevos en masas blanquecinas primero y marrones
cuando maduran. De los huevos emergen los juveniles en estado J2, ya que el primer
estado de desarrollo (J1) se produce en el interior del huevo. El estado J2 liberado
tiene capacidad para desplazarse emigrando en direccion a las raices o bien se
dispersa a favor de los movimientos del agua en el suelo. Establecido el contacto con
la raiz, hinca el estilete y penetra ligeramente en el tejido, moviéndose entre las
células hasta alcanzar los vasos y migrar por ellos. En la zona cortical de
diferenciacion celular, se instala de forma sedentaria, alimentandose de “células
gigantes”, multinucleadas que se han formado por accion de las substancias
inyectadas por el juvenil. Las células proximas a las afectadas, aumentan de tamafio,
formando en el tejido nédulos o agallas. Evolucionan, pasando por dos estados
juveniles mas, J3 y J4, sedentarios, carentes de estilete, hasta convertirse en adultos
(Williamson y Gleason, 2003).

En condiciones favorables las hembras maduran en unos 15 a 30 dias,
liberando los huevos englobados en una masa mucilaginosa con enzimas que tienen
efectos liticos sobre las células de las raices de las plantas, lo que permite que los
huevos alcancen el exterior de la raiz, sobre la superficie de los nédulos o agallas,
formando masas redondeadas que albergan unos 500 huevos. Los huevos
permanecen protegidos en las masas hasta que las condiciones de humedad,
temperatura y estimulos de los exudados radiculares de las plantas son adecuadas. La
especie se reproduce por partenogénesis telitoca, pudiendo prescindir del concurso
del macho (Orton, 1973).

El ciclo de desarrollo de M. incognita varia segin la temperatura. Se
considera que la temperatura 6ptima de desarrollo es de 28 °C, para la cual el ciclo
completo dura unos 30 dias. A 20°C dura 57-60 dias (Orton, 1973). La temperatura
influye también sobre la actividad y la movilidad de la fase migratoria (J2). Asi, la
capacidad para penetrar en las raices y para infestar la planta se ve afectada a 18 °C.
A temperaturas superiores a 35°C la reproduccién se inhibe (Ploeg y Maris, 1999),
aunque se pueden producir biotipos capaces de adaptarse a esas condiciones, lo que
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es indicativo de la capacidad de respuesta y adaptacién de esta especie cosmopolita a
condiciones variadas, incluso extremas.

Los dafios en las plantas se expresan por un debilitamiento general, con
reduccion en el crecimiento y en el tamafio, con entrenudos mas cortos,
amarilleamientos en las hojas apicales, que empiezan por la parte basal central de la
hoja o del foliolo y avanzan hacia los bordes, terminando por blanquear toda la
superficie cuando la infestacion es intensa y prolongada. En las raices se presentan
nédulos o agallas, primero en las raices secundarias, y en las principales después
llegando a deformarlas pronunciadamente. Las agallas se instalan en la zona cortical
pero alcanzan al sistema vascular, reduciendo la absorcion de nutrientes y agua
(Abad et al., 2003), por lo que cuando la infestacion es muy acentuada, se presenta
marchitez en la copa de la planta. La cosecha disminuye en cantidad y calidad, y solo
ensituaciones extremas las plantas llegan a secarse. Ademas, los efectos negativos se
agravan, en algunas ocasiones, por interacciones de otros patdgenos o con factores
abidticos como los excesos de agua.

2.2.5 Meloidogyne incognita, el proble ma re-emergente en los invernaderos del

Campo de Cartagena

Desde la instauracion del cultivo en los invernaderos del Campo de Cartagena
se tiene constancia de la presencia de nematodos en los suelos de los invernaderos y
de que los dafios requerian de actuaciones para paliarlos (Rico, 1983). Este autor cita
a Meloidogyne incognita, sin que se hubiera realizado un estudio de identificacion de
las especies que se asociaban al cultivo y recomendaba tratamientos con nematicidas
en preplantacion.

Ademas de M. incognita se ha citado la presencia de M. javanica (Bello et al.,
1997a, 2004; Cenis y Fuchs, 1988), siendo M. incognita la mas frecuente, la mas
abundante y la mas agresiva, provocando dafios de gran importancia en los suelos
donde no se adoptan medidas eficaces de control (Bello et al., 2004; Robertson et al.,
2006; Piedra-Buena et al., 2007; Ros et al., 2004a, 2005, 2006, 2007 y 2008).

Fotos 4y 5. Amarilleos provocados por nematodos (izquierda) y nddulos (derecha), en plantas de pimiento.
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La mayor parte de los suelos del Campo de Cartagena, estan contaminados de
nematodos en particular de M. incognita, dada su polifagia y adaptacion a zonas
calidas y dada la estructura productiva de la zona donde se alternan y coexisten
cultivos sensibles en sistemas de produccidn intensiva de hortalizas al aire libre. Los
suelos de los invernaderos de esta comarca no son una excepcion al resto y la
importancia de los nematodos se hace mas patente en los invernaderos destinados a
producciones ecoldgicas (Bello et al., 1997a). Quizas el que los invernaderos se
construyeran en suelos previamente cultivados de hortalizas sensibles, sea la
explicacion de la presencia de M. incognita, o también contaminaciones por
maquinarias.

El cambio en la estructura varietal (mayoria de variedades de tipo California)
pudiera explicar que sea M. incognita la mayoritariamente detectada, al poder ser
portadoras de resistencias especificas a M. javanica (Bello et al., 1997a y 2004;
Robertson et al., 2006), incluso cuando se cultiva pimiento a continuacion de tomate
y son importantes los dafios sobre este Gltimo.

En pérrafos precedentes indicAbamos que la comarca del Campo de
Cartagena tiene un dilatado historial en el cultivo de pimiento para pimenton, sin que
se hubieran sefialado a los nematodos como plagas o productores de enfermedades a
este cultivo en ésta 0 en otras comarcas de la region. Por contra, desde el inicio del
desarrollo del cultivo de pimiento grueso en los invernaderos (a mediados de los afios
70 del pasado siglo) se sefialaron a los nematodos como un problema para el cultivo
(Tello y Lacasa, 1997; 2004). Con el empleo anual del bromuro de metilo en todos
los invernaderos Meloidogyne sp. dejo de aparecer en el catdlogo de patdgenos
importantes del cultivo no considerando que fuera un problema por parte de los
cultivadores (Bello et al., 1997a).

En ambientes mediterraneos, segun Bello y Tello (1997b), el género
Meloidogyne seria el Gnico grupo de nematodos que justificaria el uso del bromuro
de metilo para la desinfecciéon de los suelos, para su control en sistemas de
produccion intensiva de pimiento, pues los individuos pertenecientes a los géneros
Ditylenchus y Pratylenchus se hallan muy localizados y pueden controlarse con
nematicidas convencionales. De esta forma, la retirada del bromuro de metilo ha
afectado en gran medida al control de los nematodos formadores de nddulos como
M. arenaria, M. javanica y M. incognita, cuya area de riesgo se encuentra en el
litoral mediterraneo, sur de la peninsula, Baleares y Canarias (Bello et al., 2004).

El uso de la mezcla de 1,3-dicloropropeno y cloropicrina, considerada
alternativa universal al bromuro de metilo ha supuesto una disminucion en la eficacia
de la desinfeccion frente a los nematodos, siendo los resultados del control aleatorios
o0 dependientes del tipo de suelo, de la densidad poblacional, del estado del suelo en
el momento de la aplicacién y de la forma de aplicacién. Con el paso del tiempo se
han hecho mas abundantes los casos de invernaderos desinfectados con la mezcla en
los que el cultivo ha presentado dafios en las raices y sintomas en la parte aérea
acompafados de pérdidas de produccidn, como ya sefialaran Lacasa et al. (2006). En
definitiva los nematodos han emergido como problema fitopatosanitario de los suelos
de los invernaderos, ya que la desinfeccion con bromuro de metilo enmascard su
presencia, al no alcanzar niveles de dafios significativos.

Las tentativas de rotaciones con otros cultivos susceptibles a las especies de
Meloidogyne sp. como el calabacin o el meldn se han saldado con un aumento de las
poblaciones que llegan a ser limitantes para el cultivo rotacional y para el cultivo
principal que es el pimiento o que se produzcan pérdidas en este Ultimo que no se
producian con anterioridad.
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2.2.6 Lafatiga de los suelos por monocultivos reiterados

El cansancio o fatiga del suelo es conocido desde antiguo (Chen et al., 1991)
y es definida como la perturbacion de la fertilidad del suelo debida a causas multiples
que pueden ser acumulativas, sucesivas o simultaneas (Bouhot, 1983).

Enel Capitulo 4 se realiza una revisién bibliografica extensa sobre las causas
y la forma de corregirla, antes de tratar el tema de forma especifica para el caso del
pimiento en invernaderos.

Como se ha indicado en los antecedentes, el monocultivo de pimiento desde
hace mas de 15-20 afios se realizaba en mas del 95% de los invernaderos del Campo
de Cartagena (Lacasa y Guirao, 1997) y en la actualidad se mantiene en més del 75%
de la superficie.

El efecto del monocultivo continuado se traduce en una reduccion en la
produccion, variable segln el afio de reiteracién y el cultivo, acompafada de un
menor desarrollo de la planta y amarilleamientos del follaje, lo que los agricultores
advierten al dejar de desinfectar (Lacasa y Guirao, 1997) y que denominan
“cansancio” y que se ha podido comprobar, tanto en invernaderos con mas de 15
afos de reiteracion (Guirao et al., 2004) como en invernaderos con dos afios de
reiteracion (Guerrero et al., 2004b).

En los invernaderos de pimiento la fatiga desaparece tras una desinfeccion del
suelo con desinfectantes generales totales, por lo que la causa parece tener una
componente microbioldgica muy marcada (Martinez et al., 2005 y 2011; Martinez,
2008).

Los trabajos de Martinez (2008) y Martinez et al. (2005, 2011) apuntan hacia
la posible relacién entre la composicion de la microbiota fangica y su acumulacion
en el suelo y la reduccidn del desarrollo de las plantas de pimiento y la pérdida de
cosecha. En cultivos de solandceas se acumula F. solani (Tello y Lacasa, 1990) en el
suelo, sin que se tengan pruebas de implicaciones patogénicas directas, pero si
efectos depresivos en las plantas (Martinez, 2008).

En definitiva, la fatiga del suelo se puede considerar como un problema
fitosanitario o de salud del suelo en los monocultivos de pimiento de los
invernaderos del Campo de Cartagena, que requiere de medidas para paliar sus
efectos.

2.3 CONTROL DE LAS ENFERMEDADES DEL SUELO EN
CULTIVOS DE PIMIENTO EN INVERNADERO

En los cultivos horticolas intensivos, el control de las enfermedades
producidas por los patogenos del suelo implica una complejidad mayor que en los
cultivos extensivos (Katan, 2005) y el cultivo de pimiento en los invernaderos del
Campo de Cartagena no es una excepcion.

Asi, las estrategias de control tradicionalmente recomendadas, como la
rotacion de cultivos, son de dificil aplicacion en el sistema de produccién de
pimiento en la Region de Murcia, por su alto grado de especializacién, y por
cuestiones relativas a la oferta comercial. Es practica habitual en la zona la
desinfeccion del suelo por medios quimicos y no quimicos para el control de las
patologias del suelo en la mayoria de cultivos horticolas, incluido el pimiento.
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En la actualidad, algunos agricultores estdn dando un giro importante en sus
explotaciones intentando introducir la rotacion de cultivos como forma de evitar o
paliar la incidencia de las patologias.

Por otra parte se esta haciendo un esfuerzo importante para la introduccion de
resistencias a los principales patdgenos (Phytophthora sp. y Meloidogyne sp) en
variedades comerciales o en porta-injertos. El injerto es una forma eficaz de control
(Ros et al., 2004b, 2007, 2011) y una técnica disponible en la actualidad, mientras se
evalla el comportamiento de las primeras variedades con resistencias a nematodos
y/o a Phytophthora sp.

2.3.1 La desinfeccion del suelo

Desde el inicio del desarrollo del cultivo del pimiento en los invernaderos del
Campo de Cartagena la desinfeccion del suelo ha sido una préactica cultural habitual
en toda la superficie, tanto para el control de los patdgenos como para paliar los
efectos de la fatiga del suelo. Los primeros desinfectantes utilizados fueron el metam
sodio, el 1,3-dicloropropeno y fungicidas o nematicidas de aplicacion al suelo.

A finales de los afios 70, se introdujo en Espafia el bromuro de metilo,
extendiéndose su empleo en la zona durante los afios 80. Es a partir de 1988 cuando
la desinfeccion del suelo con bromuro de metilo se adoptdé como préctica cultural en
toda la superficie (Lacasa y Guirao, 1997). El amplio espectro de actividad, la
facilidad para la aplicacion y la rapidez de su accion justificaron su uso durante mas
de dos décadas. La formulacidon empleada tradicionalmente era 98:2 (98% de
bromuro de metilo y 2% de cloropicrina) (Foto 6), a dosis de 60 g m? bajo
polietileno de 200 GG (50 micras), aplicado en frio.

Los acuerdos internacionales adoptados por el Methyl Bromide Technical
Options Comitte (MBTOC) obligaron a utilizar plastico VIF (virtually impermeable
film) a partir de 1997, con el objeto de reducir las emisiones a la atmosfera, al mismo
tiempo que se disminufa la dosis de 60 a 30 g m? La no disponibilidad de
alternativas técnicas y econdmicamente viables para este cultivo permitio utilizar
reducidas cantidades de bromuro de metilo acogiéndose el pimiento de los
invernaderos de la Regién de Murcia y del Sur de la Comunidad Valenciana a “usos
criticos” (CUN: Critical Use Nomination), moratorias temporales para aquellos
sectores en los que se demostro que no habia alternativa al fumigante. Los usos
criticos en la Regién de Murcia se acabaron el 31 de diciembre de 2006 y durante
ellos se utilizd la formulacion 67:33 (67% de bromuro de metilo y 33% de
cloropicrina) aplicada en fumigacion en frio a 40 g m con pléstico VIF de 0,04 mm.

Los trabajos para desarrollar alternativas viables (quimicas y no quimicas)
contindan en la actualidad, aunque algunas tengan ciertas connotaciones técnicas que
es preciso poner a punto para su aplicacion comercial (Guerrero et al., 2004a;
2004b). Muchos fumigantes (algunos de antiguo uso) han sido de nuevo reevaluados.
El dazomet primero y recientemente el metam sodio hansido inscritos en el Anexo |
del registro Unico europeo, mientras otros como el 1,3-dicloropropeno primero y
luego la cloropicrina han sido excluidos del mencionado anexo, disponiendo en la
actualidad de autorizaciones excepcionales de uso por no disponerse de alternativas.

Ademas de las alternativas quimicas, muchas otras han sido y estdn siendo
evaluadas: como son el empleo de cultivares resistentes, la solarizacion (sola o
combinada con otros métodos de control de patdgenos del suelo), la biofumigacion,
la biosolarizacion, el injerto, los agentes de biocontrol, sistemas o estrategias
integradas, etc.
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En los ultimos 13 afios, los estudios llevados a cabo por el Equipo de
Proteccién de Cultivos del IMIDA parecen indicar que no hay una alternativa Unica
que ofrezca la solucion a los problemas como lo era el bromuro de metilo para el
cultivo de pimiento en invernadero. Sin embargo, la asociacion o su combinacién
con métodos no quimicos pueden proporcionar niveles de eficacia equiparables con
este fumigante.

Foto 6. Botella de bromuro de metilo y dosificador.
2.3.1.1 Desinfectantes quimicos

El 1,3-dicloropropeno

A principios de los afios 40 del pasado siglo se descubrieron los efectos sobre
los nematodos en los cultivos de pifia de las islas Hawai, siendo en la actualidad
utilizado, en preplantacion, en numerosos cultivos herbéaceos y arbdreos, por la
eficacia en el control de la mayor parte de especies de nematodos fitopatdgenos
(Gilreath et al., 2001, 2004a, Noling et al., 2001). A dosis altas (35-50 g m?) se le
atribuyen efectos sobre la germinacion de algunas malas hierbas (Haar et al., 2001),
sobre insectos y algunos hongos (Hafez et al., 2000; Martin, 2003), por lo que se
puede considerar como un desinfectante del suelo.

Desde 1977 estaba autorizado su uso en gran numero de cultivos en la
mayoria de los paises europeos. En 2009 se desestimo su inclusién en la lista del
Anexo | de la Directiva 414 de la Comisién Europea, referente a las substancias
autorizadas para su uso en agricultura. Desde principios de 2010 se dispone del
producto para su uso excepcional en algunos cultivos, entre ellos el pimiento, con
autorizaciones por 120 dias. La Ultima de estas autorizaciones se ha concedido para
su uso entre el 15 de julio de 2012 y el 15 de noviembre del mismo afio.

En los inicios del desarrollo del cultivo del pimiento en los invernaderos del
Campo de Cartagena se utilizo para el control de los nematodos (Rico, 1983). Pocos
afios después fue relegado por el bromuro de metilo. Desde 2005 se viene utilizando
asiduamente como componente de una mezcla con cloropicrina. Se aplica en el agua
de riego vy los resultados enel control de los nematodos resultan variables con el tipo
de suelo, la época de desinfeccion y la forma de aplicacion. Las deficiencias en el
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control de los nematodos se deben a las dificultades para la difusion en suelos
pesados, en la degradacién por microorganismos del suelo en inve rnaderos con altos
niveles de materia organica y temperaturas del suelo superiores a 40°C (Dungan et
al., 2001). La eficacia mejora cuando se utilizan plasticos VIF o HDPE, al reducir las
emisiones a la atmésfera (Gilreath et al., 2004a).

Metam sodio, metam potasio y dazomet

La actividad biocida de estos compuestos se debe a la formacion de
isotiocianatos al descomponerse (Pocino, 1997; Shem-Tov et al., 2006). El metil-
isotiocianato es considerado como un desinfectante general con accion parcial y
efectos herbicidas, insecticidas, fungicidas y nematicidas (Ma et al., 2000; Sullivan,
2000).

La accion fungicida del metam sodio ya se descubrio en la década de los 50
(Rosskopf et al., 2005) del pasado siglo y no fue hasta los 60 cuando comenzo a
comercializarse. Los tres productos presentan facilidades para la aplicacion (los
primeros son liquidos y se aplican en el agua de riego, el dazomet se formula en
forma de granulos y se aplica por incorporacion mediante labor de fresadora), en
relacion a otros desinfectantes con mayores riesgos toxicoldgicos.

Segun Hafez et al. (2000), la eficacia depende de los factores relacionados
con las caracteristicas edaficas del suelo y varios autores sefialan la importancia de la
temperatura del suelo en el momento de la aplicacion para que sea eficaz (Ma et al.,
2000), ya que, a mayor temperatura, mayor eficacia, sin sobrepasar los 40°C, pues se
pasaria a generar fitotoxicidad en el cultivo. Otros autores sefialan que la efectividad
depende del contacto del desinfectante con los organismos diana en el caso del
metam sodio y de la liberacién de metil isotiocanato y su distribucién uniforme en el
suelo para el dazomet.

En las condiciones del Sureste espafiol (Pocino, 1997) presenta resultados
aceptables de metam sodio en cultivos como pimiento, tomate, berenjena, pepino
cuando los niveles de infestacion son bajos en invernaderos con pocos afios de
monocultivo. Sin embargo, en ensayos mas recientes realizados en invernaderos del
Campo de Cartagena, tanto el metam sodio como el dazomet han resultado poco
eficaces para el control de Phytophthora sp. y Meloidogyne sp. en cultivos de
pimiento (Ros et al., 2004a). Los resultados mejoraban al combinar el metam sodio
con la solarizacion, con la biosolarizacion o con el injerto (Ros et al., 2003).

La falta de eficacia del metam sodio en los invernaderos del Campo de
Cartagena ya se manifestd en los inicios del desarrollo del cultivo en esta comarca, lo
gue abocé al uso del bromuro de metilo. Para algunos autores, la pérdida o falta de
eficacia del metam sodio o del dazomet, en algunos invernaderos, esta motivada por
la dificultad de penetracion y expansion en el suelo (Martin, 2003). Cebolla (2000)
sefiala que la pérdida de eficacia tras la aplicacion reiterada en el mismo suelo se
debe a que es degradado por microorganismos del suelo que se seleccionan con la
reiteracion.

Con la aplicacion de metam sodio, Larregla (2003) obtuvo aceptables niveles
de control de P. capsici en cultivo de pimiento en invernaderos del Pais Vasco, no
sucediendo lo mismo con Phytophthora sp. en los invernaderos de la Region de
Murcia (Ros et al., 2004a).

26



Capitulo 2. Introduccion

La cloropicrina

Procede de la reaccion del acido picrico con hipoclorito de calcio, siendo
Stenhouse el primero que la sintetiz6 en 1848 y fue empleada como desinfectante de
suelo por primera vez tras la Segunda Guerra Mundial, por su accidn sobre hongos
(Wilhelm, 1965).

La degradacion en el suelo, comienza dos dias después de la aplicacion,
proporcionando diéxido de carbono, 6xido de nitrégeno y cloro (Jeffers y Wolfe,
1993) principalmente por mecanismos abidticos (Zheng et al., 2004) y por bacterias
del género Pseudomonas spp. (Dungan et al., 2001). La vida media de permanencia
en el ambiente se ha estimado en 20 dias (Gan et al., 2000). La degradacion en el
suelo se acelera al aumentar la temperatura, siendo independiente de la textura,
estimandose una vida media enel suelo de 1 dia (Ajwa et al., 2004). Algunos autores
consideran que la degradacion adiciona fertilizantes nitrogenados al suelo (Wilhelm,
1965), mejorando el desarrollo de las plantas. Asimismo, aseguran que, cuando se
sella con pléastico, su eficacia es mayor que el bromuro de metilo en las mismas
condiciones, siendo las concentraciones del producto mas altas en el centro de la
parcela desinfectada que en los laterales.

Ademas de los efectos sobre los hongos (Wilhelm, 1965; Clerjeau et al.,
1974), se le atribuyen algunos efectos sobre malas hierbas y sobre nematodos
(Wilhelm y Paulus, 1980; Rodriguez-Kabana, 1998; Porter et al., 1999; Gilreath et
al., 2004b), pero su eficacia es deficiente cuando las infestaciones son elevadas. Por
ello, se ha combinado con otros productos para completar su espectro de accion
(Motis y Gilreath, 2002), cuando los hongos no son el principal problema
fitopatoldgico, como ocurre en algunas regiones de Italia y Espafia (Gullino et al.,
2003; Minuto et al., 2006; Lacasa et al., 1999, 2002, 2007).

El uso con fines bélicos, supuso que se dejara de utilizar en agricultura. Ante
la necesidad de prescindir del bromuro de metilo, en cuya formulacién se adicionaba
cloropicrina como indicador, se retomo el uso de este desinfectante, tanto en
aplicaciones por inyeccion como en el agua de riego, siendo incluida en la lista de
substancias utilizables en agricultura por parte de la Comision Europea con caracter
provisional. Como el 1,3-dicloropropeno se halla excluida en la actualidad del Anexo
1 de la Directiva 91/414 de la Unidn Europea y se dispone de un periodo de 120 dias
para su uso de forma excepcional en cultivos horticolas intensivos, incluido el
pimiento.

La eficacia en suelos arcillosos con alto contenido en materia organica es
menor que en los arenosos con bajo contenido en materia organica (Minuto et al.,
2006). En las condiciones de los cultivos de pimiento del Campo de Cartagena, se
han determinado las dosis de aplicacion y el espectro de accidén y la eficiencia
desinfectante (Guerrero et al., 2007), mostrando deficiencias notables en el control
de nematodos y de malas hierbas. Se ensayd la combinacion con dxido de propileno
y con dimetil disulfito, mejorando la eficacia del espectro de actividad (Lacasa et al.,
2006), asi como con el injerto.

Mezcla dicloropropeno+cloropicrina
La mezcla compatible de las dos substancias se realizé para complementar el

efecto nematicida del 1,3-dicloropropeno (Eger, 2000) con los efectos fungicidas y
bactericidas de la cloropicrina (Rodriguez-Kabana, 1998).
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En el Gltimo cuarto del pasado siglo ya se realizaron mezclas de ambos
productos y se utilizaron en el continente americano, pero no en el europeo. Ha sido
recientemente cuando se ha extendido su uso como alternativa al bromuro de metilo.
En méas de 160 trabajos se muestra que se han obtenido niveles de control de los
patdgenos y producciones similares o superiores a las obtenidas con la desinfeccion
del suelo con bromuro de metilo en diferentes cultivos horticolas (Ajwa et al., 2002,
2003, 2004; Porter et al., 2006). Por ello, se ha considerado a la mezcla como la
alternativa universal al bromuro de metilo. En la actualidad, en la Union Europea su
uso esta limitado como lo estdn sus componentes, disponiendo de una autorizacion
de 120 dias para su uso de forma excepcional en cultivos horticolas intensivos,
incluido el pimiento en invernadero, en varios paises europeos, entre ellos Esparia.

Algunos autores (Ajwa et al., 2002; Cebolla et al., 2004) sefialan que la
eficacia de este fumigante depende del grado de humedecimiento del suelo en el
momento de la incorporacion, la cantidad de agua empleada durante y después de la
incorporacion de los productos al suelo, del caudal de los emisores, de la densidad de
goteadores, y de las caracteristicas del sellado. Segun Locascio y Dickson (2000), la
eficacia desinfectante es mejor al aplicarlo en el agua de riego por goteo que al
aplicarlo por inyeccion, ya que la distribucion de los gases en el suelo resulta mas
uniforme. La eficacia mejora cuando se utilizan plasticos semi-permeables (PEHD) o
impermeables (VIF) a los gases, al reducir las emisiones a la atmosfera de los dos
compuestos (Ou et al., 2001; Gilreath et al., 2004a).

Para el cultivo de pimiento en los invernaderos del Campo de Cartagena la
dosis de aplicacién del producto recomendada es de 400 a 500 | ha! (Lacasa et al.,
2002), el sellado con plastico VIF de 0,04 mm mejora la eficacia frente a
Phytophthora sp., el desarrollo vegetativo y se obtiene una produccion similar a la
del bromuro de metilo, con respecto al sellado con polietileno de 0,05 mm (Lacasa et
al.,, 2003). La forma de humedecer el suelo antes de la aplicacién parece influir
menos que la forma de incorporacion de la mezcla al suelo, siempre que el perfil de
25-30 cm de profundidad quede humedecido (que no saturado) (Lacasa et al., 2006).

La utilizacion de la mezcla como desinfectante del suelo, utilizando plastico
de polietileno y aplicdndola en el agua de riego se ha mostrado como una alternativa
al bromuro de metilo, proporcionando un buen control de Phytophthora sp., un
control aceptable de malas hierbas y de M. incognita (Guerrero et al., 2004b).
Cuando se ha reiterado su aplicacion en afios consecutivos se ha observado un
aumento de la efectividad de la desinfeccion, incluso con mejoras en la produccion
(Guerrero et al., 2006). En combinacion con el injerto sobre porta- injertos resistentes
a M. incognita y a Phytophthora sp. se podria usar a dosis inferiores a las
recomendadas (Ros et al., 2004c).

2.3.1.2 Desinfeccion por medios no quimicos

Las tentativas de utilizar medios no quimicos de desinfeccion del suelo se
inicianen los invernaderos del Campo de Cartagena a principios de los afios ochenta
con los primeros ensayos de solarizacion (Cenis y Fuchs, 1988). Pasados 10 afios de
estas publicaciones se retomaron los trabajos, adicionando enmiendas organicas de
origen animal a la solarizacion (Lacasa et al., 2002; Guerrero et al., 2004a y b),
como una solucién para las producciones ecoldgicas, basandose en los métodos de
biofumigacién. El control de los patdgenos principales y la reduccion de los efectos
de la fatiga del suelo son los objetivos principales.

Los antecedentes y fundamentos de estos métodos se tratardn con detalle en el
Capitulo 5, en particular en lo concerniente a la biosolarizacion o biodesinfeccion.
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Sin embargo, se exponen aqui los antecedentes relativos a la biofumigacion y
a la solarizacion.

La biofumigacion

Varios autores se refieren a la biofumigacion como el efecto supresivo que
provoca la generacion de isotiocianatos por la hidrolisis de los glucosinolatos
presentes en las plantas de la familia Brassicaceae, ya se entierren en fresco
(Kirkegaard et al., 1993; Brown y Morra, 1997; Sarwar et al., 1998; Zasada y Ferris,
2003) o en seco después de un procesado industrial (Lazzeri y Manici, 2000; Lazzeri
et al., 2004). Los compuestos liberados (metil o alil-isotiocianatos) tienen efectos
sobre gran parte de la microbiota de los suelos, siendo comparable su accion a la de
los compuestos de sintesis (metam-sodio, metam-potasio, dazomet) que generan las
mismas moleculas biocidas al descomponerse en el suelo (Angus et al., 1994). La
actividad es general y parcial ya que tiene efecto sobre insectos, hongos, nematodos,
virus, bacterias y malas hierbas (Kirkegaard y Sawar, 1998), pero no elimina
totalmente las poblaciones.

La hidrélisis de los glucosinolatos genera gran cantidad de compuestos, de los
que los isotiocianatos se consideran los mas toxicos, mostrando un amplio espectro
de actividad biocida; sin embargo, un determinado isotiocianato muestra diferente
toxicidad segun el patdgeno sobre el que actla (Sawar et al., 1998). Dado que la
gama y cantidad de compuestos generados depende de la especie de brasica, es
preciso tenerlo en cuenta a la hora de seleccionarla para su uso biofumigante.
Kirkegaard y Sawar (1998) indicaron que el poder biofumigante de un determinado
genotipo frente a un patdgeno especifico depende de la biomasa total y de la
proporcion de cada parte de la planta que contribuye a la biomasa total, de la
concentracién y el tipo de cada glucosinolato en la parte predominante de la planta
asi como de la toxicidad frente al patdgeno de los productos que se generan en la
hidrélisis de glucosinolatos.

El efecto biofumigante no parece ser exclusivo de las brasicas, ya que la
descomposicion de numerosas enmiendas organicas, como estiércoles de origen
animal o urbano, subproductos industriales, etc, da lugar a compuestos con actividad
biocida como el amoniaco, &cido nitroso, acidos orgénicos volatiles (Lazarovits et
al., 1999; Bailey y Lazarovits, 2003; Tenuta y Lazarovits, 2002; Tenuta et al., 2002;
Lazarovits et al., 2005; Abbasi et al., 2004).

En base a estas ultimas consideraciones Bello et al. (1999b, 2000) definieron
el término biofumigacion como “la accion de las sustancias volatiles producidas en la
biodegradacion de la materia organica en el manejo de los patdogenos 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.), lo cual es contemplado por Bonannomi et al. (2007) u Oka
(2010) al mismo nivel de eficacia que las brasicas, indicando que pueden favorecer o
potenciar los efectos supresivos en los suelos en que se incorporan.

Las enmiendas organicas para ser usadas como biofumigantes en el control de
patdgenos son diferentes de las utilizadas como mejoradoras de las propiedades del
suelo, por las caracteristicas de los materiales utilizados, por la dosis y por el método
de aplicacion (Piedra-Buena, 2004). Para conseguir buenos resultados en la
desinfeccién del suelo es necesario que la materia organica esté en vias de
descomposicion, con una relacion C/N entre 8-20 (Bello et al., 2000). La cantidad a
utilizar ha de cumplir los requerimientos contemplados en el Real Decreto 261/1996
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de 16 de febrero sobre proteccion de las aguas contra la contaminacién producida por
los nitratos procedentes de fuentes agrarias. El sellado del suelo (humedeciéndolo,
cubriéndolo con plastico o cualquier otro acolchado, etc) parece conveniente para
retener los gases y asi facilitar su actividad, generalmente de caracter biostatico
cuando los patdgenos son nematodos, lo que supone prolongar el efecto en el tiempo
(Diez-Rojo et al., 2006, Zanon, 2009).

Pero con la aplicacion de enmiendas biofumigantes para la desinfeccion del
suelo se ha puesto de manifiesto que se producen modificaciones en las
caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, mejorando la disponibilidad de nutrientes
utilizables por la planta e incrementando las poblaciones de los nematodos
saprofagos (Bello et al., 2004; Diez-Rojo, 2010).

En las condiciones del Levante y Sureste de Espafia la biofumigacién no ha
proporcionado resultados relevantes en el control de los patdgenos del suelo, ya que
las condiciones de aridez y sequia estivales no permiten que la actividad del
biosolarizante se prolongue en el tiempo. El sellado con agua tiene efectos en los
primeros centimetros, pero pronto se deseca la parte superficial del suelo haciéndose
permeable a los gases emitidos en la biodegradacion de la enmienda. La repeticion
del humedecimiento supone un enfriamiento del suelo, lo que frena los procesos de
emision de los gases.

Por ello se ha combinado la biofumigacion con la solarizacion, tal como se
indicard en el Capitulo 5, para aumentar la eficacia en el control de los patdgenos
edaficos.

La solarizacion

En base a las experiencia realizadas en lIsrael, Katan (1981) definio la
solarizacion como una forma de desinfeccion del suelo aprovechando la energia solar
incidente en un suelo humedecido y cubierto con una lamina de plastico
(generalmente polietileno transparente). El uso de acolchados de los cultivos con
plastico permitié poner de manifiesto el efecto sobre la planta de la cobertura del
suelo con plastico transparente u opaco (Katdn et al., 1976). La temperatura
alcanzada en profundidades del suelo superiores a los 20 cm es suficiente para
reducir las poblaciones de los patdgenos, en particular en areas de alta insolacion y
estaciones calidas del afio (Cenis, 1986; Cenis y Fuchs, 1988; Chellemi et al., 1994 y
1997; Coelho et al., 1999).

La solarizacion se puede definir como un proceso de desinfeccion hidrotermal
del suelo que tiene lugar por la captura pasiva de la radiacion solar estando el suelo
himedo y cubierto con una lamina de plastico transparente (normalmente de
polietileno) (Katan, 1981). La actividad sobre la microbiota se debe a la accion de la
temperatura. La aplicacion de este método de desinfeccion del suelo tiene gran
dependencia de las condiciones climaticas, por lo que su utilizacién queda restringida
a zonas con climas aridos en los que se registran altas temperaturas y elevada
radiacion solar (Chellemi et al., 1994). En estas zonas se ha comprobado su eficacia
en el control de numerosos patdgenos, tanto fungicos como nematodos (Katan y
DeVay, 1991).

Al efecto térmico hay que adicionar el derivado de la acumulacion de gases
procedentes de la descomposicion de la materia organica que pueda haber en el suelo
(Gamliel et al., 2000; Oka, 2010). Ademas, el sellado plastico supone que se reduzca
el contenido en oxigeno en el suelo en la biodescomposicion de la materia organica,
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produciéndose situaciones de hipoxia o anoxia, limitando la densidad poblacional de
los microorganismos patdgenos (Block et al., 2000).

En la comarca del Campo de Cartagena se llevaron a cabo los primeros
ensayos de solarizacion de suelos (Cenis, 1986) orientados al control de
Phytophthora sp. y de Meloidogyne sp. (Cenis y Fuchs, 1988), obteniendo buenos
resultados frente al hongo, pero la incidencia de los nematodos en el tomate que se
puso como indicador de la eficacia desinfectante fue elevada, no diferente al testigo
no desinfectado. Sin embargo, no observaron dafios en el cultivo del pimiento,
probablemente debido a que el suelo estaba contaminado de M. javanica al que
muchas variedades de pimiento son resistentes (Djian-Caporalino et al., 2011).
Escuer et al. (2004) indican que la solarizacién, por sisola no es siempre un método
eficaz, especialmente en el control de organismos moviles como son los nematodos,
que por la accion del calor se desplazan a zonas mas profundas y se incorporan de
nuevo con el laboreo que se realiza al preparar el suelo para plantar el cultivo.

La combinacion de la solarizacion con la aplicacion bajo el plastico de
productos quimicos fumigantes como el metam sodio mejora la eficacia del
fumigante y de la solarizacion (Ros et al., 2004a). Lo mismo sucede con la
incorporacién de antagonistas bioldgicos o enmiendas organicas (Barres et al., 2006;
Bello et al., 2004).

2.3.2 Control de los patdgenos sin desinfeccion

2.3.2.1 La resistencia genética

a) Resistencia a Phytophthora sp.

Los proyectos de introduccion de resistencia a Phytophthora sp. en
variedades de pimiento para el cultivo en los invernaderos del area mediterranea se
interrumpieron a mediados de los afios ochenta del pasado siglo, cuando se extendid
el uso del bromuro de metilo para la desinfeccion anual de los suelos (Tello y
Lacasa, 1997).

Los trabajos sobre la resistencia y Phytophthora capsici se habian iniciado en
Europa a principios de la década de los afios 70 del pasado siglo por Pochard y
Chamboned (1971) y Ponchet et al., (1972). Estaban orientados al conocimiento de
las caracteristicas de la resistencia, la naturaleza de los mecanismos funcionales y los
genes implicados (Pochard et al., 1976; Pochard y Daubeze, 1980; Palloix et al.,
1988; Gil, 1988; Palazdn, 1988; Gil et al., 1991; Bartual et al., 1991 y 1993).
También en otras partes del mundo se habian planteado estudios en el mismo sentido
y sobre la forma de introducirla en variedades comerciales (Barksdale et al., 1984,
Bosland y Lindsey, 1991; Guerrero-Moreno y Laborda, 1980; Reifschneider et al.,
1986; Walker y Bosland, 1999).

Inicialmente no hubo concordancia en el modelo de genética de la resistencia
a P. capsici, al haber encontrado diferentes fuentes de resistencia con expresiones
distintas, las cuales parece dependian de las caracteristicas genéticas ("backgrounds™)
de los parentales susceptibles donde eran introducidas (Walker y Bosland, 1999).
Para un mismo parental portador de resistencia, como Serrano Criollo de Morelos
334, se proponian modelos genéticos diferentes segun los autores de los estudios (Gil
et al., 1991; Guerrero-Moreno y Laborda, 1990; Reifschneider et al., 1992). Tales
diferencias quizas eran debidas a la metodologia utilizada en los experimentos, a
utilizar diferentes genitores susceptibles para los estudios, a la posible variabilidad de
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los aislados del hongo, a las condiciones ambientales en las que se realizaban las
inoculaciones, a la forma de inoculacién o al érgano de la planta, inoculado, etc. El
trabajo de Walker y Bosland (1999) viene a corroborarlo, al obtener modelos
genéticos diferentes cruzando el Serrano Criollo de Morelos-334 con Early Jalapefio
y con Keyston como parentales sensibles. Tampoco parece haber acuerdo en el
numero de genes mayores que intervendrian en la resistencia, pudiéndose presentar
efectos epistasicos aditivos de genes menores que coadyuvan a la manifestacion de la
resistencia (Bartual et al., 1991; 1993). Los genes mayores y los menores parecen ser
los mismos en la resistencia a P. capsici y a P. parasitica (Bonnet et al., 2007), si
bien son mas los implicados en la resistencia a P. parasitica que a P. capsici.

La complejidad de la resistencia a una o a las dos especies parece mayor Si
como indican Monrroy y Bosland (2011) la respuesta de los 6rganos de la plantas
(raices, tallo, hojas) fuera diferente ante un mismo aislado de P. capsici, 0 a la
inversa, que determinados aislados mostraran cierta especificidad parasitaria frente a
determinados érganos.

La resistencia introducida en pimientos utilizados como porta-injertos o en
variedades pre-comerciales parece comportarse de forma satisfactoria ante las
poblaciones de Phytophthora sp. de los invernaderos del Campo de Cartagena (Ros
et al., 2004b), donde se ha asistido a un cambio en la predominancia de P. parasitica
sobre P. capsici en los ultimos afios. En los ultimos afios, algunos de los patrones
portadores de resistencia a P. capsici que se hanevaluado en los invernaderos de esta
comarca han sido afectados por P. parasitica en proporciones bajas (Martinez et al.,
2012), lo que se interpreta como indicativo de posibles variaciones en la interaccion
hospedante-patdgeno. La influencia de la variedad sobre la expresion de la
resistencia del porta-injertos o la variacion en la patogeneicidad de los aislados de P.
parasitica pudieran explicar este comportamiento. Entre tales variaciones se puede
encontrar la especificidad mostrada por algunos aislados de P. parasitica que afectan
al pimiento en otras zonas de cultivo (Morales, 2011).

La utilizacion de materiales (porta- injertos o variedades) resistentes no parece
pueda evitar el uso de desinfectantes en pre-plantacion, que se hace necesaria para
paliar los efectos de la fatiga del suelo propia del monocultivo y asociada a la
microbiota fangica no patégena (Martinez et al., 2011).

b) Resistencias a Meloidogyne sp.

Como se ha indicado anteriormente, de las cuatro especies de Meloidogyne
(M. incognita, M. arenaria, M. javanica y M. hapla) que producen dafios al pimiento
se han encontrado en el Campo de Cartagena M. incognita, M. javanica y M.
arenaria (Bello et al., 1997, 2004), siendo la primera la mas abundante y extendida,
asi como la que mayores dafios produce.

La resistencia genética a nematodos en pimiento ha sido estudiada desde hace
mas de medio siglo. En 1957 Hare (1957) identifico en la linea “Santaka XS” de
Capsicum annum un gen dominante N, que le conferia resistencia frente a M.
incognita. Mas tarde se comprobd que a temperaturas superiores a 28°C la expresion
de este gen se veia comprometida (Thies y Fery, 1998, 2002). En las lineas de
“Carolina Hot” la resistencia a M. incognita estd gobernada por dos genes, con un
alelo dominante N y otro recesivo (Fery y Dukes, 1996). En la misma linea de
trabajo (Fery y Thies, 2000) encuentran que la resistencia a M. incognita en C.
chinense “PA 426 esta ligada a un unico gen dominante que es alélico con el gen
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dominante N de C. annum en "Carolina Cayende”, aunque no se ha confirmado que
este gen proporcionara resistencia a M. arenaria.

Hendy et al. (1985) identificaron cinco genes dominantes (Mel a Me5) en C.
annum que confieren resistencia frente a varias especies de Meloidogyne; se
encontraron dos genes Mel y Me2 en PM 217; dos genes Me3 y Me4 enPM 687 y el
altimo gen Me5 en Yolo Wonder (Dijan-Caporalino et al., 1999, Souza-Sobrinho et
al., 2002). Los cinco genes actlan individualmente con una interaccion gena gen. El
gen Me6 controla especificamente la resistencia a M. arenaria y M. javanica en
“Yolo Wonder” (Wang y Bosland, 2006). En Criollo de Morelos (CM 334) se
encontrd el gen Me7 que conferia un amplio nivel de resistencia a M. arenaria, M.
incognita y M. javanica (Pergard et al., 2005). Otros dos genes Mech-1 (en PM 217)
y Mech-2 (en CM 334) fueron identificados para el control de M. chitwoodi (Dijan-
Caporalino et al., 2004). Los genes Me3, Mel y Me7 son dominantes y
termoestables, con amplio espectro de resistencia. Los Mech-1 y Mech-2 actdan
impidiendo la reproduccién del nematodo (Djian-Caporalino et al., 1998, 1999,
2004). Thies et al. (2009) indican que el gen N de “Carolina Wonder” y “Charleston
Belle” es distinto e independiente del Me3, tras realizar las pruebas de alelismo.

Se han introducido algunos de estos genes en porta-injertos y en variedades
pre-comerciales. La mayor parte de los porta-injertos comerciales disponibles son
portadores del gen Me7, cuyo comportamiento en las condiciones de los
invernaderos del Campo de Cartagena es bueno (Ros et al., 2004d, 2005, 2007,
2008). Sin embargo, la resistencia conferida por este gen es remontada al reiterar el
cultivo de plantas injertadas en el mismo invernadero durante mas de tres afios
consecutivos, no ocurriendo lo mismo cuando el gen introgresado es el Mel (Ros et
al., 2011).

El remonte de las resistencias en pimiento por algunas poblaciones virulentas
es imputado por algunos autores al efecto de la temperatura. Thies y Fery (1998) lo
indican para Charleston Bell y en Carolina Wonder cuando las temperaturas del
suelo estuvieron comprendidas entre 28 y 32°C y el suelo infestado por M. incognita.
Sin embargo, también se presenta a temperaturas inferiores (Ros et al., 2004e, 2008,
2011; Robertson et al., 2006) en los invernaderos del Campo de Cartagena, de forma
especifica a la resistencia conferida por el gen Me7. Esta virulencia se ha sefialado
para poblaciones de otras zonas productoras de pimiento tanto para el gen Me7 como
para el gen Me3 (Djian-Caporalino et al., 2011), que segun los ultimos autores
pudiera ser alélico del Me7.

La facilidad con la que se remonta la resistencia al gen Me7 y al gen Me3
viene a indicar que se hace necesario el establecimiento de estrategias integradas de
manejo de tales resistencias para evitar la seleccion de poblaciones virulentas, por
ejemplo con desinfecciones parciales del suelo en preplantacién por medios quimicos
(Ros et al., 2003) o mediante biosolarizacion (Guerrero et al., 2012; Martinez et al.,
2012).

c) Injerto del pimiento en porta-inje rtos resistentes

La dificultad de introducir resistencias a patdégenos del suelo en variedades
comerciales, ha hecho que se orientaran los primeros trabajos de control de
Phytophthora sp. y Meloidogyne sp. por medios genéticos a la incorporacion de las
resistencias en materiales vegetales no productivos, que se pudieran utilizar como
porta-injertos. Tales materiales se caracterizarian, ademas de por ser portadores de
los genes de resistencia, por ser vigorosos.
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A diferencia de otros cultivos horticolas como la sandia, el pimiento solo
presenta buena afinidad cuando se usan como porta-injertos especies o cultivares del
género Capsicum (Miguel, 1997). Los utilizados como parentales portadores de
resistencia (Smith N° 5, Serrano Criollo de Morelos 334, etc.) a P. capsici o lineas de
C. chinense, C. frutescens, C. chacoense o de C. annuum para M. incognita,
confieren poco vigor a las plantas, por lo que se suelen utilizar hibridos o lineas
intermedias obtenidas en los procesos de introduccion de resistencias a ambos
patdgenos en variedades comerciales (caso de Phyo 636, Phyo 637, P-51, Linea 29,
etc.) o de hibridos efectuados con tal fin como el cruce de C. annuum "Murasabi" X
C. chinense n° 3341 (Miguel, 1997).

Ya en el periodo de 1978 a 1981 cuando no se disponian de soluciones
(desinfeccién del suelo con bromuro de metilo) para los problemas planteados por P.
capsici en los cultivos intensivos del Levante y Sureste espafiol, Miguel (1997)
realizé los primeros ensayos de injerto, buscando soluciones al problema planteado
por la “tristeza” en los cultivos de la zona costera de Valencia. Obtuvo buenos
niveles de control de la enfermedad utilizando como patron a Smith N° 5 y algo
inferiores con los hibridos o lineas P-29 y Phyo 636. Con cualquiera de los porta-
injertos, las producciones resultaron ser iguales o inferiores a las del testigo sin
injertar, para el que la incidencia de la enfermedad era muy elevada (superior al
80%). Al utilizar los patrones un poco mas vigorosos (P-29 y P-51), se aumentaba la
produccidn, pero en ningun caso superaba a la de las plantas no injertadas cultivadas
en suelo desinfectado con bromuro de metilo. En aquellos momentos los nematodos
no constituian un problema para los cultivos de pimiento, por lo que no se evalué el
comportamiento de los anteriores patrones frente a Meloidogyne sp.

Cuando se iniciaron los trabajos de investigacion para buscar alternativas al
bromuro de metilo para los cultivos de pimiento de la Regién de Murcia, se retomo
el injerto como una posibilidad. Asi, desde 1998 hasta la actualidad, en el Equipo de
Proteccién de Cultivos del IMIDA se ha venido estudiando el injerto de variedades
de pimiento sobre porta-injertos resistentes a Phytophthtora spp. y a M. incognita
como una alternativa al uso del bromuro de metilo. Se han realizado estudios sobre el
comportamiento de estos patrones en suelo sin desinfectar y en combinacion con
suelo parcialmente desinfectado por métodos quimicos y no quimicos, frente a
ambos patdgenos en distintos invernaderos con diferentes casuisticas, y también los
efectos de la combinacion patron variedad (Ros et al., 2004d, 2005, 2006, 2007,
2008).

Han sido numerosos los porta-injertos que se han comportado
satisfactoriamente frente a Phytophthora sp. y la resistencia se ha comportado como
estable, salvedad hecha de algunos casos de infecciones tempranas o de poblaciones
de P. parasitica que se muestran infectivas en materiales portadores de resistencia a
P. capsici. Sin embargo, son algo menos numerosos los patrones que presentan buen
comportamiento frente a Meloidogyne incognita (Ros et al., 2004e, 2005, 2006,
2007, 2008). La resistencia de estos patrones se comporta como estable frente a
algunas poblaciones de Meloidogyne incognita de los invernaderos del Campo de
Cartagena (Ros et al., 2007, 2008), pero se han seleccionado poblaciones virulentas
que son capaces de remontar la resistencia, al reiterar el cultivo de esos patrones en
algunos invernaderos (Ros et al., 2007 y 2008). Tal comportamiento hace que no se
considere el injerto por si solo como una alternativa al bromuro de metilo. Cuando se
combina el injerto con la desinfeccion del suelo (ya sea por medios quimicos o
mediante biosolarizacion) se logra mantener avirulentas las poblaciones
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obteniéndose buenos niveles de control de los nematodos y cosechas similares a las
del bromuro de metilo (Ros et al., 2003, 2005, 2007; Guerrero et al., 2012).

El comportamiento de la resistencia a Meloidogyne incognita de los patrones
comerciales y experimentales portadores del gen Me7 presenta no solo las
deficiencias inherentes a la seleccion de poblaciones virulentas, sino que una parte de
las plantas se infestan con bajos indices de nodulacién (forma de evaluar la severidad
del dafio en las raices) sin que se lleguen a manifestar sintomas (amarilleos,
reduccion en el desarrollo, etc.) de la enfermedad en la parte aérea de las plantas.
Este comportamiento hace pensar que la expresion y manifestacion de la resistencia
esta influenciada por las caracteristicas de la base genética en la que se introduce
(Djian-Caporalino et al., 2011; Sanchez et al., 2012), al menos cuando se trata del
gen Me7; sin embargo, el nivel de resistencia proporcionado por el gen Mel no
parece verse influenciada por el “background” en el que se introduce.

2.4 OBJETIVOS

2.4.1 Objetivo general

Desde el inicio del cultivo del pimiento en los nuevos invernaderos del
Campo de Cartagena, surgidos al amparo de la llegada del agua del Trasvase Tajo-
Segura, Phytophthora capsici y Meloidogyne spp. se presentaron como los dos
principales problemas fitosanitarios del suelo. P. capsici, causante de la “tristeza” o
“seca” del pimiento, se reveld como un factor limitante del cultivo, mientras el
nematodo quedaba enmascarado por la enfermedad flangica. EI monocultivo se
implanté en la mayor parte de la superficie, al no disponer de alternativas viables
técnica y econdmicamente para la rotacién de cultivos en los invernaderos. La
desinfeccion del suelo con bromuro de metilo se establecié como el método eficaz y
duradero de control de los patdgenos y la forma de paliar los efectos de la reiteracion
del monocultivo (Lacasa y Guirao, 1997).

La retirada del bromuro de metilo como desinfectante del suelo en base a
acuerdos internacionales, planted la blsqueda de alternativas para su sustitucion. Al
mismo tiempo se puso de manifiesto la necesidad de poner a punto y en practica
métodos sostenibles de control de los patdgenos para los cultivos ecoldgicos que
empezaban a emerger y para los sistemas de produccién integrada.

Las iniciativas tomadas para dar respuesta a las anteriores necesidades
pusieron de manifiesto que era necesario conocer con mas detalle aspectos basicos de
los patdgenos principales y las consecuencias del monocultivo reiterado que se venia
practicando desde hacia mas de dos lustros, para que los nuevos métodos de
desinfeccién se fundamentaran y ajustaran a las premisas de los métodos de
produccion integrada y ecologica.

El objetivo general de la tesis se encuadra en la busqueda de alternativas a la
desinfeccion del suelo con bromuro de metilo o con productos quimicos, y plantea
evaluar la biosolarizacion (biofumigacién con solarizacion) como método de
desinfeccion de los suelos de los invernaderos del Campo de Cartagena (Murcia),
orientado al control de los patdgenos principales y a paliar los efectos de la fatiga del
suelo.

35



Capitulo 2. Introduccion

2.4.2 Objetivos especificos

Los objetivos especificos que se abordaron fueron:

1) Determinar la identidad del patdgeno que ocasionaba los sintomas de “tristeza” o
“seca” en las plantas de pimiento de los invernaderos del Campo de Cartagena,
teniendo como referencia los estudios realizados en la comarca entre 1977 y 1997.

2) Caracterizar la fatiga del suelo de los invernaderos de pimiento, que como
consecuencia de la reiteracion del monocultivo los agricultores identificaban con
reduccion en el desarrollo de las plantas y en pérdidas de produccidn al dejar de
utilizar el bromuro de metilo como desinfectante del suelo.

3) Implementar la biosolarizacién o biodesinfeccién del suelo para hacer compatible
su eficacia como desinfectante del suelo con el ciclo habitual del cultivo de pimiento
en los invernaderos del Campo de Cartagena. La implementacion se ampararia en la
evaluacion de enmiendas organicas biofumigantes y en fechas de aplicacion
apropiadas al ciclo de cultivo, asi como en la estabilidad y durabilidad de los efectos
al aplicarla reiteradamente.
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3 CARACTERIZACION DE LAS POBLACIONES DE
PHYTOPHTHORA SP. DE LOS INVERNADEROS DE

PIMIENTO DEL CAMPO DE CARTAGENA

3.1 INTRODUCCION

La expansion del cultivo de pimiento en invernaderos del Campo de Cartagena
(Murcia) y del Sur de la provincia de Alicante, a finales de los afios 70 y principios de
los 80 del pasado siglo (Rico, 1983; Tello y Lacasa, 1997), llevd consigo la
diseminacion de Phytophthora capsici en el material vegetal de plantacion (Tello y
Lacasa, 1997). Los planteles se realizaban en almacigos de la VVega del rio Segura, cuyos
suelos se encontraban contaminados (Tello et al., 1978) y por cuyo efecto habian
desaparecido los cultivos de pimiento para pimenton de la Vega (Bartual et al., 1991), o
bien, en los semilleros realizados en la misma comarca en los invernaderos previamente
infectados a partir de los trasplantes procedentes de la Vega (Tello y Lacasa, 2004).

A principios de la década de los 80 del pasado siglo, la “seca” o “tristeza” del
pimiento se presentaba en la zona como el principal problema fitopatoldgico del cultivo
(Tello, 1984; Legaz, 1985; Bartual et al., 1991; Tello y Lacasa, 1997), llegando a
comprometer la expansion del mismo, de no existir eficaces remedios (Tello y Lacasa,
2004; Lacasa y Guirao, 1997). Estos autores, lo mismo que Bartual et al. (1991) y Tello
y Lacasa (1997) consideran que la gravedad de la enfermedad se redujo en base a: a) La
obtencion de plantas con cepellon, al reducir la contaminacién inicial y limitar la
dispersion con el material vegetal de plantacion, b) El control del agua de riego, al pasar
de sistemas de cultivo con riego en surcos a riego por goteo y c) La generalizacion de la
practica de la desinfeccion anual de los suelos.

La asidua aplicacion de bromuro de metilo antes de cada cultivo vino a
minimizar los efectos de la enfermedad, reduciéndose el numero de invernaderos
afectados a partir de la mitad de la década de los afios 80. La muerte de plantas en esos
invernaderos se debia a recontaminaciones de los suelos producidas por aguas de
escorrentias, por carencias en los drenajes o por deficiencias en la desinfeccion, (Lacasa
y Guirao, 1997), siendo una situacion que se presento hasta el final del uso del bromuro
de metilo y que se repite en la actualidad en algunos de los invernaderos donde se
aplican las alternativas de desinfeccion que lo sustituyen, ya sean quimicas o no
quimicas.

Entre 1977 y 1986 se realizaron en la zona estudios de etiologia y epidemiologia
de la enfermedad (Tello et al., 1978; Tello, 1984; Tello y Lacasa, 1997), algunos han
sido publicados (Tello y Lacasa, 2004), con el propdsito de orientar las estrategias de
control. La ewvolucion de las desinfecciones de los suelos con distintos productos
quimicos, la medida de los efectos de la regulacion del agua en el suelo y la aplicacion
de productos quimicos al suelo a lo largo del cultivo, se acompafiaron de estudios
detallados de las caracteristicas fisioldgicas, de compatibilidad genética y de
patogeneicidad de las poblaciones del hongo en el area del cultivo (Tello, 1984; Legaz,
1985; Bartual et al., 1991). Estos ultimos estudios sirvieron de base para la
caracterizacion de la resistencia a P. capsici en el pimiento (Bartual et al., 1991, 1993,
1994), elemento imprescindible para el disefio de estrategias de introduccion de dicha
resistencia en variedades comerciales.

53



Capitulo 3. Caracterizacion de Phytophthora 9.

Del analisis de la bibliografia especializada parece desprenderse que no se ha
llegado a llevar a la practica la introduccion de resistencia a P. capsici en variedades con
valor comercial actual, quizads motivado por haber encontrado en la desinfeccion del
suelo con bromuro de metilo una solucion universal y estable al problema, en todas las
areas mundiales de produccion de pimiento, cuyos suelos estan contaminados por el
hongo (Chellemi et al., 2001; Chellemi, 2004). El bromuro de metilo se ha utilizado
como desinfectante del suelo en todos los paises europeos productores de pimiento en
invernadero Holanda, Bélgica, Francia, Italia y Espafia (MBTOC, 2007) para paliar los
efectos de los patdgenos del suelo y de la fatiga producida por reiteracion del cultivo en
el mismo suelo. Fuera del ambito europeo el bromuro de metilo es utilizado, por los
mismos motivos, en EE.UU (Chellemi et al., 2001; Chellemi, 2004, 2006) Israel
(MBTOC, 2007), Japon (MBTOC, 2007), Turquia (Yucel, 1995) o Uruguay (Bernal,
2004), como principales productores y en otros paises donde el cultivo tiene menor
relevancia, contemplados en el Articulo 5 del Protocolo de Montreal, como Argentina,
China, Corea, Jordania, Egipto, Marruecos, Guatemala, Méjico o Costa Rica.

La necesidad de eliminar el uso del bromuro de metilo como desinfectante de los
suelos de los invernaderos del Campo de Cartagena (Murcia) y del Sur de la provincia de
Alicante destinados al cultivo de pimiento, planted, en 1996-97 la busqueda de
alternativas para paliar los efectos de los patdgenos del suelo (P. capsici y Meloidogyne
incognita, como los mas importantes) y de la fatiga, derivada del monocultivo de
pimiento que se practica en la zona desde hacia mas de 20 afios (Lacasa y Guirao, 1997).
Entre las alternativas, se volvia a considerar la resistencia genética a P. capsici, bien
introducida en variedades comerciales, bien en porta-injertos, como una solucién de
minimo impacto medioambiental y sin riesgos para la seguridad alimentaria y para la
seguridad de los productores.

Dado que habian trascurrido mas de 10 afios desde que se hubieran realizado los
estudios etiologicos, epidemioldgicos y de caracterizacion de las poblaciones de
Phytophthora sp. que afectan a los cultivos, sin que hubieran mediado seguimientos
evolutivos en la zona, se requeria de nuevos estudios sobre los mismos aspectos con el
fin de advertir cambios en el comportamiento del hongo (derivados de las variaciones en
las estructuras productivas: nuevas variedades, nuevos sistemas de produccion vy
metodologias de cultivo, etc) o de confirmar la actualidad y vigencia de los datos
obtenidos entre 1977 y 1986.

3.2 OBJETIVOS

Se pretende caracterizar las poblaciones de Phytophthora sp. de los invernaderos
del Campo de Cartagena (Murcia) y del Sur de la provincia de Alicante.

Los parametros utilizados para la identificacion son:

a) Las temperaturas cardinales de desarrollo miceliar.
b) Eltipo de compatibilidad genética.
c) Lapatogeneicidad en relacién al pimiento.

El conocimiento de estos aspectos permitira plantear adecuadas estrategias de
control de la enfermedad, bien sea por medios quimicos o no quimicos en particular
sobre el uso de las resistencias genéticas, como forma de paliar los efectos de la
“tristeza” o “seca” en el pimiento.
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3.3 MATERIAL Y METODOS

3.3.1 Origen de los aislados

Los aislados estudiados se obtuvieron de plantas de pimiento afectadas de
“tristeza” 0 “seca” en invernaderos de productores de pimiento en la comarca del Campo
de Cartagena. En la eleccion se procurd abarcar la mayor amplitud de situaciones,
incluyendo sistemas de desinfeccion, variedades, fechas a lo largo del ciclo de cultivo,
distribucion dentro de un mismo invernadero y partes (raiz y parte basal del tallo) de la
planta. A la base inicial de 24 aislados recolectados en la campafia (97-98) (Grupo 1)
obtenidos en invernaderos con plantas afectadas (Tabla 1), se afiadieron 30 aislados
obtenidos en las campafias 00-01 y 01-02 (Tabla 1) en invernaderos comerciales donde
se realizaban ensayos de alternativas al bromuro de metilo (Grupo 2) y mas tarde otros
16 aislados obtenidos en las campafias 2004-05 y 2005-06 (Tabla 1) en invernaderos
donde se evaluaba el injerto y otras alternativas no quimicas como sustitutivos del
bromuro de metilo o de la mezcla de 1,3-dicloropropeno+cloropicrina (Grupo 3).

&
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Figura 1. Zonas de origen de los aislados. Comarca del Campo de Cartagenay Sur de Alicante.

Los aislados se obtuvieron a partir de tejidos vegetales afectados, sembrados en
medio especifico P (Ponchet et al., 1972) y en medio agar jugo V8 modificado mediante
la adicion de fungicidas y con antibidticos (PARPH, Bowers y Mitchell, 1991). Se
purificaron en los medios especificos y se conservaron en medio general PDA.
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Tabla 1. Aislados de Phytophthora sp. obtenidos de plantas de pimiento en
inve made ros del Campo de Cartagena (Murcia).

56

Referencia | Invernaderoy | Antigledad | Variedad Parte de la Ao de
localidad monocultivo planta de donde | aislamiento
se aislo

GRUPO 1

Phyp 1 A. El Mirador Raiz 97/98
Phyp 2 A. EI Mirador 16 anos Base tallo 97/98
Phyp 3 A. El Mirador 16 afios Raiz 97/98
Phyp 4 A. El Mirador 16 anos Raiz 97/98
Phyp 5 B. El Mirador A Raiz 97/98
Phyp 6 B. EI Mirador Maribel Base tallo 97/98
Phyp 7 B. EI Mirador H Raiz 97/98
Phyp 8 B. El Mirador Maripe Raiz 97/98
Phyp 9 B. El Mirador Raiz 97/98
Phyp 10 B. El Mirador Raiz 97/98
Phyp 11 B. El Mirador Maribel Raiz 97/98
Phyp 12 B. El Mirador Maribel Raiz 97/98
Phyp 14 B. El Mirador Maribel Raiz 97/98
Phyp 15 B. El Mirador Base tallo 97/98
Phyp 16 C. T Pacheco Base tallo 97/98
Phyp 17 C. T Pacheco Raiz 97/98
Phyp 18 C. T Pacheco Base tallo 97/98
Phyp 19 C. T Pacheco Raiz 97/98
Phyp 20 C. T Pacheco Raiz 97/98
Phyp 21 C. T Pacheco Raiz 97/98
Phyp 22 C. T Pacheco 18afios | Base tallo 97/98
Phyp 23 C. T Pacheco 18 afios Raiz 97/98
Phyp 24 C. T Pacheco 18 afios Raiz 97/98
GRUPO 2

Phyp 25 B. San Javier 18afics | Orlando Raiz 00-01
Phyp 26 B. San Javier Raiz 00-01
Phyp 27 B. San Javier Raiz 01-02
Phyp 28 B. San Javier Raiz 01-02
Phyp 29 B. San Javier Raiz 01-02
Phyp 30 G. San Javier 9 afios Base tallo 01-02
Phyp31 G. San Javier 9 afios Raiz 01-02
Phyp 32 K'. San Javier 20 anos Raiz 00-01
Phyp 33 K'. San Javier Raiz 00-01
Phyp 34 K'. San Javier Raiz 00-01
Phyp 35 K'. San Javier Base tallo 01-02
Phyp36 K'. San Javier Raiz 01-02
Phyp 37 K'. San Javier Raiz 01-02
Phyp 38 K'. San Javier Raiz 01-02
Phyp 39 K. San Javier 20 afios Base tallo 00-01
Phyp 40 K. San Javier Raiz 00-01
Phyp 41 K. San Javier -E Base tallo 00-01
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Tabla 1. Aislados de Phytophthora sp. obtenidos de plantas de pimiento en
inve rade ros del Campo de Cartagena (Murcia). (Continuacion).

Referencia | Invernaderoy | Antigledad | Variedad Parte de la Ao de
localidad monocultivo planta de donde aislamiento
se aislo

Phyp 42 K. San Javier - Orlando Raiz 00-01
Phyp 43 K. San Javier Raiz 01-02
Phyp 44 K. San Javier Raiz 01-02
Phyp 45 PT. P. Horadada Base tallo 01-02
Phyp 46 PT. P. Horadada Raiz 01-02
Phyp 47 PO. P. Horadada Raiz 01-02
Phyp 48 PO. P. Horadada Base tallo 01-02
Phyp 49 PO. P. Horadada Raiz 01-02
Phyp 50 PO. P. Horadada Raiz 01-02
Phyp 51 PO. P. Horadada Raiz 01-02
Phyp 52 PO. P. Horadada Raiz 01-02
Phyp 53 XB. San Javier Raiz 00-01
Phyp 54 XB. San Javier Raiz 00-01
GRUPO 3

Phyp 55 B". El Mirador 21afios Orlando Raiz 04-05
Phyp 56 B". EI Mirador Orlando Raiz 04-05
Phyp 57 B". El Mirador Orlando Base tallo 04-05
Phyp 58 B". El Mirador . Orlando Base tallo 04-05
Phyp 59 B”. EI Mirador 2lafios Orlando Raiz 04-05
Phyp 60 K. San Javier 25 anos Quito Base tallo 05-06
Phyp 61 K. San Javier 25 anos Quito Base tallo 05-06
Phyp 62 K. San Javier 25 anos Quito Raiz 05-06
Phyp 63 K. San Javier 25 arios Quito Raiz 05-06
Phyp 64 MSP. S Javier RS-10RZ Base tallo 05-06
Phyp 65 MSP. S Javier RS-10RZ Base tallo 05-06
Phyp 66 MSP. S Javier . RS-10RZ Ralz 05-06
Phyp 67 MSP. S Javier RS-10RZ Raiz 05-06
Phyp 68 NC. El Mirador Herminio | ----—--- 05-06
Phyp 69 NC. El Mirador I Herminio |  --------- 05-06
Phyp 70 NC.EI Mirador Herminio |  -------- 05-06

3.3.2 Estudios morfolégicos

Se observaron y midieron aquellos caracteres que son mas representativos para
identificar las especies, tal como indican (Waterhouse, 1963, 1970; Larkin et al., 1993;

Satour y Butler,

1968; Erwin y Ribeiro, 1996), basandose en las siguientes

caracteristicas: morfologia de las colonias y del micelio; presencia de clamidosporas en
medios solidos; morfologia de los esporangios y de los 6rganos sexuales.

a) De las caracteristicas de las colonias y del micelio

Las caracteristicas de las colonias y del micelio se observaron en medio PDA

(patata-dextrosa-agar), en medio agar-jugo V8 y en medio agar-jugo de guisante de
acuerdo con Tello et al. (1991a). Del borde de una colonia de 7 dias de edad crecida en
medio PDA se extrajeron discos de 4 mm de diametro y se sembraron 3 placas de Petri
de 9 cm de diametro conteniendo 20 ml cada uno de los medios, se sellaron las placas
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con Parafilm y se incubaron en estufa a 25°C y oscuridad, observando las caracteristicas
de la colonia y del micelio a partir del sexto dia.

Se observaron las caracteristicas de los 42 aislados marcados en amarillo en la
Tabla 1.

b) De las caracteristicas de los esporangios

Los aislados se cultivaron en placas de Petri con medio V8. Cuando hubo crecido
el micelio se cortaron tiras de 0,4x2 cm de medio con micelio y se pusieron en una placa
de Petri con agua Yy nitrato potasico al 1%, incubdndolas durante 3 a 7 dias bajo luz
fluorescente continua. Pasado el tiempo los esporangios se habian formado en el borde
de los trozos, se tomaba una porcion del lateral del trozo disponiéndolo en un porta-
objetos; se afiadio una gota de colorante lactofusina; se cubrié con un cubre-objetos y se
examind la preparacion al microscopio para observar y medir los esporangios. Las placas
con los medios solidos utilizados para el cultivo de las colonias se mantuvieron en
incubacion en estufa a 25°C y oscuridad para averiguar si producian esporangios en estos
medios, realizando las observaciones cada 7 dias hasta un maximo de 30 dias.

Se midieron 25 esporangios cada uno de los 32 aislados marcados en azulen la Tabla 1.

c) De las caracteristicas de los 6rganos sexuales y la compatibilidad genética

Para la produccion de oosporas y para determinar el tipo de compatibilidad
genética de los aislados se realizaron cultivos pareados de los aislados con otros dos de
P. capsici caracterizados con tipos Al (codigo 59) y A2 (codigo 50) procedentes de la
coleccion de la Estacion de Patologia del suelo del INRA de Antibes (Francia) y
proporcionadas por el Laboratorio de Patologia Vegetal del Departamento de Produccion
Vegetal de la Universidad de Almeria, para los dos primeros grupos de aislados de la
Tabla 1 y con los tipos A1 y A2 de P. capsici del CBS para los aislados del Grupo 3 de
la Tabla 1.

Los cultivos pareados se realizaron en medios solidos agar-jugo V8 (Erwin y
Ribeiro, 1996) y agar jugo de guisante, sin enriquecer con b-sitosterol como
recomiendan Bowers y Mitchell (1991) y atendiendo las indicaciones de Tello et al.
(1991a), ya que en los trabajos de Tello (1985) y Bartual et al. (1991) se utilizé el primer
medio, ademas del medio agar-harina de maiz y en el de Legaz (1985) se utilizaron tanto
el agar-jugo V8 como el agar-jugo de guisante, siendo estos trabajos los de referencia
para nuestra comparacion.

En tres placas de Petri de 90 mm de diametro conteniendo 20 ml de cada medio
de cultivo, se colocaron, a unos 5 cm de distancia, un disco de 4 mm de didmetro del
aislado problema (cuyo tipo de compatibilidad genética se pretendia determinar) crecido
en medio PDA durante 7 a 10 dias y un disco de la misma dimension y caracteristicas de
los aislados (Al) y (A2) de referencia. Las placas se incubaron en estufa a 25°C y en
oscuridad (Bowers y Mitchell, 1991; Tello et al,. 1991a), durante 30 a 60 dias.

Para conocer el homotalismo, los aislados se sembraron en tres placas con medio
agar-jugo V8 y en otras tres con medio agar-jugo de guisante. Se incubaron en estufa a
25°C y en oscuridad durante 60 dias.

De la zona central de la placa donde se cruzaba el micelio de los aislados
complementarios se cogié untrozo de medio, se puso en un porta-objetos, se afiadid una
gota de agua estéril, se cubrié con un cubre-objetos y se calentd en la llama del mechero
de alcohol hasta que se fundio el medio. Se midieron las dimensiones: maxima del
oogonio y la longitud y anchura del anteridio. Al ser las oosporas plerdticas no se midié
la dimensién de la misma al coincidir con la del oogonio.
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En todos los casos las observaciones se realizaron cada semana, examinando la
zona de solape o confrontacién miceliar.

De cada uno de los 24 asilados coloreados de verde en la Tabla 1 se midi6 el
didmetro de 25 oogonios y las dimensiones de otros tantos anteridios, presentando solo
los resultados obtenidos en medio agar-jugo V8 por ser donde més precoz y abundante
fue la formacidn de érganos sexuales.

3.3.3 Crecimiento miceliar a diferentes temperaturas

El conocimiento de las temperaturas cardinales (6ptimo, maxima y minima)
miceliar en medios sélidos se considera de gran importancia como indicador orientativo
del comportamiento epidemioldgico de la enfermedad (Tello, 1984).

Para 45 aislados (coloreados de violeta en la Tabla 1) se determiné la velocidad
del crecimiento miceliar a las temperaturas constantes de: 5, 10, 15, 20, 30, 35 y 40 °C.
De cada aislado se sembraron 5 placas (repeticiones) conteniendo 20 ml de medio PDA.
Enel centro de la placa se puso undisco de 4 mm de didmetro extraido de otra placa con
medio PDA en el que el aislado a estudiar habia crecido a 25 °C y oscuridad durante 7
dias, tomando el disco del perimetro de la colonia. Las placas sembradas se mantuvieron
en incubadores a las temperaturas mencionadas y en oscuridad. Cada 2 dias se midieron
dos diametros perpendiculares entre si de la colonia desarrollada. Para el céalculo del
desarrollo se restaron 4 mm a los diametros medidos.

3.3.4 Patogeneicidad de los aislados

Produccion del inéculo

Los aislados se cultivaron en placas de Petri conteniendo 20 ml de medio PDA
incubadas en estufa a 25°C y oscuridad durante 7 dias, de forma que la colonia cubriera,
en la mayor parte de los casos, toda la superficie del medio.

Produccién de las plantas

Tanto la produccion de las plantas a inocular como las inoculaciones se
realizaron en cdmaras climatizadas donde se dieron las siguientes condiciones: 22-25°C;
40-65% de HR durante el periodo iluminado de la jornada y del 88-100% durante el
periodo oscuro; fotoperiodo de 14:10 horas y una luminosidad de unos 6.000 lux,
proporcionados por tubos fluorescentes.

Las semillas se desinfectaron bafidndolas en lejia (40 g de cloro activo/l) rebajada
con agua durante 10 minutos, después se lavaron bajo el grifo. EI semillero se realiz6 en
cubetas de plastico blanco de 48,5x32x8 cm (7,5 I) conteniendo un sustrato formado por
sustrato horticola y perlita al 50% en volumen, desinfectado en autoclave a 120°C y 1 kg
cm? durante 1 hora. Cuando se inici6 la formacién de la 4 hoja se repicaron las plantas
del semillero a bandejas de las mismas dimensiones conteniendo similar sustrato,
disponiendo 10 plantas en cada bandeja; se regaron tres veces por semana y en el Gltimo
riego de la semana se abonaron con una solucién nutritiva completa de macro y
micronutrientes.
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Inoculaciones

Se han utilizado dos métodos de inoculacion para determinar la patogeneicidad
de los aislados indicados por (Tello et al., 1991b):

a) El de decapitacion de las plantas descrito por Pochard y Chambonnet (1971) que
permite establecer comparaciones cuantitativas en relacion al grado de patogeneicidad
(Bartual et al., 1991, 1993), al realizar los estudios que nos sirven de comparacion y
referencia. La UOnica variacion en relacion al método descritos por los autores
mencionados estuvo en la cobertura del in6culo depositado sobre el tallo decapitado,
que fue Parafilm en lugar de aluminio.

b) El de riego al sustrato en el que se cultivan las plantas, que permite conocer la
patogeneicidad de los aislados al cuello y a la raiz de las plantas, teniendo en cuenta que
la respuesta de la planta puede ser distinta al mismo aislado o si se prefiere, el aislado
puede presentar cierta especializacién parasitaria por un determinado 6érgano de la
planta, como sefialan Monroy y Bosland (2009).

Con cada aislado y tipo de inoculacion se inocularon las 10 plantas de pimiento
de la variedad Sonar (Clause Semances) cultivadas en una bandeja con un sustrato de
turba (sustrato horticola) y perlita (1:1 en volumen), dejando una bandeja de plantas sin
inocular, como testigo. Cada 3 dias se midi6 la longitud de la lesion producida por el
hongo en el tallo, realizando 4 mediciones consecutivas. En el caso de la inoculacion por
riego al sustrato las observaciones se realizaron dos veces por semana.

a) Inoculacion por decapitacion del tallo

Cuando las plantas tuvieron formada la octava hoja se decapitaron con un bisturi
desinfectado. Luego se colocé una pastilla del aislado cultivado en medio PDA de forma
gue el micelio quedara en contacto con el tallo cortado. La pastilla se tom6 del borde de
una colonia de 7 dias de desarrollo. Luego se cubrid la pastilla y el extremo del tallo
decapitado con un dedal de Parafilm, ajustandolo al tallo. Las plantas, una vez
inoculadas se mantuvieron en la camara en la que se daban las condiciones antes
indicadas, regandolas tres veces por semana y abonandolas con una solucién nutritiva
completa en el ultimo riego de la semana. Cada 3 dias se midio el trozo de tallo
colonizado por el hongo, quitando el dedal de proteccion tras la primera medicion. Las
medidas se repitieron durante dos semanas.

b) Inoculacion por riego al sustrato

El in6culo se prepard triturando y batiendo en 100 ml de agua destilada estéril el
contenido de una placa de Petri de 9 cm con 20 ml de medio PDA en el que se habia
desarrollado el hongo hasta alcanzar el borde de la placa, necesitando para ello de unos 7
dias de incubacion en estufa a 25°C. El batido se diluyé en agua destilada estéril hasta 1
l. Cada planta se inoculd con 100 ml de la disolucion haciendo dos agujeros en las
proximidades del tallo y depositando el in6culo con una pipeta. En el momento de la
inoculacion las plantas tenian 4 hojas desarrolladas. Tras depositar el indculo cerca de
cada planta se regd con igual cantidad de agua que de disolucion de inoculo. Las
bandejas se regaron tres veces por semana y se abonaron con una solucion nutritiva
completa en el Gltimo riego de la semana.
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Cada vez que se regaba se realizaban los controles, anotando el ndmero de
plantas marchitas. Cuando la marchitez se considerd irreversible se arrancaron y se
analizaron las lesiones del cuello y de la raiz en medios PDA y en medio PARPH. Cada
dos semanas se tomd una muestra del sustrato que se analizd por el método de las
trampas vegetales, utilizando pétalos inmaduros de clavel como trampa (Tello et al.,
1991a).

Al finalizar el ensayo se arrancaron las plantas, se lavaron cuidadosamente las
raices y se examinaron, analizando las lesiones que pudieran presentar, trozos de raiz y
trozos del cuello de todas ellas. Los trozos se sembraron en medio PDA y en medio
PARPH.

Se utilizaron 41 aislados coloreados en rojo en la Tabla 1.

3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1 Caracteristicas de las colonias y del micelio

Los patrones de crecimiento de las colonias mas comunes entre los aislados
estudiados, en casi todas las temperaturas a las que han sido sometidos durante la
incubacion fueron: patron de crecimiento no definido y estolonifero. Se encontraron
casos de crecimiento con patron petaloide, semiestelado o radiado. EI margen de la
colonia fue uniforme y en algunos casos irregular. A temperaturas altas (por encima de
30°C) se encontraron algunas ligeras variaciones, sobre el comportamiento a
temperaturas inferiores.

En las condiciones de los ensayos, todas las cepas estudiadas crecieron bien en
los medios utilizados, produciendo en PDA un micelio aéreo, algodonoso raso, blanco,
poco tabicado, con aspecto coralino, en la mayoria de las cepas poco pronunciado,
aunque el de algunas sea marcadamente coralino (Fotos 1 y 2). En medio agar-guisante
el micelio se mostré un poco menos coralino que en los otros dos medios, sin que se
pueda considerar que el tipo de medio diferencie aislados. El aspecto compacto de las
colonias les diferencian de las de P. capsici y P. citrophthora (Alvarez, 2007).

Se aprecia escasa variabilidad morfolégica entre cepas tanto entre aislamientos
procedentes de diferentes invernaderos y tipos de cultivo, como entre aislamientos
obtenidos del mismo invernadero, en la misma o distinta fecha de muestreo,
independientemente de la proximidad entre plantas. Lo mismo ocurre con cepas
obtenidas de diferentes partes de las plantas, presentando gran similitud morfologica,
tanto en la forma y en el aspecto de las colonias como en la forma y aspecto del micelio.
Esta situacion coincide con la sefialada por Tello (1984) y por Legaz (1985) para las
poblaciones de P. capsici obtenidas de pimiento en la Region de Murcia y para aislados
de P. parasitica obtenidos de citricos en las zonas citricolas de la Comunidad
Valenciana, de la Region de Murcia y de Andalucia (Alvarez, 2007).
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Foto 1. Crecimiento de colonias del hongo en medio PDA (izquierda). Detalle de ejes en placa para
med ida del didmetro de la colonia (derecha).

Foto 2. Micelio del hongo. Foto 3. Esporangios bipapilados.

3.4.2 Caracteristicas de los esporangios

Los resultados de las observaciones y mediciones se muestran en la Tabla 2.
Todos los aislados produjeron hinchamientos hifales en los medios en que se
desarrollaron. Este caracter, observado de forma generalizada en todos los aislados les
separa de P. capsici que segun Erwin y Ribeiro (1996) puede producir hinchamientos
hifales, pero no con caracter general. Ademas, Bartual et al. (1991) no encuentran estas
formaciones miceliares en los mas de 50 aislados de P. capsici recolectados en cultivos
de pimiento del area costera mediterranea espafiola.

Los esporangios no tenian pedicelo lo que les confiere el caracter de no caedizos.
Segun Erwin y Ribeiro (1996) el caracter no caedizo o no pedicelado de los esporangios
alejaria a estos aislados de P. capsici, especie mayoritariamente encontrada por Tello
(1985) al prospectar las areas productoras de pimiento de la Region de Murcia.

En todos los aislados se encontraron esporangios ovoides, que fueron mayoria en
mas del 80% de los aislados. En algunos grupos de aislados, coincidiendo con
determinados invernaderos fueron abundantes los esporangios obturbinados. En un 30%
de los aislados se encontraron esporangios limoniformes, en el 40% de los aislados se
encontraron proporciones de esporangios esféricos, en casi el 50% se encontraron
globosos y en una parte de estos, globosos bipapilados y tripapilados, que no superaron
en ningun caso el 40% de los esporangios. Menos frecuentes fueron los elipsoides y
algunos distorsionados. La forma mayoritaria de los esporangios aproxima a los aislados
mas a P. parasitica que a P. capsici.
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Las dimensiones de los esporangios es otro caracter tenido en cuenta en la
identificacion de las especies, en particular la relacion longitud/anchura (L/A), para
apoyar otros criterios mas diferenciales. En los datos recogidos en la Tabla 2 la relacion
L/A varia entre 0,98 y 1,52 um con un promedio de 1,37 pum lo que se aproxima a las
dimensiones propias de P. parasitica (L/A<1,4). Mientras las dimensiones de los
esporangios de P. capsici se muestran variables (Erwin y Ribeiro, 1996) y no parece
tengan valor taxondmico. Los valores encontrados en nuestros aislados son similares a
los indicados por Alvarez (2007) para aislados de P. parasitica obtenidos de citricos. Las
variaciones en los valores medios de la longitud y la anchura de los esporangios se han
encontrado en aislados del mismo invernadero y de la misma campafia de cultivo, no
pudiéndose establecer grupos de aislados por la procedencia (Tabla 2).

Por lo que se refiere a las caracteristicas morfolégicas de los esporangios, a sus
dimensiones y a los hinchamientos hifales, se puede considerar que los aislados
estudiados pertenecen a P. parasitica. Ademas, todos ellos han producido abundantes
esporangios en medio agar-guisante, un 60% los produjeron en medio PDA, y tan solo 3
no los produjeron en medio V8 (en la Tabla 3 se puede apreciar el ejemplo del Grupo 2
de aislados). Con variaciones notables en el tiempo de incubacion, todos produjeron
clamidosporas en los medios en que se cultivaron, lo que refuerza la postura de incluir
los aislados en P. parasitica. Erwin y Ribeiro (1996) indican que aunque algunos
aislados de P. capsici pueden producir clamidosporas en los medios de cultivo, no
parece un hecho frecuente, pero si en el caso de P. parasitica. En los aislados de
Phytophthora obtenidos de pimientos de la Region de Murcia e identificados como
pertenecientes a P. capsici (Campos y Tello, 1977; Tello, 1984; Legaz, 1985) no se
encontraron clamidosporas, ni en aislados del mismo hongo obtenidos de plantas de
pimiento cultivadas en el Valle del Ebro (Palazon, 1988).

3.4.3 Tipo de compatibilidad genética y dimensiones de los 6rganos sexuales

El tipo de compatibilidad genética se determino para todos los aislados, aunque
solo de una parte se midieron el oogonio y el anteridio (Tabla 4). Se encontraron aislados
de los dos grupos de compatibilidad genética. En dos invernaderos coexistian los dos
tipos, en el mismo afio de muestro y fueron aislados de plantas que no se encontraban
muy alejadas en el invernadero. Un aislado (Phyp 28) del segundo grupo no produjo
oosporas en ninguno de los medios (agar-guisante y V8) utilizados (Tabla 5). La
proporcion de aislados que se comportaron como estériles es algo inferior al encontrado
por Alvarez (2007) al estudiar aislados de P. parasitica obtenidos de los citricos
espafioles, que llego al 9%.

Foto 4. Organos sexuales del hongo.
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No se encontrd ningun aislado homotalico y algunos produjeron oosporas en
medio Agar-guisante pero no en medio V8. Alvarez (2007) tampoco encontrd aislados
homotalicos en la amplia poblacion de P. parasitica de los citricos que estudio.

El17% de los aislados que produjeron érganos sexuales corresponde al tipo A2 y
el 83% al tipo Al (Foto 4). Esta proporcion fue sensiblemente diferente a la encontrada
por Alvarez (2007) en los citricos, para cuya poblacion encontré un 58,6% del tipo Al y
el 41,4% del A2. También en la poblacion de los citricos el anteridio era anfigino y el
didmetro medio de las oosporas fue de 25,6 um, muy similar al de las oosporas de los
aislados de referencia que promediaron 24,4 um. Sin embargo, la mayor parte de los
aislados de referencia eran de tipo Al de compatibilidad genética (Alvarez, 2007).

En nuestro caso, el didmetro de las oosporas promedio 24,47 um, encontrandose
este valor en el rango indicado por Erwin y Ribeiro (1996) que sefiala esta comprendido
entre 16 y 36 um. Sin embargo, se han encontrado importantes diferencias en los
promedios del diametro de las oosporas por grupos de aislados. Asi, los estudiados que
fueron recolectados en los primeros afios de muestreo (Grupo 1, afios 1997-98)
promediaron oosporas de 29,29 um de didmetro, los recolectados entre los afios 2000 y
2002 (Grupo 2) promediaron 22,23 um de didmetro de la oospora y los mas recientes
(Grupo 3 afios 2004 a 2006) promediaron 21,89 um de didmetro de la cospora (Tabla 4).

Tanto Tello y Garcia (1977), Tello (1984), Legaz (1985) como Bartual et al.
(1991), y Tello y Lacasa (1997) sefialan que la totalidad de los aislados de P. capsici
obtenidos de pimiento en areas de cultivo del Levante y Sureste espafioles, cuya
compatibilidad genética fue estudiada, pertenecen al tipo de compatibilidad Al. La
homogeneidad en el tipo de compatibilidad genética es un indicio de la estabilidad de la
patogeneicidad de las poblaciones de P. capsici en estas zonas (Tello y Lacasa, 1997).
Esta estabilidad supondria una garantia del comportamiento estable y duradero de las
resistencias a este hongo cuando los materiales resistentes sean cultivados (Bartual et al.,
1994), hecho ya advertido por Lacasa et al. (2002) al utilizar porta-injertos. Por el
contrario, la coexistencia de aislados de los dos tipos de compatibilidad genética de P.
parasitica en el mismo invernadero, que hemos encontrado, supone que la formacion de
oosporas en los suelos naturales sea posible y que la estabilidad patogénica se pueda ver
modificada. Recientemente se ha constatado en algunos de estos invernaderos de los que
se han obtenido aislados aqui estudiados, que la resistencia de algunos porta-injertos no
se ha comportado frente a las poblaciones de P. parasitica como se esperaba lo hiciera
frente a P. capsici, para la que se habia introducido la resistencia (Lacasa, 2011,
comunicacion personal). Esto ha planteado se deban retomar estudios mas detallados y
amplios para reconducir la introduccion de resistencias en los nuevos materiales
vegetales de pimiento que se vayan a cultivar en esta zona y para el establecimiento de
estrategias de uso de las resistencias.

64



Capitulo 3. Caracterizacion de Phytophthora 9.

Tabla 2. Caracteristicas morfolégicas de esporangios de aislados de Phytophthora
sp. obtenidos de plantas de pimiento en los inve rnade ros del Campo de Cartagena.
(Valores medios con la desviacion tipica).

Aislado Longitud (L) | Anchura (A) | Relacion Longitud | Hinchamientos
en pm pUm L/A pedicelo pm hifales

Grupo 1
Phyp 1 56,16+2,11 40,32+3,88 139 0,0 Si
Phyp 2 49,68+1,60 36,00+4,87 138 0,0 si
Phyp 3 57,0412 25 41,61+7,05 136 00 Si
Phyp 4 68,25+0,98 46,35+4,02 147 0,0 si
Phyp 6 55,87+£1,92 36,72+4,76 152 0,0 Si
Phyp 8 45,30+1,21 32,83+7,37 132 0,0 si
Phyp 9 52,65+3,73 42,55+4,17 123 00 Si
Phyp 10 39,45+1,39 29,08+5,45 133 00 si
Phyp 15 56,16+1,77 41,47+6,33 137 0,0 Si
Phyp 17 47,32+2 44 38,10+7,46 124 0,0 si
Phyp 19 62,4942 65 47,33+9,05 132 0,0 si
Phyp 20 53,56+2,50 41,70+6,14 128 0,0 si
Phyp 21 49,39+1,66 36,28+4,75 136 0,0 si
Phyp 23 41,90+1,27 29,37+4,36 143 0,0 Si
Phyp 24 56,76+3,00 43,20+7,72 134 0,0 si
Medias G1 52,79 38,86 152 0,0
Grupo 2
Phyp 39 41,3+5,40 33,2+4,80 124 0,0 Si
Phyp 41 40,8+9,42 30,8+6,90 136 0,0 si
Phyp 42 37,815,20 28,6%3,60 132 00 si
Phyp 44 46,4+6,30 35,6+3,30 131 0,0 si
Phyp 26 43,2+6,50 30,3+4,80 142 0,0 Si
Phyp 27 56,6+9,40 45,0+6,80 1,29 0,0 si
Phyp 46 42,9+3,.30 36,7+2,60 1,20 00 Si
Phyp 47 38,0+4,74 31,4+4,60 124 0,0 si
Medias G2 43,37 33,95 1,29 0,0
Grupo 3
Phyp 55 48,4+3,90 42,6+5,60 113 0,0 si
Phyp 43 41,0+5,10 31,9+5,50 128 0,0 si
Phyp 60 49,2+6,30 33,6%6,70 1,46 0,0 si
Phyp 61 37,2+3,00 37,6x3,70 0,98 0,0 Si
Phyp 62 57,7+6,30 43,7+6,30 132 0,0 si
Phyp 63 52,1+6,30 35,5+3,10 1,46 00 si
Phyp 68 39,7+6,70 28,2+3 50 141 0,0 si
Phyp 69 40,4+6,70 28,1+3,00 144 0,0 Si
Phyp 70 36,8+5,40 26,7+3,10 138 0,0 si
Medias G3 44,72 34,21 1,32 0,0

Medias

Totales 44,96 35,67 1,37 0,0
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Tabla 3. Produccion de esporangios en los medios solidos PDA, Agar-guisante y V8
por los aislados del Grupo 2. Presencia SI/No, tiempo de incubacion (dias) a 25°C.

Aislado Medio de cultivo

PDA AG V8
PP 5 S1(29) ST(7) ST (29)
ovp NO ST (7) ST(29)
Pyp 14 S1(29) ST(7) ST(29)
Pivp 7 NO ST (7 SQ0)
Phyp 27 S (29) ST (7) ST(7)
P 39 NO ST(7) ST (29)
Pivp 32 NO ST(7) ST (29)
Phyp 32 ST (29) SI0) ST ()
Phyp 33 SI (29) ST (7) NO
Pivp 34 NO S1(7) ST (29)
Phyp ST (29) ST(7) ST(29)
P 50 NO ST(7) ST (7)
Py 37 NG ST(7) ST
I 38 NO ST (7) S )
FIvp 52 NO S1(7) ST (29)
Thyp 2 S1(36) ST(7) ST(29)
Phyp 41 ST (29) SI0) ST ()
Phyp 42 SI (29) ST(7) ST(7)
Phyp 43 SI (36) ST (7) ST )
Phyp 4 S1(29) S1(7) 51(29)
Phyp 47 SI (36) ST(7) ST ()
Tiyp 48 51 (36) ST(7) ST (36)
Phyp 49 SI (36) ST(7) NO
Phyp 50 SI (36) ST (7) ST ()
Phyp 51 SI (36) Si () ST ()
Phyp 52 SI (36) ST(7) ST ()
Phyp 45 ST (36) ST (7) ST (9)
Phyp 46 Sl 36) ST (29) ST (29)
Phyp 53 NO SI(7) ST (29)
Phyp 54 NO ST (7) 5T

3.4.4 Crecimiento miceliar a diferentes temperaturas

En la Tabla 6 se presentan los datos de crecimiento miceliar de algunos aislados
de los grupos 1 y 2 a diferentes temperaturas. Como fecha limite para medir la evolucion
del desarrollo miceliar se tomaron 21 dias, que es lo que tardan en cubrir completamente
las placas la mayoria de las cepas a la temperatura de 30°C, siendo ésta la que
proporciona un crecimiento mas rapido.

Solo dos aislados (Phyp 31 y Phyp 28) de los 45 estudiados crecieron a 5°C,
temperatura que resulto letal para los aislados Phyp 26 y Phyp 51.

A 10°C no se consiguio crecimiento de 11 aislados, siendo reducida la velocidad
de crecimiento para la mayor parte de ellos. Los dos aislados que crecieron a 5°C se
desarrollaron a la misma velocidad que a temperaturas superiores, lo que les aleja del
comportamiento de la mayoria de los aislados, incluso del mismo grupo.

Todos los aislados se desarrollaron a temperaturas de 15, 20, 25 y 30°C,
manteniendo unos ratios de crecimiento mas elevados para las temperaturas de 25 y
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30°C, entre estos valores se encontraria la temperatura Optima de desarrollo para la
mayor parte de ellos.

A 35°C 12 aislados no crecieron, 2 crecieron menos de 2 mm y 8 menos de 5
mm. Llama la atencién el que no se desarrollaran a esta temperatura los dos aislados que
crecieron a 5°C. A 35°C se encontraron diferencias notables entre aislados y también
entre los crecimientos medios de los aislados de los dos grupos, soportando mejor la alta
temperatura los del Grupo 1. Los aislados de este grupo proceden de invernaderos muy
antiguos, de estructuras bajas y frecuentemente inundados por escorrentias cuando se
producen lluvias copiosas.

A 40°C no se obtuvo crecimiento para ningun aislado, resultando letal para todos.

El rango de temperaturas a las que crecen los aislados de los invernaderos de
pimiento del Campo de Cartagena es similar al obtenido por Tello (1984), Legaz (1985)
o Bartual et al. (1991) para aislados de P. capsici obtenidos de cultivos de pimiento del
Levante y Sureste, pero difieren de los obtenidos por Alvarez (2007) para aislados de P.
parasitica procedentes de citricos de varias zonas productoras de Espafa. Asi, los
aislados de citricos no se desarrollaron a temperaturas inferiores a 15°C y presentan un
ratio de crecimiento semanal a temperaturas de 20 a 35°C superior a la de nuestros
aislados. Sin embargo, son similares las temperaturas dptimas de crecimiento y el limite
maximo de temperatura de supervivencia que se sitla proximo a 40°C.

El crecimiento miceliar general a diferentes temperaturas se ajusta a una funcion
polindmica como la que se muestra en la Figura 2 para el conjunto de 4 aislados del
Grupo 1. Las mayores ratios de crecimiento se presentan a temperaturas de 25 a 30°C,
siendo similares los de 20 y 35°C.

—=—Phyp 19 Phyp 3

5T Phyp2  — Phyp 20 \

4

3 /4 A

2 / \

1 / / y =-0,0917x° + 0,9206% - 1,4932x + 0,6936 \\
Z

Diametro mm

R?=0,9554

10 15 20 25 30 32 35
Temperatura °C

Figura 2. Ajuste del crecimiento miceliar a los 6 dias de incubacién de cuatro aislados a una funcion polinémica en
relacion a la temperatura.

Las temperaturas limite de crecimiento (5-10°C y 35-40°C) parece guardan
relacion con la epidemiologia de la enfermedad en los invernaderos. Asi, al inicio del
ciclo de cultivo en diciembre o enero, la temperatura del suelo en los invernaderos es,
generalmente inferior a 15°C por lo que no es frecuente encontrar plantas muertas con
sintomas de “tristeza” poco después del trasplante. A principios de febrero empiezan a
aparecer las primeras plantas afectadas por Phytophthtora sp. (Guirao et al., 2004),
estando la temperatura del suelo por encima de 15-18°C, lo que permite multiplicarse al
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hongo en el suelo. Es a partir de mediados de mayo, cuando la temperatura del suelo esta
alrededor de 20-22°C, cuando la progresion de la incidencia de la enfermedad aumenta
de forma sensible, alcanzando los valores mas altos de progresion a partir de mediados
de junio (Guirao et al., 2004), cuando la temperatura del suelo se encuentra entre 25 y
28°C, correspondiente al 6ptimo térmico para el crecimiento miceliar.

3.4.5 Patogeneicidad de los aislados frente a pimiento

La mayoritaria presencia de P. parasitica en los invernaderos prospectados era
opuesta a la presencia exclusiva de P. capsici encontrada en los cultivos de pimiento
(incluidos invernaderos de la zona de estudio) por Tello (1984), Legaz (1985) o Bartual
et al. (1991). El cambio en la identidad del patdgeno, hasta ahora limitante del cultivo,
planteaba la necesidad de conocer los aspectos patoldgicos de los aislados de la especie
mayoritariamente aislada de las plantas que presentaban sintomas de “seca” o “tristeza”.

Las pruebas de patogeneicidad no han resultado muy aclaratorias ya que:

a) Solo 4 (Phyp 40, Phyp 43, Phyp 64, y Phyp 69) de los aislados inoculados por
riego al sustrato fueron capaces de matar mas de un 30% de las plantas, uno matd
(Phyp 70) entre el 10 y el 30% de las plantas y dos (Phyp 26 y Phyp 42) mataron
una planta de las 10 inoculadas (Tabla 7).

b) En las inoculaciones por decapitacion de la planta, 11 aislados (Phyp 22, Phyp
26, Phyp 33, Phyp 34, Phyp 43, Phyp 45, Phyp 46, Phyp 48, Phyp 50, Phyp 69,
Phyp 70) produjeron una lesién superior a 30 mm, 9 aislados produjeron lesiones
de entre 15 y 30 mm vy las lesiones producidas por el resto de los aislados fueron
inferiores a 15 mm, y 3 de estos ultimos (Phyp 28, Phyp 56, Phyp 57) no
produjeron lesién (Tabla 7).
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Tabla 4. Tipo de compatibilidad genética de los aislados y dimensiones de los
organos sexuales y sus caracteristicas. (Valores medios con la desviacion tipica).

Aislado Tipo Diametro | Longitud | Anchura Tipo Tipo
compatibilidad | oogonio | anteridio | anteridio | oospora | anteridio
(L) (L) (L)
Grupo 1
Phyp 1 Al 31,6+0,42 | 12,31+1,38| 11,98+1,25| Plerdtica | Anfigino
Phyp 2 Al 30,4+0,43 | 11,78+1,49 [ 10,83+1,38 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 3 Al 27,6+£1,20 | 13,04+2,10 | 12,77+1,69 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 4 Al 30,1+1,45 | 12,64+2,21 [ 11,53+1,37 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 6 Al 30,74+0,88 | 13,09+1,88 | 12.22+1,43 | Plerotica | Anfigino
Phyp 8 Al 31,10+0,69 | 10,98+2,24 | 11,03+1,54 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 9 Al 26,42+0,68 | 12,42+1,68 | 11,45+1,73 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 10 Al 31,41+1,14 | 11,23+1,57 | 12,04+1,82 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 15 Al 29,04+0,61 | 13,47+2,03 | 11,48+1,43 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 17 Al 30,57+1,10| 11,38+1,85 | 11,31+1,56 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 19 Al 31,99+0,85[ 12,43+1,67 | 11,89+1,75| Plerdtica | Anfigino
Phyp 20 Al 23,40+0,72 | 11,71+1,72 | 12,02+1,36 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 21 Al 25,6310,71| 13,15+1,49 | 11,6/+1,84 | Plerotica | Anfigino
Phyp 23 Al 29,52+0,79 10,93+1,49 | 11,03+1,38 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 24 Al 31,58+155(12,74+1,46 | 12,02+1,52 | Plerotica | Anfigino
Medias G1 29,29 12,22 11,64
Grupo 2
Phyp 39 Al 22,10£1,67|11,98+1,47 | 14,16+£2,29 | Plerotica | Anfigino
Phyp 41 A2 23,47+158 | 12,58+1,47 | 11,54+1,76 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 42 Al 22,761,591 13,23+1,86 | 12,31+1,19 [ Plerdtica | Anfigino
Phyp 44 Al 21,01+1,86 | 11,88+1,49 | 10,67+1,12 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 26 A2 23,0243,87 | 12,54+1,49 | 11,43+1,41 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 27 Al 22,08+1,25|12,41+1,98 | 11,41+1,39 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 46 Al 21,27+2,12| 11,2+1,56 | 12,54+1,0 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 47 Al 22,1+1,76 | 12,6+1,58 | 13,1+2,11 | Plerdtica | Anfigino
Medias G2 22,23 12,30 12,14
Grupo 3
Phyp 55 A2 20,9+2,3 13,3t1,4 | 13,18£1,37| Plerotica | Anfigino
Phyp 43 A2 22,2122 14,6£2,6 | 14,58+2,53 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 60 A2 20,1+1.8 13,9+1,8 | 13,68+2,08| Plerdtica | Anfigino
Phyp 61 A2 23,1+21 12,5+1,4 | 13,78+1,87 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 62 A2 24,1+2 2 139+1,8 | 16,34+4,88 | Plerotica | Anfigino
Phyp 63 A2 22,1+1.8 13,6+£15 | 17,01£3,68 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 68 Al 20,5127 | 13,1+2,18 | 12,56+£1,51 | Plerotica | Anfigino
Phyp 69 Al 21,1£1,87 | 13,15+1,8 | 12,26+2,01 | Plerdtica | Anfigino
Phyp 70 Al 22,93+1,87 | 12,7+1,3 |12,09+1,78| Plerdtica | Anfigino
Medias G3 21,89 13,41 13,94
Medias 24,47 12,64 12,57
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Tabla 5: Cruzamientos interespecificos con las cepas Aly A2 de los aislados del

Grupo 2 en dos medios de cultivo: Agar-guisante y V8.

Aislado de referencia

Aislado de referencia

Aislado 59 (Tipo Al) 50 (Tipo A2)
Medio AG Medio V8 Medio AG Medio V8
Phyp 25 - nr + +
Phyp 26 + nr nr -
Phyp 32 - nr nr +
Phyp 33 - nr + +
Phyp 34 - nr - +
Phyp 39 - - - +
Phyp 40 nr nr + +
Phyp 41 - + nr -
Phyp 42 - nr + +
Phyp 43 + nr nr -
Phyp 44 - nr + +
Phyp 35 - nr + +
Phyp 36 - nr + +
Phyp 37 - nr + +
Phyp 38 - nr + +
Phyp 27 - nr + +
Phyp 28 - nr - -
Phyp 29 - - + +
Phyp 53 - nr + +
Phyp 54 - - + +
Phyp 30 - nr + +
Phyp 31 - nr - +
Phyp 45 - nr + +
Phyp 46 - nr + +
Phyp 47 - nr + +
Phyp 48 - - + +
Phyp 49 - nr nr +
Phyp 50 - nr + +
Phyp 51 - nr nr +
Phyp 52 - nr + +

Nota: +: encontradas oosporas, -: no encontradas oosporas, nr: no realizado el cruce.
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Tabla 6. Crecimiento miceliar (diametro medio de la colonia, en mm) de los aislados
de Phytophthora sp. a los 21 dias de incubacion a varias temperaturas. Valores
medios con la desviacion tipica.

Diametro de la colonia a las temperaturas

Aislados

50C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C
Grupo 1
Phypl | 0,0+0,00 | 0,0+0,00 | 26,04544 | 65,1+3,06 | 76,8+2,85 | 74,9+2,71 | 10,1+2,70 | 0,0+0,00
Phyp2 | 0,0£0,00 | 3,9+1,19 | 11,1+156 | 62,7+4,04 | 78,0+2,00 | 64,0+6,15 | 44,1+6,06 | 0,0+0,00
Phyp3 | 0,0£0,00 | 14,5+2,53 | 73,3+2,57 | 80,0+0,00 | 66,6+10,3 | 80,0+0,00 | 65,4+8,41 | 0,0+0,00
Phyp4 | 0,0+0,00 | 4,5+2,6 |473+168| 658+3,34 | 795+0,61 | 78,2+1,20 | 50,0+4,56 | 0,0+0,00
Phyp7 | 0,0+0,00 | 3,5+0,73 | 10,142,00 | 58,4+520 | 77,7+2,63 | 79,5+0,58 | 57,1+1,84 | 0,0+0,00
Phyp9 | 0,0+0,00 | 8,6+3,41 |53,6+7,12| 65,2+2,31 | 72,0+3,65 | 67,7+3,31 | 63,5+1,72 | 0,0+0,00
Phyp 10 | 0,0+0,00 | 2,1+0,49 | 62,246,02 | 60,0+3,94 | 80,0+0,00 | 79,3+0,51 | 58,245,221 | 0,0+0,00
Phyp 15 | 0,0+0,00 | 6,7+3,28 | 36,5+2,38 | 53,8+4,19 | 61,2+2,41 | 77,0+1,30 | 64,1+0,76 | 0,0+0,00
Phyp 16 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00 |35,7+2,43| 655+3,91 |60,6+3,91 | 79,6+0,79 | 0,0+0,00 |0,0+0,00
Phyp 18 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00 |50,9+1,64 | 56,5+4,21 | 66,9+3,41 | 74,7+1,20 | 63,3+3,4 | 0,0+0,00
Phyp 20 | 0,0£0,00 | 0,0+0,00 | 37,9+1,66 | 76,5+1,28 | 77,842,45 | 77,7+1,24 | 53,1+1,22 | 0,0+0,00
Phyp21 | 0,0£0,00 | 7,4+3,36 | 41,5+1,64 | 756+1,22 | 80,0+0,00 | 79,1+1,31 | 0,0+0,00 |0,0+0,00
Phyp 23 | 0,0+0,00 | 4,2+0,63 | 34,0+3,12 | 69,4+1,98 | 71,0+6,09 | 75,5+2,16 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00
Phyp22 | 0,0+0,00 | 5,6+0,58 | 38,0+1,84 | 51,7+3,05 | 71,246,09 | 79,5+1,28 | 71,0+1,04 | 0,0+0,00
Phyp 24 | 0,0£0,00 | 3,6+0,61 | 38,7+2,15| 60,0+2,07 | 80,0+2,45 | 80,0+0,00 | 63,1+1,80 | 0,0+0,00
Medias 0 43 39,8 64,4 73,3 76,4 442 0
Grupo 2
Phyp 25 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00 | 24,6+2,63| 69,5+1,22 | 70,6+3,37 | 64,8+7,14 | 0,040,00 | 0,0+0,00
Phyp 26 | 0,0+0,00 | 52+0,75 | 1564361 | 63,2+1,72 | 765+2,95 | 75,4+2,35 | 2,1+1,11 | 0,0+0,00
Phyp29 | 0,0+0,00 | 2,7+0,52 | 24,740,82 | 52,845,119 | 76,3+2,19 | 75,8+2,09 | 0,4+0,38 |0,0+0,00
Phyp 28 | 1,7+2,07 | 80,0+0,00 | 80,0+0,00 | 80,0+0,00 | 80,0+0,00 | 80,0+0,00 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00
Phyp 27 | 0,0£0,00 | 0,0+0,00 | 22,643,09 | 29,0+4,81 | 76,3+1,33 | 76,1+2,13 | 2,7+0,93 | 0,0+0,00
Phyp 30 | 0,0£0,00 | 2,0+0,55 |50,3+4,49 | 73,4+0,86 | 64,2+7,11 | 76,4+3,20 | 0,8+0,26 | 0,0+0,00
Phyp 31 | 59+4,12 | 80,0+0,00 | 80,0+0,00 | 80,0+0,00 | 80,0+0,00 | 80,0+0,00 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00
Phyp 32 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00 |54,3+1,70 | 39,0+1,82 | 77,4+1,28 | 76,4+2,50 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00
Phyp 33 | 0,0£0,00 | 2,2+0,68 | 38,842,21 | 43,7+1,57 | 73,7+1,21 | 58,04+5,54 | 0,0+0,00 |0,0+0,00
Phyp 34 | 0,040,00 | 1,3+0,41 | 72,240,82 | 73,7+3,67 | 79,3+1,21 | 77,8+2,64 | 0,0+0,00 |0,0+0,00
Phyp 35 | 0,0+0,00 | 4,5+1,38 | 47,3+1,67 | 65,8+3,37 | 79,5+1,22 | 78,2+0,98 | 5,0+0,32 | 0,0+0,00
Phyp 36 | 0,0£0,00 | 2,0+1,00 |47,140,74 | 68,5+2,94 | 79,5+0,55 | 79,8+0,41 | 2,0+0,32 |0,0+0,00
Phyp 37 | 0,0£0,00 | 1,8+0,42 | 21,841,21 | 36,6+3,07 | 75,9+0,74 | 78,9+1,20 | 5,0+0,32 | 0,0+0,00
Phyp 38 | 0,0+0,00 | 2,6+0,80 | 205+1,73| 359+218 | 72,4+252 | 75,9+2,06 | 8,0+0,61 | 0,0+0,00
Phyp 39 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00 | 34,3+3,14 | 51,8+1,78 | 73,7+1,29 | 70,0+2,35 | 0,0+0,00 |0,0+0,00
Phyp40 | 0,0+0,00 | 4,0+1,95 | 65,0+3,46 | 77,3+1,60 | 77,1+1,32 | 68,2+4,93 | 18,0+0,35 | 0,0+0,00
Phyp41 | 0,0£0,00 | 4,6+1,80 | 34,740,998 | 52,1+1,02 | 76,1+0,58 | 79,8+0,41 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00
Phyp42 | 0,0£0,00 | 4,0+0,84 | 4664575 | 47,3+1,94 | 751+1,36 | 78,3+0,68 | 11,0+0,74 | 0,0+0,00
Phyp43 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00 | 299+1,43 | 49,2+0,88 | 73,4+1,69 | 79,2+1,33 | 4,0+0,20 | 0,0+0,00
Phyp44 | 0,0+0,00 | 3,1+0,92 | 31,1+1,46 | 55,2+2,82 | 77,0+1,22 | 78,5+1,34 | 4,0+0,38 | 0,0+0,00
Phyp47 | 0,0£0,00 | 2,4+0,58 | 30,3+2,82 | 454+3,11 | 77,1+3,97 | 76,8+2,29 | 11,0+0,66 | 0,0+0,00
Phyp 48 | 0,0+0,00 | 3,1+1,24 | 433+1,75| 55,2+1,78 | 78,3+0,82 | 79,7+0,61 | 23,5+0,42 | 0,0+0,00
Phyp49 | 0,0+0,00 | 1,9+1,11 | 29,042,85| 445+2,72 | 79,2+0,82 | 77,9+1,83 | 18,7+0,98 | 0,0+0,00
Phyp50 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00 | 30,2+3,28 | 68,7+1,51 | 78,2+1,25 | 77,2+1,75 | 5,6+0,45 |0,0+0,00
Phyp51 | 0,0£0,00 | 2,2+0,93 | 30,3+2,02 | 48,1+1,46 | 78,5+1,67 | 69,7+8,24 | 8,3+0,68 |0,0+0,00
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Tabla 6. Crecimiento miceliar (diametro medio de la colonia, en mm) de los aislados
de Phytophthora sp. a los 21 dias de incubacion a varias temperaturas. Valores
medios con la desviacion tipica. (Continuacion).

Diametro de la colonia a las temperaturas
Aislados
5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C
Grupo
2<

Phyp52 | 0,0+0,00 | 3,3+0,52 | 28,8+1,60 | 39,0+1,22 | 75,9+1,88 | 76,4+2,08 | 4,3+0,49 | 0,0+0,00
Phyp 45| 0,0+0,00 | 3,1+0,97 | 28,9+2,22 | 45,8+3,53 | 78,9+0,97 | 78,3+1,37 | 12,3+0,26 | 0,0+0,00
Phyp 46 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00 | 36,5+3,81 | 49,2+1,17 | 75,8+1,60 | 76,8+1,51 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00
Phyp 53| 0,0+0,00 | 6,3+0,69 | 59,84+2,25 | 57,7+12,57 | 73,0+4,01 | 76,3+1,51 | 20,1+0,41 | 0,0+0,00
Phyp54 | 0,0+0,00 | 2,3+0,52 | 40,6+166 | 73,2+2,42 | 76,3+2,98 | 78,7+1,60 | 58,0+0,42 | 0,0+0,00
Medias 0,3 75 39,9 55,6 76,2 75,8 75 0
Medias

totales 0,15 59 39,9 60,03 74,7 76,1 25,8 0

Algunos aislados provocaron lesiones en las raices, sin que la planta presentara
sintomas de marchitez, no presentdndose lesiones en el cuello de ninguna planta que no
manifiesta sintomas de marchitez. De muchas de esas lesiones de las raices se aislo el
hongo.

El aislamiento de P. parasitica de lesiones que aparecen en las raices cuando se
inoculan con aislados de esta especie ha sido observado en coinfecciones de P.
parasitica y Meloidogyne incognita en materiales de pimiento portadores de resistencia a
P. capsici (por extension, también a P. parasitica), sin que aparecieran sintomas de
marchitez (Ros et al., 2011), ni interaccién del nematodo sobre la resistencia al hongo.

Sobre el comportamiento mayoritario de los aislados de P. parasitica en nuestros
ensayos (una gran parte no produjeron muerte de plantas) y las observaciones
adicionales de Ros et al. (2011) sobre la aparicion de lesiones en las raices de las que se
aisla el hongo, cabe pensar que P. parasitica pueda mostrarse en los invernaderos del
Campo de Cartagena como un “especial parasito de debilidad” o que la expresion de su
capacidad patogénica estuviera mediatizada por factores propios de los invernaderos de
esta zona, que favorecen o facilitan la infeccion o la asociacion a las plantas, factores
gue no se dan en las condiciones controladas en las que hemos realizado los ensayos,
como por ejemplo el contenido en humedad en el suelo. Asi, Martinez (2012,
comunicacién personal) en ensayos preliminares sobre el estudio de la influencia de la
humedad de suelos naturales sobre patogeneicidad de aislados de P.capsici y P.
parasitica, encuentra en condiciones controladas que los de P. capsici matan las plantas
en situaciones de estrés, de capacidad de campo y de saturacién en el mismo tiempo,
mientras que los de P. parasitica matan las plantas de saturacion en menos tiempo que a
capacidad de campo y no llegana matar a las plantas en situacion de estrés hidrico.

Seré preciso replantearse la metodologia de estudio de la patogeneicidad para
tratar de aclarar, si los aislados de P. parasitica que se obtienen de plantas afectadas de
marchitez son los responsables directos de la muerte de las plantas en los invernaderos o
si hay factores que influyen en la expresion de su capacidad patogénica en condiciones
controladas.
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Tabla 7. Inoculaciones por decapitacion y riego al sustrato de plantas de pimiento,
variedad Sonar, con diferentes aislados de Phytophthora sp. obtenidos de plantas de
pimiento con sintomas de “tristeza” en invernaderos del Campo de Cartagena.

Inoculacion Inoculacion por decapitacion del tallo
Aislado Osooglgigggs , Longitud’media de la Iesi,c')n en mm ’
mue rtas 3 dias 6 dias 9 dias 12 dias
Phyp 1 00 76 12,5 14,1 17,5
Phyp 8 0,0 2,0 2,3 2,6 4,7
Phyp 9 0,0 2,2 2,3 38 58
Phyp 20 0,0 74 11,1 14,3 15,9
Phyp 22 0,0 23,8 27,9 30,2 32,8
Phyp 25 0,0 59 10,8 11,8 11,8
Phyp 26 10,0 15,0 23,9 31,9 44,5
Phyp 29 0,0 34 7,0 10,0 10,3
Phyp 28 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Phyp 29 0,0 16 47 8,1 91
Phyp 33 0,0 12,1 26,9 32,7 32,7
Phyp 40 100,0 09 18 24 3,0
Phyp 34 0,0 16,9 26,0 32,0 411
Phyp 41 0,0 6,9 10,9 12,5 13,1
Phyp 35 0,0 2,5 8,7 11,6 13,3
Phyp 42 10,0 11,3 15,7 16,9 17,9
Phyp 36 0,0 3,7 94 11,8 13,0
Phyp 43 100,00 7.8 19,4 26,5 41,3
Phyp 37 0,0 34 94 11,0 12,7
Phyp 44 0,0 33 79 9,1 95
Phyp 38 0,0 48 11,5 14,2 15,8
Phyp 47 0,0 34 4,0 13,0 19,4
Phyp 48 0,0 71 11,3 25,8 32,5
Phyp 50 0,0 94 15,7 36,9 53,0
Phyp 52 0,0 24 38 9,8 13,8
Phyp 45 0,0 9,6 18,4 40,7 46,9
Phyp 46 0,0 6,5 21,6 32,6 41,0
Phyp 53 0,0 51 10,8 14,4 15,2
Phyp 54 0,0 08 44 5,6 72
Phyp 68 0,0 55 9,2 13,1 15,0
Phyp 69 40,0 19,5 27,8 33,0 37,7
Phyp 70 20,0 13,0 25,0 31,8 34,7
Phyp 56 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Phyp 57 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Phyp 58 0,0 1.2 1,6 21 21
Phyp 59 0,0 3,7 10,1 16,0 24,1
Phyp 64 40,0 2,3 52 6,4 94
Phyp 65 0,0 33 91 12,0 16,8
Phyp 66 0,0 0,0 0,9 2,0 3,3
Phyp 67 0,0 2,0 41 73 9,0
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3.5 CONCLUSIONES

Atendiendo a las caracteristicas de los drganos asexuales y sexuales, los aislados
obtenidos de plantas de pimiento con sintomas de “tristeza” en los invernaderos del
Campo de Cartagena, se identificaron como Phytophthora parasitica, excepto el aislado
Phyp 28 que no se ha podido identificar al no producir 6rganos sexuales.

En los invernaderos del Campo de Cartagena se han encontrado aislados de P.
parasitica de los dos tipos de compatibilidad genética, Al y A2.

En general los aislados no crecena 5 nia 40°C y algunos no lo hacena 10°C nia
35°C. La temperatura 6ptima de crecimiento se sitla entre 25 y 30°C.

Muy pocos aislados se comportaron como patogenos frente al pimiento en
condiciones controladas, al inocularlo por riego al sustrato y unos pocos mas presentaron
una agresividad moderada al inocularlo por decapitacion de la planta.

Los estudios de patogeneicidad en condiciones controladas no han ayudado
mucho a explicar la situacion observada en los invernaderos sobre la muerte de plantas
por marchitez o “tristeza”.

La presencia mayoritaria de P. parasitica en los invernaderos del Campo de

Cartagena en la actualidad contrasta con los resultados de estudios precedentes en los
que solo se encontrd P. capsici.
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4 CARACTERISTICAS DE LA FATIGA DEL SUELO EN LOS
INVERNADEROS DE PIMIENTO DEL CAMPO DE
CARTAGENA (MURCIA)

4.1 ANTECEDENTES

En 2004, Tello y Lacasa (2004) realizaron una revision retrospectiva de sus
propios trabajos experimentales, llevados a cabo en el sexenio 1979-1985 en el
Campo de Cartagena (Murcia) para controlar Phytophthora capsici. Los autores
sefialan que si cualquiera de los tratamientos de desinfeccién evaluados no
proporcionaban aceptables niveles de control de la “tristeza” o “seca” del pimiento
en todos los invernaderos, era recomendable el uso del bromuro de metilo por
incrementar la produccion. El “efecto bromuro”, puesto en evidencia en esos
experimentos, ha conducido a pensar en la existencia de una “fatiga” del suelo
asociada al monocultivo del pimiento en los suelos de los invernaderos de esta
comarca, que puede llegar, en ausencia de patdgenos, a mermas de un 50% de la
produccion (Lacasa et al., 2002; Guerrero et al., 2004).

El efecto de la fatiga del suelo sobre las mermas de produccion no es un tema
muy documentado bibliograficamente. En el caso del tomate Messiaen et al. (1991)
indican que: ...”una encuesta realizada en el Sur de Francia evalu6 entre un 20 y un
30% las pérdidas de rendimiento en tomates para la industria en explotaciones que
manifestaban una fatiga del suelo por una repeticion demasiado frecuente del
cultivo”. Indicando que Pyrenochaeta lycopersici era el agente principal. Para paliar
el efecto de la “fatiga” indican no solo la conveniencia de la desinfeccion del suelo
sino ademas el subsolado, que permite el acceso de las raices a nuevas capas de
suelo, contribuyendo a mejorar la vegetacion.

La mayor parte de la bibliografia encontrada sobre la “fatiga del suelo”
corresponde a observaciones parciales en cultivos concretos. Destaca la recopilacién
que se realiza en “La fatigue des sols. Diagnostic de la fertilité dans les systémes
culturaux”, correspondiente al vigésimo tercer coloquio de la Sociedad Francesa de
Fitopatologia, celebrado en Versalles (Francia) en 1982. Tal recopilacion es el
trabajo mas amplio sobre el tema que hemos encontrado.

4.2 EL CONCEPTO DE FATIGA DEL SUELO

En una revision realizada por Cebolla y Maroto (2004) indican los términos
anglosajones (soil sickness, soil fatigue, tired soil, replant disease) que expresan el
concepto de “fatiga” que equivalen al conocido en la agricultura espafola de “tierra
cansada” o en la francesa como “fatigue”, todos ellos con alusiones antropomorficas.
En nuestros planteamientos estos términos (“tierra cansada” o “fatiga del suelo™) no
parecen tan alejados a los estados de percepcion del hombre, si se concibe el suelo
como un ‘“ente Vvivo”, capaz de impedir la expresion de una enfermedad que se
origina en él, tal como indican Tello y Bello (1995).

Antes de referirnos a la definicion que se hace de la “fatiga del suelo”, parece
conveniente aclarar lo que en agronomia algunos denominan “factor limitante” para
un cultivo. El término fue definido por Liebig (Bouhot, 1983a) para indicar que la
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carencia de cualquiera de los elementos basicos (N, P y K) significaba una reduccion
importante de la produccion, quizads porque se referia el promotor de los abonos
minerales, a la necesidad del uso de éstos para evitar dichas limitaciones. Sin
embargo, no parece que los elementos basicos sean los Unicos factores limitantes, tal
como se manifiesta en la agricultura actual la reduccion en la produccion en
monocultivos. La metodologia del diagndstico de la fatiga de los suelos parece
deberd tener en cuenta otros factores limitantes ademas de los equilibrios
nutricionales basicos de los cultivos, que se mantienen en los invernaderos de
pimiento del Campo de Cartagena y sin embargo la reduccion de cosecha puede
llegar al 50%.

A la accion de un patdgeno concreto sobre el cultivo tampoco parece referirse
la “fatiga”, considerandose en ese caso a la enfermedad como el factor limitante. La
relacion causa-efecto se confirmaria por la aplicacion de los postulados de Kochy la
supresion de la causa, anularia el efecto. El fendmeno asimilable al de las “tierras
cansadas” se expresa como un complejo sindrome: pérdida de rendimientos,
reduccion del desarrollo de las plantas, amarilleos, etc. Los factores limitantes que
pueden intervenir en el proceso pueden ser multiples y actuar de manera simultanea o
sucesiva, con efectos acumulativos o puntuales. Por ello, resulta dificultoso poner de
manifiesto experimentalmente, los factores que intervienen y efectuar una definicion
que abarque toda la complejidad.

No parece que el término “fatiga” tenga una aceptacion undnime. Se aplica
para describir una deformacion irrecuperable de los metales sometidos a un esfuerzo
y algunos encuentran similitud al aplicarlo al suelo considerado como algo vivo
sometido a la presion del ininterrumpido monocultivo. Es conocido que las
rotaciones o los barbechos son practicas antiguas en agricultura para el
mantenimiento de la fertilidad de los campos.

Se han emitido varias definiciones del término, no siempre concordantes.
Scotto La Massasse (1983) indica que: “La fatiga especifica de los suelos se define
por la reduccidn del desarrollo de ciertos cultivos cuando éstos se repiten, dos 0 mas
veces, en ciertos suelos y cuyo origen queda por explicar”. Bouhot (1983a) la define
como “la perturbacion de la fertilidad de los suelos debido a causas maltiples que
pueden ser en el campo acumulativas, sucesivas 0 simultdneas”. Para Cebolla y
Maroto (2004), se trata de “un crecimiento deficiente y andmalo de plantas, asi como
una perdida de produccion en sistemas de cultivo continuado como los huertos
replantados y los monocultivos en huerta y ornamentales”. Hoestra (1983) indicaba
que: “En Holanda, un pais con una superficie limitada y una elevada densidad de
poblacion, la agricultura es, en general, intensiva. En estas condiciones no sorprende
gue los suelos manifiesten fatiga de manera regular. En mi opinién, las fatigas de los
suelos estan ligadas a los monocultivos o a cultivos repetidos con frecuencia y estan
causadas por un conjunto de factores, a menudo desconocidos o parcialmente
conocidos”. Sebillotte (1983) la define como: “La fatiga de los suelos, expresion
peligrosamente antropomdrfica, traduciria los efectos nefastos de una repeticion de
un sistema de cultivo o de algunos de sus componentes sobre la actitud del medio (el
suelo interactuando con los otros componentes) para satisfacer las funciones que le
son asignadas”.

La pérdida de rendimiento productivo es el indicador en que fundamenta
Sebillotte (1983) la expresion de la fatiga. Sin embargo, son muchos los factores que
intervienen en el rendimiento del conjunto del cultivo, entre ellos: el ambiente aéreo
y tellrico, las técnicas culturales, el material vegetal, etc., como para tener una idea
precisa de la/s causa/s que originan la fatiga como indica Scotto La Massesse (1983).
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El hecho, sin embargo ha sido detectado hace tiempo en las agriculturas intensivas
como indica Bouhot (1983a), al referirse a la fatiga de la siguiente forma:
“Actualmente el hombre de campo observa que sus rendimientos no se materializan
en lo esperado y nadie sabe porqué”. Pero poca mas informacion especifica se ha
generado desde aquellos afios.

4.2.1 Etiologia de la fatiga del suelo

Lejos de podernos referir a trabajos especificos sobre el pimiento, hemos
encontrado en otros cultivos orientaciones en las que basar nuestros estudios
etiologicos. Richard-Molard (1983) sefiala que la fatiga en los cultivos de remolacha
azucarera en Francia estaba asociada a la intensificacion del cultivo en los mismos
campos sin respetar los principios agrondmicos basicos para mantener la fertilidad
del suelo, refiriendo que las pérdidas de produccion se encontraban al mismo nivel
que en los campos alemanes estimadas en un 30%.

Bouhot (1983b), en una prospeccion realizada en 33 suelos de diferentes
regiones francesas, establece que en el 97% de esos suelos el factor limitante esta
ligado a la presencia de nematodos, de hongos o a necrosis radiculares y que en el
45% la causa es imputable a bajos niveles de pH y carencias de potasio, fdsforo,
manganeso o zinc. No encuentra, una correlacion positiva entre el bajo contenido en
materia organica y el cansancio de las tierras, pero si entre la repeticion del cultivo y
la fatiga de los suelos. A mas intensificacion mayor efecto fatiga. El estudio
establece las bases para un modelo experimental de estudio de la fatiga.

Los trabajos de Bodet (1983) y Meynard y Bouhot (1983) ponen a punto
métodos biologicos de evaluacion de la fatiga en monocultivos de trigo o trigo
realizado en zonas remolacheras, y obtiene respuestas significativas al tratar los
suelos a 100°C en 22 de los 30 suelos estudiados. Sugieren que las necrosis
radiculares que presentaban las plantas podrian estar originadas mas por el sistema
de cultivo que por el medio fisico propiamente dicho.

En cultivos de esparrago en Suiza y Francia, Gindrat et al. (1983) y Moreau
(1983) encuentran que la mortalidad de plantas en cuarto afio de cultivo oscila entre
el 20 y el 80% sin que la muerte se pueda imputar a una causa microbiold gica
concreta, aislando Fusarium moniliforme, F. oxysporum, Acremonium sp. y
Fusarium culmorum de las necrosis radiculares. Asociada a estas necrosis radiculares
concluye Bouhot (1983b) estaria asociada la fatiga del suelo en el 69% de los 42
suelos de esparrago estudiados, siendo F. oxysporum el hongo aislado
predominantemente de las necrosis radiculares.

Al referirse al debilitamiento observado en plantas de freson en Francia debido
a un escaso desarrollo radicular de las plantas, Roudeillac (1983) hace referencia a
las recomendaciones que Wilhelm y Paulus (1980) hacen para la desinfeccion de los
suelos con formulados de bromuro de metilo en las zonas productoras californianas,
donde no se conoce este sindrome. Roudeillac (1983) encuentra un escaso desarrollo
del rizoma en plantas con sectores marrones o negros en las raices. De esos sectores
se aislan hongos como Pythium sp., Fusarium sp., Cylindrocarpon sp., Rhizoctonia
sp., etc, pero ninguno parece ser capaz de reproducir el sindrome. En la encuesta que
se realiz6 en 860 parcelas de los fresares franceses encontré Roudillac (1983) que el
18% de los campos tenian mas del 25% de las plantascon sintomas de debilitamiento
y estima que las pérdidas de produccion varian entre el 30% y el 50%. Este sindrome
podria estar relacionado con: textura y estructura del suelo, técnicas culturales,
equilibrios fisico-quimicos y origen de la planta. Sin embargo, el autor indica que:
“ciertos productores han comenzado, empiricamente, a desinfectar el suelo con
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bromuro de metilo como desinfectante mas utilizado, lo que da en general una
respuesta positiva”.

Bouhot y Bonnel (1983) recogieron 27 muestras de suelos de freson de
diferentes regiones francesas y en condiciones controladas realizaron pruebas
orientadas a discernir las causas de la fatiga. En un suelo nuevo para el cultivo no
encontraron ningun factor limitante: no encontraron fatiga. En el 33% solo se
expresd un factor limitante, mientra en el 63% fueron varios factores limitantes,
fundamentalmente bioldégicos y nutricionales. Los defectos nutritivos afectaron al
81% y los microbiologicos al 74% de los suelos. El factor bioldégico limitante se
manifesto en forma de necrosis radiculares a partir de las cuales se aislaron Fusarium
oxysporum, F. solani, Cylindrocarpon sp., Rhizoctonia solani, Pythium sp., etc. y
ninguno de estos hongos por si mismo fue capaz de reproducir el sindrome. Los
autores califican a los mencionados hongos como “parasitos de debilidad”. La
desinfeccion del suelo con vapor de agua a 100°C anuld la presencia de la necrosis
radicular. Ademas, el mejor desarrollo de las plantas se obtuvo cuando se asociaron
la desinfeccion del suelo y se afiadid regularmente, una solucion nutritiva. Parece
desprenderse de aqui que la interaccion estado sanitario de las raices y nutricion
explicaria el debilitamiento de las plantas o fatiga de los suelos.

Para cultivos de tomate al aire libre Bouhot y Dumas (1983) indican que el
cansancio de los suelos esta relacionado con ausencia de rotaciones, supresion de
abonos verdes, mecanizacion del cultivo, etc. y que se llega a reducir un tercio la
cosecha. La fatiga se manifiesta por reduccion en el nimero de frutos y que son de
menor calibre, al tiempo que el sistema radicular estd poco desarrollado y presenta
diferentes grados de necrosis pudiendo encontrarse casos con raices lefiosas “Corky
root” imputable a Pyrenochaeta lycopersici.

El amarilleamiento de las plantas y el enanismo acompafados de necrosis
radiculares, de las que se aisla mayoritariamente Fusarium oxysporum, es el
sindrome descrito por Bonnel y Bouhot (1983) para el apio como debido a la fatiga
delsuelo. En algunos suelos las necrosis radiculares y el debilitamiento se atribuye al
bajo contenido en materia organica, ya que el aporte de esta en los semilleros es
suficiente para disipar el efecto depresivo. También Messiaen et al. (1991) sefialan
efectos similares de la materia organica para paliar la fatiga en cultivos de coliflor,
escarola y perejil. Estos Gltimos autores especulan con la implicacién de hongos del
suelo, bacterias y nematodos en la fatiga del suelo en cultivos de alcachofas.

La complejidad de la etiologia de la fatiga es puesta de manifiesto por Hoestra
(1983) en los cultivos de patata de paises centroeuropeos. La produccién decrece
hasta un 15% si se reitera el cultivo en el mismo suelo con carencia rotacional de 3
afios, mientras es Optima si la rotacion es de 6 afios. Tal fatiga ha sido imputada a
patdgenos como Rhizoctonia solani, Verticillium dahliae, Streptomyces scabies y
Meloidogyne hapla, que actuarian provocando enfermedad. Sin embargo, la fatiga
pudiera estar relacionada con la presencia de Fusarium tabacinum, que aumenta en el
suelo al repetir el cultivo en el mismo suelo. La inoculacion de aislados del hongo no
ha permitido reproducir el sindrome de fatiga ni tampoco mostré capacidad
parasitaria alguna.

En cultivos de manzanos también se han descrito sindromes debidos a fatiga
del suelo al realizar replantes y al aumentar la densidad de plantacién (Hoestra,
1983), indicando un cierto grado de especificidad para el mismo cultivo. Hoestra
(1983) comprobd en condiciones controladas que el tratamiento del suelo con
desinfectantes generales (bromuro de metilo, cloropicrina, calentamiento del suelo)
era suficiente para paliar o eliminar el efecto de la fatiga, lo que no lograba
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tratandolo con 1,3-dicloropropeno+dicloropropano. Los resultados se pueden
interpretar como que la componente principal de la fatiga era microbiol6gica. Sin
embargo, el aporte de materia organica y el posterior riego también tenian un efecto
similar al de los desinfectantes generales. Probablemente, esto Ultimo
(biofumigacidon) estaba actuando como una desinfeccion parcial del suelo de la que
tenemos constancia en la actualidad, o que la humedad pudo ser desfavorable para el
desarrollo de los microorganismos responsable de la fatiga, como apunta Hoestra
(1983). En los replantes de citricos en el Levante espafiol, Cebolla y Maroto (2004)
observan un sindrome similar y sefialan pudiera estar relacionado con la presencia y
abundancia de Tylenchulus semipenetrans.

Los casos que hemos descrito vienen a indicar que el fendmeno de la fatiga es
complejo y no parece ser unica la causa que la origina. No parece que todos los casos
se ajusten a la hipdtesis de “agentes patdgenos importanteS que en un principio no
habrian podido ser descritos” como indican Cebolla y Maroto (2004), seria el caso de
los citricos. Tampoco hay definida una metodologia experimental adecuada para el
estudio o la puesta en evidencia del fendmeno de la fatiga y para el conocimiento de
su etiologia en cada caso.

4.2.2 Lafatigay sus componentes

La componente fisica

La depresion vegetativa de las plantas y las mermas en la produccion como
consecuencia de deficiencias en las caracteristicas del suelo se asocia al fenémeno de
fatiga, aunque no es facil establecer tal relacion como indican Stengel y Monnier
(1983). Para estos autores, condiciones climaticas desfavorables para el cultivo
durante tiempo prolongado, asfixias por compactacion del suelo, postprecipitaciones
excesivas, riegos abusivos y deficientes drenajes, podrian concurrir al mismo tiempo
siendo dificultosa la demostracion de la etiologia de la fatiga. Se han sefialado casos
de asfixias por inadecuado manejo del riego por goteo en cultivos de habas y
pimiento con hiperlenticelosis en los tallos del pimiento y podredumbres radiculares
en ambas especies (Tello y Lacasa, 1987) sin que se pueda considerar un sindrome
de fatiga. Se ha observado con la mejora de la velocidad de infiltracion una
reduccion de los efectos depresivos y mermas en los rendimientos de cosecha en
invernaderos con monocultivos de pimiento al biosolarizar el suelo aportando
estiércoles de origen animal como enmienda biofumigante (Fernandez et al., 2004 y
2005), sin que en este caso se hayan deslindado los elementos etiologicos del
sindrome.

La componente quimica

La escasez de elementos nutritivos esenciales en el suelo, como consecuencia
de las extracciones realizadas por el cultivo precedente, se manifiesta por una
reduccion del desarrollo de las plantas y por la aparicion de anomalias fisioldgicas o
fisiopatias por el estado carencial. Esta manifestacion de fatiga es paliada por el
aporte de nutrientes, siendo poco habitual en los sistemas de cultivo modernos.

Los efectos negativos de compuestos quimicos acumulados en el suelo sobre la
vegetacion de las plantas y sobre la produccién se han puesto de manifiesto en
numerosos cultivos, asociandose a fitotoxicidad. El origen de los compuestos
acumulados puede estar en los excesivos aportes de abonos o a las alelosubstancias
generadas por los cultivos precedentes o por los microorganismos asociados a esos
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cultivos. Los efectos beneficiosos o perjudiciales, directos o indirectos de las
alelosubstancias fueron definidos por Rice en 1984, (Chiapusio et al., 2004) como
alelopatia. En ocasiones este mecanismo no se asimila a un fendémeno de fatiga sino
de fitotoxicidad. Asi, se han encontrado pérdidas en el rendimiento de un cultivo de
cacahuete realizado en un suelo previamente cultivado de sorgo, debido
probablemente a que el sorgo produce sorgoleona como exudado radicular,
compuesto que inhiben el crecimiento de numerosas adventicias (Hofman et al.,
1996). Este efecto interespecifico se podria considerar como un indicativo de fatiga
general en contraposicion a la especifica sefialada para compuestos que afectan a la
misma especie productora de la alelopatina (Lland6, 1998).

Segun Chiapusio et al. (2004) todos los Organos vegetales contienen o
producen sustancias potencialmente alelopaticas que se liberan al medio ambiente
por volatilizacion, exudacion radicular, lixiviacion y descomposicion de residuos
vegetales. En plantas aromaticas como la salvia los terpenos producidos (alcanfor,
cineola, a-pineno, etc.) se volatilizan afectando las plantas vecinas (Chiapusio et al.,
2004) y la cineola dispersada puede ser retenida en el suelo e inhibir la proliferacion
de células de especies de Brassica (Koitababashi et al., 1998).

Las alelosubstancias procedentes de exudados radiculares pueden tener efectos
sobre la composicion microbiana del suelo. Asi, De la Cuadra et al. (1992)
encontraron que los alcaloides del altramuz, espartina y gramina tenian efectos
fungicidas e impedian la germinacion de las semillas de la avena loca.

Pero también los microorganismos asociados a un cultivo generan substancias
que resultan nocivas para la misma planta. Asi, Martinez et al. (2009) encontraron
que los extractos crudos de algunos aislados de Fusarium oxysporum y Aspergillus
sp., obtenidos de suelos cultivados de pimiento, mermaban el desarrollo de las
plantas o inhibian la germinacion de las semillas. Montoya et al. (2001) pusieron de
manifiesto que los extractos acuosos de Alternaria alternata y Stemphylium
botryosum reducian la germinacion de las semillas y producian enanismo, falta de
vigor y amarilleos en perejil, cilantro, eneldo y menta. También Llandé (1998) sefiala
como algunos hongos son capaces de segregar fenoles (flavofenoles e isoprenoides)
0 compuestos nitrogenados (&cido fusarico) que limitan el crecimiento de las plantas.
En contraposicidn a los efectos nocivos de alelosubstancias se encontrarian aquellas
gue promueven crecimiento de las plantas como las micorrizas (Tello et al., 1987) o
el de las bacterias de los generos Pseudomonas, Azotobacter y Bacillus que a partir
de la adenina producen citoquininas (Llandd, 1998; Kloepper y Schorth, 1978;
Kloepper et al., 1980).

El suelo en su complejidad bidtica, con sus propiedades fisicas y quimicas,
reacciona adsorbiendo los metabolitos en los coloides, inactivandolos temporalmente
de forma reversible o permanente disminuyendo los efectos sobre la planta
(Chiapusio et al., 2004). Otros ejemplos de efectos de moléculas alelopaticas han
sido sefialados por Chiapusio et al. (2004) como las cumarinas inhibiendo el
desarrollo radicular del rdbano; los flavonoides de la alfalfa retrasando el desarrollo
de la planta; el acido p-hidroxibenzoico inhibiendo el desarrollo radicular de la
cebada; los monoterpenos que inhiben la germinacion de las semillas del tomillo o
las isoflavonas que inhiben la germinacion del ajo.

Enalgunas alelopatinas naturales se ha encontrado una via para la obtencion de
herbicidas especificos, como es el caso de los acidos hidroxamicos que a su poder
insecticida en cereales se une su actividad herbicida tras la degradacion quimica y
microbiana del DIBOA en BOA redujo la biomasa de adventicias en un 93% en
cereales (Barnes y Putnam, 1983; Barnes y Putnam, 1987).
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4.2.3 Lacomponente biolégica o microbioldgica

Con frecuencia la fatiga del suelo se asocia a la presencia en el suelo de
microorganismos que, no siendo productores de enfermedad, ejercen un efecto
directo o indirecto sobre la planta. La complejidad de la asociacién de
microorganismos con la fatiga ha sido sefialada por Messiaen et al. (1991) y sugieren
la desinfeccion del suelo para paliarla como indicativo de que tal fatiga tiene una
componente bidtica que se reduce o elimina con la desinfeccidn. La deficiencia en el
diagnostico etiologico de la fatiga sefiala Louvet (1979) se traduce en dificultades
para remediar sus efectos en la practica.

Los microorganismos implicados en el sindrome de fatiga son considerados
como “parasitos de debilidad” por no producir enfermedad en condiciones adecuadas
para parasitar la planta si esta se vegeta en condiciones optimas. Walker (1975)
sefiala que entre los microorganismos existen diferentes niveles de parasitismo,
siendo la infeccion el punto comdn entre la simbiosis del organismo y la planta y el
parasitismo, siendo la produccion de enfermedad la expresion drastica de este ultimo.

Entre los microorganismos saprofitos estrictos y los parasitos obligados hay
toda una graduacion del parasitismo y la patogeneicidad que pueden originar. Tello
et al. (1985a) indican para Fusarium solani en las judias que concurren: por una
parte la accion que se manifiesta en forma de podredumbres radiculares, y por otra
un incremento en el crecimiento y el peso de las plantas con respecto a las plantas
testigo no inoculadas, cuando lo esperado era justamente lo contrario. Tello et al.
(1997) hablan de “parasitismo dulce”, “parasitos facultativos” y “saprofitos
facultativos” para referirse a la relacién del fresén y Cylindrocarpon sp., sin que se
presenten sintomas de enfermedad, si encuentran debilitamiento de la planta. El
término “parasitismo de debilidad” es utilizado por el autor en 1984 (Tello, 1984) en
el mismo sentido que Messiaen et al. (1991) al hacer referencia a la fatiga de suelos
cultivados de hortalizas.

Para Bonnel y Bouhot (1983) el sindrome de debilitamiento de la planta
encontrado en el apio se asocia a Fusarium oxysporum y lo consideran como la
etiologia que conforma la fatiga del suelo en este cultivo. Pero Messiaen et al. (1991)
se inclinan por crear una nueva forma especializada: Fusarium oxysporum fsp.
radicis-apii como productora de la necrosis radicular descrita por Bonnel y Bouhot
(1983). Messiaen et al. (1991) proponen para el esparrago la creacion de una nueva
especializacion Fusarium oxysporum fsp. radicis-asparagi, cuando F. oxysporum era
el hongo predominantemente aislado de las necrosis radiculares de las plantas
debilitadas de esparrago, lo que ya habian sugerido Tello et al. (1985b). Ambos
casos pueden ser considerados como ejemplos de un “parasitismo de debilidad”, y
podrian ser diferenciados de las formas especializadas productoras de podredumbres
radiculares encontradas en cultivos como el tomate (Tello y Lacasa, 1990) o las
cucurbitaceas (Moreno et al., 2001).

El “parasitismo de debilidad” podria interpretarse como la accion
patogénica de un microorganismo sobre una planta que estaria expresando su
parasitismo, bajo unas condiciones ambientales concretas y en un estado deficiente
del hospedador. La respuesta positiva del cultivo a la desinfeccion del suelo se
deberia a la eliminacion de los microorganismos implicados en procesos de
parasitismo de debilidad o patogeneicidad sub-clinica.
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4.3 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Al dejar de desinfectar con bromuro de metilo 98:2 (a 60 g m? con PE de 200
galgas o con 30 g m con plastico VIF de 160 galgas) suelos de invernaderos donde
el cultivo de pimiento se habia repetido durante 18 afios o solamente durante 2 afios,
se producian reducciones del desarrollo de las plantas y pérdidas de produccién que
superaban el 30% en el caso de los invernaderos mas antiguos (Lacasa et al., 1999;
Guirao et al., 2004) y el 12% en el de los invernaderos mas recientes (Lacasa et al.,
2002; Guerrero et al., 2004), pese a que en los suelos no se habian detectado
patdgenos, ni manifestado sintomas de enfermedad.

Los efectos medidos hacian sospechar de la manifestacién de la fatiga, siendo
la componente biolégica la principal encargada en la causalidad, ya que la depresién
vegetativa y productiva desaparecia al desinfectar los suelos con un biocida general
total (bromuro de metilo 98:2), como ya habian puesto de manifiesto Bouhot et al.
(1979ay b) para el apio, al desinfectar el suelo mediante calor himedo a 120°C.

La basqueda de alternativas al bromuro de metilo, usado para desinfectar los
suelos de los invernaderos de la comarca del Campo de Cartagena desde inicios de la
década de los afios ochenta del pasado siglo y anualmente desde 1988 hasta 2005, se
planted con dos premisas: el control de los patdgenos del suelo (Phytophthora sp. y
Meloidogyne incognita eran los principales), y el mantenimiento del nivel productivo
del monocultivo. La resistencia genética a ambos patdgenos incorporada a variedades
0 porta-injertos proporciona aceptables resultados para satisfacer las exigencias de la
primera premisa. Sin embargo, el cultivo de variedades injertadas sobre porta-
injertos vigorosos y resistentes manifestaba efectos depresivos en la vegetacion y
pérdidas en las producciones, cuando se reiteraba la plantacion en los mismos suelos
no desinfectados (Martinez et al., 2009) durante tres afios. El efecto de la fatiga se
ponia de manifiesto al tratarse de porta-injertos del género Capsicum, de forma
similar a como se manifestaba al cultivar las variedades sin injertar.

Por ello, como objetivo principal del trabajo, se plante6 la determinacion de
las caracteristicas de la fatiga del suelo en los invernaderos donde el pimiento se
cultiva de forma reiterada. Los estudios se orientaron hacia el conocimiento de la
especificidad, la supuesta naturaleza y el papel de la materia organica en la
manifestacion de los efectos depresivos de la reiteracion del cultivo.

4.4 MATERIAL Y METODOS

La complejidad etioldgica de la fatiga del suelo hace que sean escasos los
estudios sobre ella al carecer de métodos experimentales contrastados que resulten
eficientes. Louvet (1979), proponia un procedimiento experimental que Messiaen et
al. (1991) denominaron “método sintético”. El método consiste en tratar de
reproducir a escala reducida y en condiciones controladas o naturales el sindrome de
la fatiga sobre plantulas cultivadas en la muestra de suelo a estudiar o en el suelo
natural. Como contraste empirico se realizan tratamientos al suelo antes de la
siembra o plantacion para comprobar si con ellos se restablece el desarrollo normal
de las plantas.

Los autores proponen cuatro tipos de actuaciones para estudiar los factores
mayores en una primera fase, tales como:
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- Tratar el suelo con un biocida lo mas enérgico posible para eliminar los
supuestos microorganismos que puedan ser productores de enfermedad o
dafiinos para las plantas, pero incapaces por si mismos de producir una
enfermedad bien caracterizada (factores biolégicos).

- Aportar al suelo una solucion nutritiva completa o complementaria a las
caracteristicas quimicas del suelo para delimitar si la fatiga es debida a una
deficiente o desequilibrada nutricion mineral de la planta (factores
nutricionales).

- Aportar materia organica con el prop6sito de conseguir unas caracteristicas
fisico-quimicas del suelo, adecuadas para el cultivo (factores fisico-quimicos).

- Aportar carbon vegetal o carbdn activo, con el fin de fijar posibles sustancias
fitotoxicas (alelopatinas, micotoxinas, etc.), producidas por la actividad
metabolica de residuos vegetales o de residuos de pesticidas (factores tdxicos).

En una segunda fase se abordaria un estudio méas detallado y especifico de
aquel o aquellos factores que hubiesen delimitado la fatiga.

Basados en este modelo experimental se plantearon los ensayos en condiciones
controladas con suelos procedentes de invernaderos con diferentes historiales de
cultivo y reiteracion del mismo.

4.4.1 Procedenciay antecedentes de los suelos estudiados

De los 32 invernaderos de la comarca del Campo de Cartagena donde se
realizaron ensayos de desinfeccion del suelo, se seleccionaron 4 para los estudios de
fatiga. Se codificaron como invernadero B, cuya tierra se utiliz6 en dos campafias
codificado como B 1y B 2. Invernaderos D, G, y el E, cuya tierra se utilizb en 3
camparias codificado como E1, E2 y E 3.

La seleccion se realizd6 procurando que fueran representativos de las
problematicas fitosanitarias del suelo de los cultivos de pimiento de la zona; de las
estructuras e infraestructuras utilizadas; del ciclo de cultivo y de la conducta del
mismo. En la Tabla 1 se recogen las caracteristicas mas relevantes de los
invernaderos y sus antecedentes inmediatos a la toma de las muestras.

Conelobjeto de ampliar el espectro de los antecedentes de los suelos, en cada
invernadero se muestrearon parcelas con diferentes antecedentes inmediatos de
desinfeccion, que pudieran establecer situaciones diferenciales de fatiga (Tabla 2).
Las muestras se tomaron una vez finalizado el cultivo, después de haber transcurrido
unciclo vegetativo completo.

En todos los casos, salvo en el invernadero G, (por tratarse de produccion en
agricultura ecoldgica), se tuvo como referencia suelo desinfectado con bromuro de
metilo (BM), bien a la dosis y sellados estandares hasta 1998 (60 g m™ del formulado
982, y plastico de polietileno (PE) de 200 galgas (0,05 mm)), bien a la dosis
reducida y sellado con plastico VIF (Virtually Impermeable Film), obligatorio desde
1997 para las aplicaciones de BM (30 g m“ del 98:2, plastico VIF de 160 galgas
(0,04 mm)).

En algunos invernaderos se dispuso de suelo no desinfectado. En el
invernadero G se muestred solo el suelo no desinfectado, ya que los otros
tratamientos eran de biosolarizacién, como el resto del invernadero. Los suelos del
invernadero E se muestrearon después de la desinfeccién y antes de realizar la
plantacién, ya que se trataba de conocer el efecto especifico de los desinfectantes
sobre la fatiga.
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4.4.2 Recogida de latierray procesado de las muestras

Se tomaron muestras de suelo de cada una de las repeticiones de cada
tratamiento, de forma independiente, con el objeto de mantener el disefio de b loques
alazar de los ensayos de desinfeccion.

Cuando finalizaron los cultivos que correspondian a distintos ensayos de
desinfeccion, se retiraron los restos de las plantas y se labrd, dando un pase de
subsolador y otro de fresadora, como es habitual en la zona.

En el invernadero G no se retiraron los restos de las plantas en uno de los
tratamientos, enterrandolas con una labor de fresadora. A continuacién se tomd tierra
a una profundidad de 0 a 25 cm, en al menos 6 puntos, homogéneamente repartidos,
de cada parcela elemental; en los invernaderos B y D la tierra se tomé en 12 puntos
de cada parcela elemental, que se mezclaban para formar una sola muestra al ser
parcelas formadas por dos “claras” (clara es la superficie comprendida entre dos filas
de postes consecutivos, en este caso miradas en sentido perpendicular al eje mayor
del invernadero), con dos lineas de plantas en cada una (superficie de cada parcela:
114 m* enel B y de 121 m? en el D), mientras en los invernaderos E y G la parcela
elemental la constituia una clara contres lineas de plantas (superficie de cada parcela
elemental: 60 n? enel Ey 75 m’ enel G).

Las muestras se codificaron mediante una letra que hacia referencia al
invernadero de procedencia (B, D, E, G), seguida del tratamiento de desinfeccion que
se habia realizado en el campo (TI, T2, T3, T4, T5), especificado en la Tabla 2. Enel
invernadero E3 las muestras se tomaron después de realizada la desinfeccién y una
vez que el suelo se habia preparado para la plantacion.

En el laboratorio las muestras se dejaron secar en cubetas de plastico sobre
papel de filtro. Luego se desmenuzaron y se tamizaron con untamiz de 2 mm.

4.4.3 Planteamiento de los ensayos

Las muestras, una vez tamizadas se dividieron en tres fracciones que
recibieron diferentes tratamientos: una fraccion se desinfectd con bromuro de metilo
(Brom-O-Gas, 98:2, a 60 g m? bajo plastico de PE de 200 galgas, que era la forma
estandar de aplicacion para desinfectar los suelos de pimiento en el Campo de
Cartagena).

Para ello, se puso la tierra en cubetas de plastico sobre una lamina de plastico
de 800 galgas en una parcela de un invernadero que se iba a desinfectar con el gas, se
pusieron arquillos sobre las cubetas y sobre ellos una lamina de plastico de PE de
200 galgas para evitar contaminaciones o el goteo de la condensacion; cubriendo la
parcela se puso la lamina de plastico de sellado, enterrado en los bordes a una
profundidad de 15-20 cm; la aplicacion del gas se hizo con un dosificador
volumétrico de precisién (Nolia McLean Co, Belmony LA 50) de 3 libras (1lb =
435,75 g) de capacidad y 0,1 Ib de precision; el plastico de sellado se levantd a los 7
dias.

Otra fraccion se desinfectd en autoclave a 120 °C y 1 kg cm® de presion
durante 1 hora, en dos sesiones de 30 minutos separadas 24 horas, en bolsas de
plastico con 2 kg de tierra.

La otra fraccibn no se desinfectd, actuando como referencia o testigo.
Tampoco se desinfectaron las muestras del invernadero E3, ya que se tomaron antes
de realizar la plantacion y se pretendia conocer el efecto de la desinfeccion sobre la
fatiga y la posible especificidad de ésta. Cada fraccidn de suelo estaba compuesta por
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330 ml multiplicado por el namero de repeticiones, variando éstas segun la
disponibilidad de tierra.

Para cada tratamiento de cada invernadero se determind la capacidad de
campo del suelo, una vez tamizado, con el objeto de calcular la dosis de riego a
utilizar en los bioensayos.

4.4.4 Bioensayos de especificidad

Se realizaron en una cadmara climatizada donde se dieron las siguientes
condiciones: 23+£1°C; HR del 45-60% durante el periodo iluminado de la jornada y
del 85-100% durante el periodo oscuro; fotoperiodo de 14:10 horas L:O y una
luminosidad aproximada de 6.000 lux.

Se utilizaron tres especies indicadoras pertenecientes a otras tantas familias
boténicas (Tabla 3).

El apio se seleccion6 en base a las referencias de Bouhot et al. (1979a y b), el
pimiento por ser el cultivo estudiado y la lechuga por tratarse de una especie
herbécea de otra familia y por ser facilmente manejable en los experimentos.

La unidad elemental o repeticion estuvo constituida por un vaso de plastico
blanco de 330 ml (Foto 1) enel que se pusieron 305 g del suelo a ensayar.

En cada vaso se pusieron 5 semillas pregerminadas de los correspondientes
indicadores cubriéndolas con una capa de vermiculita de 0,3-0,4 mm de espesor,
después de la siembra, para evitar la formacion de costra. Se desinfectd la
vermiculita en autoclave a 120°C y 1 kg m™ de presion durante una hora, tal como se
hizo con los suelos.

Por cada muestra, tratamiento y planta indicadora se pusieron de 5 a 20
repeticiones (vasos). Los vasos se ubicaron en cubetas de plastico blanco en una
disposicion de bloques al azar, para evitar posibles efectos de localizacién en la
camara.

Los vasos se regaron tres veces por semana. El riego se efectud por diferencia
de peso, afiadiendo agua hasta el nivel de capacidad de campo de cada suelo,
utilizando una balanza (Sartorius TE 31025 de 3100 g) con sensibilidad de 0,01 g.

Desde que las plantas tuvieron dos hojas desarrolladas se abonaron una vez
por semana con una solucion nutritiva completa, afiadiendo el abono diluido con el
agua de riego. Las plantas se mantuvieronen la cAmara 2 meses.

91



Capitulo 4. Caragterigticas de la fatiga del suelo

Tabla 1. Localizacion, antecedentes y caracteristicas de los invernaderos.

Invernadero Propietario Paraje Término Antigliedad | Phytophthorasp. | M.incognita | Variedad Plantacion Final
municipal del cultivo cultivo
B1 Antonio Pérez Los Rica San Javier 15 afios Si Si Orlando 2enero 11 agosto
(El Mirador)
D Mariano Los Trivifios Torre Pacheco 13 afios No No Paraiso | 27 noviembre 2 agosto
Madrid
G Guillermo Las Atalayas San Javier 6 afios Si Si Herminio | 9diciembre 16 agosto
Samper (El Mirador)
B2 Antonio Pérez Los Rica San Javier 16 afios Si Si Orlando 13 enero 7 septiembre
(El Mirador)
El IMIDA Los Camachos Torre Pacheco 4 afios No Si Ribera 14 diciembre 16 agosto
E2 IMIDA Los Camachos Torre Pacheco 5afios No Si Ribera 9enero 9agosto
E3 IMIDA Los Camachos Torre Pacheco 6 afios No Si Ribera 17 diciembre 27 julio

B 1y B 2: corresponden a los cddigos del invernadero B, utilizado en dos campafias de cultivo. E1, E 2, E3: corresponden a los codigos del invernadero E, utilizado en
tres campafias de cultivo.
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Tabla 2. Historial de desinfeccion de los suelos y tratamie ntos realizados enel tltimo cultivo.

Invernadero | Cadigo Antecedentes de desinfeccion Tratamientos ultimos cultivos
del suelo

BI BIT1 14 afios BM 9822, 60 g m™* BM 98:2, 60 kg m™
B1T4 14 afios BM 982,60 g m™* B+S 7 kg m“ EFO+3 kg m* G, PE
B1T5 13 afios BM 982,60 g m“ No desinfectado

D DT1 12 afios BM 982,60 g m™* BM 98:2,60 g m*
DT5 11 afios BM 98:2, 60 g m*“ No desinfectado

G GT3 4 afos sin desinfeccion, 1 afio B+S No desinfectado

B2 B2T1 15 afios BM 982, 60 g m’® BM 98:2, 60 g m“
B2T2 15 afios BM 982,60 g m™® Telone C-35,50 g m*, PE
B2T5 15 afios BM 982,60 g m™* No desinfectado

El EIT1 2 afios BM 98:2,30 g m* BM 98:2,30 g m“, VIF Testigo
E1T3 2 afos no desinfectado B+S 7 kg m* EFO+3 kg m“ G, PE
E1T4 1 afo no desinfectado, 1 afio B+S B+S 5 kg m* EFO+2,5 kg m“ G, PE
E1T5 1 afio no desinfectado, 2 afios B+S B+S 4 kg m“EFO+2 kg m“ G, PE

E2 E2T1 3 afios no desinfectado No desinfectado
E2T2 3 afios de BM 982,30 g m“* VIF BM 98:2,30 g m” VIF
E2T3 2 afios no desinfectado+1 afio B+S | B+S, 5 kg m“EFO+2,5 kg m* G, PE
E2T5 1 afo no desinfectado+3 afios B+S B+S, 3kg m“EFO+15kg m* G, PE

E3 E3T1 4 afios no desinfectado B+S, 7 kg m“EFO+25 kg m*“ G, PE
E3T2 4 afios de BM 98:2,30 g m* \VIF BM 98:2,30 g m“ VIF
E3T3 2 anos no desinfectado+2 anos B+S | B+S, 4 kg m“ EFO+2 kg m*“ G, PE
E3T5 1afio no desinfectado+4 afio B+S B+S, 2 kg m“EFO+05 kg m* G, PE

EFO: Estiércol fresco de oveja; G: Gallinaza; PE: Polietileno; B+S: Biosolarizado

Foto 1. Distribucion de vasos en ensayo de apio.
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Para evaluar los efectos sobre las plantas indicadoras en cada uno de los bioensayos
(Tabla 3) se midieron los siguientes parametros:

4.4.5

a) Altura de las plantas: en todos los casos se hizo al finalizar el ensayo, midiendo
una a una las plantas, desde el cuello hasta el apice, al tiempo que se anotaba el
namero de las supervivientes.

b) Peso de las plantas al finalizar el ensayo, unos 55-60 dias después de la siembra
o plantacion.

- El peso fresco se obtuvo tras extraer cuidadosamente las plantas, lavar las raices
meticulosamente y secar el agua en un papel de filtro.

- El peso seco se obtuvo tras mantenerlas en una estufa de secado a 75°C durante
24 horas.

- Las pesadas se realizaron en una balanza analitica (Sartorius BL 1205 de 120 g)
con una precision de 0,1 mg.

c) La longitud de las hojas. Se midi6 la hoja més larga de cada planta, de cada
repeticion, desde el peciolo al extremo. En algunos de los bioensayos con
pimiento, contabilizando, al mismo tiempo, el nimero de hojas por planta.

Este dato se dejo de tomar al comprobar que no aportaba elementos
diferenciadores entre tratamientos que no quedaran reflejados en la altura o en el
Peso seco.

Procesado de los datos

El analisis principal de los datos para los diferentes parametros medidos, consistio

en comparar entre si los tratamientos de laboratorio para cada uno de los tratamientos del
suelo realizados en los invernaderos.

En el caso de las muestras tomadas en el invernadero E3, la comparacion se

realizd entre tratamientos del suelo, ya que las muestras no fueron sometidas a
tratamientos de laboratorio. En todos los casos, los valores corresponden a las medias de
las plantas de cada unidad elemental (vaso) y a la media de todas las repeticiones dentro
de cada tratamiento (3) en el laboratorio de cada tratamiento en los invernaderos.

Para el procesado de los datos se ha utilizado el programa Excel de entorno de

Windows. Para el analisis de la varianza y de comparacion de las medias (test LSD al
95%) se transformaron los datos mediante la funcion logio (X) y se utilizd el programa
Startgraphic, también en el entorno de Windows.
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Tabla 3. Plantas indicadoras y repeticiones por tratamiento de los bioensayos.

Invernadero Tratamiento Tratamiento Pimiento (Var. Lechuga (var. Reina Apio (var.
invernadero laboratorio Sonar) Verde) Monterrey)
Repeticiones Repeticiones Repeticiones
B1 B1T1 A 10 17
BM -- --
T 9 17
B1T4 A 9 15
BM -- --
T 10 15
B1T5 A 10 9
BM 10 9
T 10 9
D DT1 A 10 16
BM 10 16
T 10 16
DT5 A 9 6
BM 9 6
T 9 6
G GT3 A 5 10
BM 5 10
T 5 10
B2 B2T1 A 16 16 15
BM 16 16 15
T 16 16 15
B2T2 A 18 16 17
BM 18 16 17
T 18 16 17
B2T5 A 22 16 15
BM 22 16 15
T 22 16 15
E1l E1T1 A 21 15
BM 21 15
T 21 15
E1T3 A 24 15
BM 24 15
T 24 15
E1T4 A = 15
BM 16 15
T 16 15
E1T5 A 16 15
BM -- 15
T 16 15
E2 E2T1 A 10 8 15
BM 10 8 15
T 10 8 15
E2T2 A 15 5 19
BM 15 5 19
T 15 5 19
E2T3 A 15 3 15
BM 15 3 15
T 15 3 15
E2T5 A 15 6 15
BM 15 6 15
T 15 6 15
E3 E3T1 T 10 10 10
E3T2 T 10 10 10
E3T3 T 10 10 10
E3T5 T 10 10 10

A: Autoclave a 120°C; BM: Bromuro metilo a 60 g m™; T: Testigo
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4.5 RESULTADOS Y DISCUSION

45.1 Ajuste de la técnica utilizada

4.5.1.1 Eleccidn del testigo de referencia

Una de las dificultades mayores que se presentan en un trabajo experimental sobre
fatiga del suelo es, sin duda, el establecimiento del testigo referente que proporcione el
desarrollo 6ptimo de la planta. Este aspecto es uno de los mas dificiles en agronomia.

Quizas no se conozcan las condiciones Optimas que permitan el mayor y mejor
desarrollo de cada uno de los cultivos. Prueba de ello son las continuas y abundantes
técnicas que tienden a incrementar la produccion vegetal. Por este motivo se ensayo
buscar unas respuestas repetibles en todos los ensayos. Para ello se tratd el suelo con
vapor de agua en autoclave, como se especifico anteriormente.

Estos resultados se obtuvieron utilizando suelos de dos invernaderos bien
diferenciados desde el punto de vista de los antecedentes de desinfeccion del suelo y con
diferente grado de expresion de los patdgenos Phytophthora sp. y Meloidogyne incognita.
Fueron los de los invernaderos B1T1, B1T4 y GT3 (Tabla 2). Mientras que en uno de
ellos se habia desinfectado anualmente durante los catorce afios anteriores con bromuro
de metilo, (muestras B1T1 y B1T4), el otro invernadero (G) llevaba 4 afios sin desinfectar
quimicamente y se cultivaba segun la normativa de agricultura ecolégica.

La aplicacion del tratamiento con vapor de agua en autoclave se realizd durante 1
hora a 120°C (se fracciond el tiempo de tratamiento: 30 minutos en cada desinfeccidn,
separadas 24 horas). Los resultados se muestran en la Figura 1. EI parAmetro medido fue
el peso seco de las plantas después de 60 dias de crecimiento.

OAutoclave B Suelo sin tratar

0,25

b

0,2

Peso g

0,1

e

BT1 BT4 GT3

0,05

Las magnitudes de las barras con lamisma letra en cadatratamiento no son significativamente diferentes (P>0.05)
Loscédigos BT1'Y BT4 corresponden a B1T1y B1T4 regpectivamente de laTabla 3.

Figura 1. Peso seco (g) de las plantas de pimiento crecidas sobre suelos de invernaderos no tratados y
tratados con vapor de agua.
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La Figura 1 proporciona una informacion clara, cualquiera que sea la muestra de
suelo: la respuesta a la desinfeccion con vapor de agua es positiva, evaluando el peso seco
de las plantas.

Por lo tanto, la desinfeccion en autoclave podria ser la referencia para comparar y
evaluar el efecto fatiga.

La Figura 1 permite un comentario adicional importante. Si se observa la muestra
GT3, que procede de un invernadero donde no se habia desinfectado en los 4 afios
anteriores y, enel cual hubieron un 78% de plantas muertas por Phytophthora sp. y en las
supervivientes se evalud la nodulacion de las raices por M. incognita con un indice 6,
segun la escala de Bridge y Page (1981) (Lacasa et al., 2002; Martinez et al., 2002;
Guerrero et al., 2002 y 2004). No hubo presencia de patdgenos durante el desarrollo del
ensayo Y las raices carecian de necrosis y nddulos.

Siendo esto asi, lo que se manifiesta es un suelo mucho menos productivo con
respecto a las otras dos muestras. Expresa, una fatiga del suelo. El efecto podria ser
debido a que no se utilizaban en el invernadero abonos de sintesis y llevaba 4 afios
abonando con materia organica, dado que se estaba haciendo la trasformacién a
produccion ecoldgica.

Una Ultima observacion es, que pese a la respuesta positiva obtenida con la
desinfeccion en autoclave, no se apreciaron necrosis y/o nodulaciones en las raices de las
plantas, procediesen éstas de la muestra tratada o sin tratar.

4.5.2 Seleccion de los parametros para evaluar el desarrollo de las plantas

Se evaluaron tres parametros: la altura, el peso seco de las plantas y la longitud
maxima de las hojas. Los resultados obtenidos para las muestras BT1, BT4 y GT3 se
presentan en las Figuras 2, 3 y 4 (altura y longitud de hojas), el peso seco se mostro en la
Figura 1.

O Autoclave W Suelo sin tratar

10

Altura cm

a

2
) _7
0

BT1 BT4 GT3

Las magnitudes de las barras con lamisma letra en cada tratamiento no son significativamente diferentes (P>0.05)

Figura 2. Altura (cm) de las plantas de pimiento crecidas sobre muestras de suelo no desinfectadas y
desinfectadas en autoclave.
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[ DAutoclave H Suelo sin tratar |
s b
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2,5

Longitud de hojas cm

15

1 a

" -_
0

BT1 BT4 GT3

Las magnitudes de las barras con lamisma letra en cada tratamiento no son significativamente diferentes (P>0.05)

Figura 3. Longitud (cm) de las hojas de plantas de pimiento crecidas sobre suelos no tratados y desinfectados en
autoclave.

Se puede comprobar que los tres pardmetros resultaron ser aceptables para evaluar
los efectos de fatiga, dada la respuesta a los tratamientos. Sin embargo, la longitud de las
hojas para la muestra BT1 y GT3 (Figura 4) aportd menor precision, por esta razén se
excluyé dicho parametro en los ensayos posteriores.

Los resultados obtenidos permitieron seleccionar como parametros para evaluar la
presencia de fatiga en las muestras de suelos, el peso seco y altura de las plantas al
finalizar los experimentos. De nuevo, en estos ensayos se reiteraba la observacion
experimental antes indicada que en ninguna de las muestras se observaron necrosis o
nodulos radiculares al finalizar los ensayos.
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[ @Autociave MmBromuro [ Suelo sin tratar OAutoclave W Bromuro [ Suelo sintratar

w
o
[=}

b

N
n
o
o
q

Alturacm
o
o
§

Peso seco g
o
o
¢

o
o

o
o

o

GT3 GT3

0 Autocl ave Il Bromuro [ Suelo sintratar

4,5

35

25

15

Longitud hojas cm

0,5

GT3

Las magnitudes de las barras con lamisma letra en cada tratamiento no son significativamente diferentes (P>0.05)

Figura 4. Altura, peso seco (g) y longitud maxima de las hojas después de tratar la muestra de suelo (GT3) en autoclave,
con bromuroy sin tratar.

4.5.3 Evaluacion de la fatiga en muestras de suelos de invernaderos comerciales

desinfectados por medios quimicos 0 no quimicos

En este apartado se recoge el comportamiento de muestras de suelo tomadas de
invernaderos con diferentes casuisticas: diferente antigiiedad de monocultivo, diferentes
tratamientos de desinfeccion y diferente presencia de patdgenos teltricos del pimiento. Se
estudio en muestras de los invernaderos codificados como B 1, Dy G (Tablas 1 y 2).

4.5.3.1 Evaluacion de la fatiga en relacion con los antecedentes culturales

El monocultivo ininterrumpido de pimiento alcanzaba desde los 15 (invernadero B
1) hasta los 6 afios (invernadero G). En lo referente a los tratamientos al suelo, desde la
desinfeccion con bromuro de metilo desde 15 afios atrds (invernadero B), practicamente
desde la implantacion del cultivo, hasta la no desinfeccién quimica en los ultimos 4 afios
(invernadero G). La presencia de los dos patdgenos edaficos méas importantes
(Phytophthora sp. y M. incognita) con diferente intensidad de expresion (invernaderos G
y B 1) hasta suausencia en los muestreos (invernadero D).

Las Figuras 5 y 6 resumen la respuesta de las muestras de los invernaderos B1, D y
G, sobre suelos tratados en autoclave que actia como referencia (testigo), con bromuro de
metilo, y suelos sin tratar en laboratorio.
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| O Autoclave (Testigo) BBromuro O Suelo sin tratar

10

Altura cm

BTS DT1 DTS

Las magnitudes de las barras con la misma letra en cada tratamiento no son significativamente diferentes (P>0.05)

Figura 5. Altura de las plantas de pimiento sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en autoclave, con
bromuro de metilo y sin tratar. Invernaderos B 1, D y G. DT1: desinfectado con bromuro de metilo en el invernadero;
DTS5, BT5y GT3 suelos no desinfectados en los invernaderos.

Foto 2. Plantas de pimiento sobre fracciones de suelo desinfectado en, de izquierda a derecha, autoclave, bromuro de
metilo y no desinfectado, del invernadero D, tratamiento de BM. (DT1).

Para ambos pardmetros aparece generalizada una respuesta positiva a los dos
tratamientos de desinfeccion y desde ese punto de vista podria pensarse en la existencia
del fendmeno de fatiga en las muestras. La Foto 2, aporta el efecto visual para apoyar los
resultados expresados en los histogramas. Pero algunas particularidades podrian ayudar a
matizar la valida generalizacion.

Las muestras del tratamiento GT3 del invernadero G presentaron un precario
desarrollo de las plantas en comparacion con las de los invernaderos B 1 y D. La razén
hay que buscarla, en las caracteristicas del suelo y en el hecho de no utilizar abono de
sintesis (seria el factor limitante) por practicar un cultivo ecolégico y enmendar solamente
con materia organica.
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Las magnitudes de las barras con lamisma letra en cada tratamiento no son significativamente diferentes (P>0.05)

Figura 6. Peso seco de las plantas de pimiento sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en autoclave,
con bromuro de metilo y sin tratar. Invernaderos B 1, D, G. DT1: desinfectado con bromuro de metilo en el
invernadero; DTS5, BT5y GT 3 suelos no desinfectados en los invernaderos.

En el invernadero D se tomaron dos muestras bien diferenciadas. La muestra DT5
recogida de una parte en la que no se habia desinfectado el suelo en los dos afios
anteriores, aunque los tratamientos con bromuro de metilo se habian practicado desde que
se implant6 el cultivo (Tabla 1). Y la DT1 donde si se habia desinfectado todos los afios
con bromuro de metilo. En dicho invernadero no se encontraron Phytophthora sp. ni M.
incognita y en la parte no tratada las mermas de produccion y la reduccion del desarrollo
de las plantas fueron superiores al 50% en el segundo afio de no desinfectar el suelo
(Lacasa et al., 2002; Guirao et al., 2004).

Las Figuras 5 y 6 muestran diferencias que podrian relacionarse en ausencia de
patdgenos, con el efecto reiterado de la desinfeccion con bromuro de metilo en el campo.
O lo que es complementario, la no reiteracion de la desinfeccién proporciona una
disminucion en el peso seco y alturas, que podria, sugerentemente, interpretarse como una
fatiga acumulativa en el sentido de cuanto menos se desinfecta el suelo mayores son las
mermas de produccién en ausencia de patdgenos conocidos e identificados. Una respuesta
comparable se obtiene de la muestra BT5, recogida del suelo de un invernadero que no se
habia desinfectado con bromuro de metilo en los dos ultimos afios y por ello comparable
con DT5, aunque la diferencia la estableceria la presencia de Phytophthora sp. y M.
incognita en el invernadero de procedencia, que no se manifestaron durante el desarrollo
del ensayo.

Los resultados muestran lo que ocurre en los invernaderos, confiriéndole al
procedimiento experimental un valor para interpretar lo que sucede en el campo.

En el siguiente experimento se evaluaron muestras procedentes del invernadero B 2
considerado como una repeticion del afio anterior (B 1). La muestra BT5 se repitid y
constituyo el nexo de unién con la campafia anterior. Los resultados se resumen en las
Figuras 7 y 8 para el peso seco y altura de las plantas. La fraccion de suelo codificada
como testigo en las graficas hace referencia a suelo sin tratar en laboratorio.

En la Foto 3 se aporta el apoyo visual en lo concerniente al tratamiento con
bromuro de metilo y en la Foto 4 a la desinfeccidn en autoclave.
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Las magnitudes de las barras con lamisma letra en cada tratamiento no son significativamente diferentes (P>0.05)

Figura 7. Altura de las plantas de pimiento sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en autoclave, con
bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Invernadero B 2. BT1: suelo desinfectado con bromuro de metilo en el
invernadero; BT2: desinfectado con Telone C-35 en el invernadero; BT5: no desinfectado.
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Las magnitudes de las barras con lamisma letra en cada tratamiento no son significativamente diferentes (P>0.05)

Figura 8. Peso seco de las plantas de pimiento sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en autoclave,
con bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Invernadero B 2. BT 1: suelo desinfectado con bromuro de metilo en
el invernadero; BT 2: desinfectado con Telone C-35 en el invernadero; BT5: no desinfectado.

Cualquiera que haya sido el tiempo trascurrido desde el ultimo tratamiento de
desinfeccién practicado en el suelo, el efecto de la desinfeccibn se hace notar
significativamente en el peso seco y altura de las plantas, confirmando los resultados del
experimento anterior. Sin embargo, en las muestras de suelos tratados, con los codigos
BT1 y BT2, hay una diferencia en los antecedentes.

Mientras en la campafia anterior en BT1 se aplicé bromuro de metilo en el campo,
en la BT2 se desinfecté con Telone C-35. Este hecho parece incidir en la respuesta a favor
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de la muestra BT2. En ninguno de los experimentos se observaron necrosis 0 nddulos
radiculares al finalizar.

Foto 3. Plantas de pimiento sobre fracciones de suelo desinfectado en el laboratorio con bromuro de metilo
(BM) (izquierda) y no desinfectado (T) (derecha), procedentes de unsuelo no desinfectado (BT5) del
invernadero B 2.

Foto 4. Plantas de pimiento sobre fracciones de suelo desinfectado en el laboratorio con autoclave (A)
(izquierda) y no desinfectado (T) (derecha), procedentes de unsuelo no desinfectado (BT5) del invernadero
B2

4.5.4 Evaluacion de la especificidad de la fatiga del suelo

Se utilizaron dos especies vegetales que se cultivan habitualmente en la Region de
Murcia. Lechuga (Lactuca sativa) de la familia de las compuestas y apio (Apium
graveolens) de las umbeliferas. Ambas han sido descritas en la literatura como ejemplos
susceptibles de expresar fatiga durante su cultivo (Bonnel y Bouhot, 1983; Messiaen et
al., 1991). Y en lechuga ha sido durante afios reiteradamente observada en la Region de
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Murcia, sin haber podido aislar en ningin caso a la bacteria Rhizomonas suberifaciens
asociada a los sintomas “Corky root” (Lacasa, 2009; comunicacion personal).

Los resultados obtenidos para los suelos de los invernaderos B, Dy G se presentan
en las Figuras 9 y 10 para el apio. La fraccion de suelo codificada como testigo en las
graficas hace referencia a suelo sin tratar en laboratorio.
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Las magnitudes de las barras con lamisma letra en cada tratamiento no son significativamente diferentes (P>0.05)

Figura 9. Altura de las plantas de apio sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en
autoclave, con bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Sobre suelo desinfectado con bromuro de
metilo (BT 1), biofumigado (BT4), no desinfectado (BT5), invernadero B 1. Suelo desinfectado con
bromuro de metilo (DT 1), no desinfectado (DT5), invernadero D. Suelo no desinfectado, invernadero G.
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Las magnitudes de las barras con la misma letra en cada tratamiento no son significativamente diferentes (P>0.05)

Figura 10. Peso seco de las plantas de apio sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en
autoclave, con bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Sobre suelo desinfectado con bromuro de
metilo (BT 1), biofumigado (BT4), no desinfectado (BT5), invernadero B 1. Suelo desinfectado con
bromuro de metilo (DT 1), no desinfectado (DT5), invernadero D. Suelo no desinfectado, invernadero G.
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Los resultados muestran: por un lado, que los mejores resultados en peso seco y
altura de plantas se obtienen para las fracciones de las muestras del suelo sin ningun
tratamiento de desinfeccion en el laboratorio. Esto sugiere una cierta especificidad de la
fatiga para el pimiento y por otro lado permite poner de manifiesto la existencia de la
fatiga en los suelos con monocultivo de pimiento. Por otro lado, la respuesta negativa de
la planta ante la desinfeccion, cualquiera que ésta fuere: fisica (autoclave) o quimica
(bromuro de metilo). Ante este hecho se introdujo la lechuga en los experimentos para
valorar esta sugerente especificidad. En la muestra del invernadero G (GT3) el factor
limitante sigue expresandose al igual que en los ensayos con pimiento, pero dicho factor
no interfiere en el sentido de que la desinfeccion incide negativamente sobre el apio.

Los suelos recogidos en el invernadero B 2 se evaluaron con ambas especies y uno
de ellos (BT5) fue repetido. Los resultados concernientes al apio se recogen en las Figuras
11 y 12 (la fraccion de suelo codificada como testigo en las gréaficas hace referencia a
suelo sin tratar en laboratorio) y su visualizacion en la Foto 5. En estos suelos se
reproduce el mismo efecto, lo que permite corroborar los ensayos con los anteriores
suelos y también las especulaciones realizadas con ellos.
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Las magnitudes de las barras con lamisma letra en cada tratamiento no son significativamente diferentes (P>0.05)
Figura 11. Altura de las plantas de apio sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en autoclave, con

bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Sobre suelo desinfectado con bromuro de metilo (BT1), desinfectado
con Telone C-35 (BT2), y no desinfectado (BT5). Invernadero B 2.
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Foto 5. Plantas de apio sobre fracciones de suelo desinfectado en el laboratorio en autoclave (A) y no
desinfectadas (Testigo). Invernadero B 2 suelo desinfectado con Telone C-35.
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Figura 12. Peso seco de las plantas de apio sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en autoclave, con
bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Sobre suelo desinfectado con bromuro de metilo (BT1), desinfectado
con Telone C-35 (BT2) y no desinfectado (BT5). Invernadero B 2.

Los resultados concernientes a la lechuga se resumen en las Figuras 13 y 14 y la
imagen ilustrativa en la Foto 6.

Sirven para confirmar la especificidad de la fatiga del suelo ocasionada por el
monocultivo del pimiento que se detectdé con el apio. Refuerza, ademas, que la
desinfeccién de las muestras es contraproducente para incrementar el tamafio de las
plantas en los ensayos.

Una observacion experimental adicional, que reitera los resultados con pimiento,

fue la ausencia en las raices de las plantas de necrosis y/o nddulos al final de los ensayos.
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Figura 13. Altura de las plantas de lechuga sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en autoclave, con
bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Sobre suelo desinfectado con bromuro de metilo durante 16 afios (BT 1),

desinfectado con Telone C-35 (BT2), no desinfectado (BT5). Invernadero B 2.
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Figura 14. Peso seco de las plantas de lechuga sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en autoclave,
con bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Sobre suelo desinfectado con bromuro de metilo durante 16 afios

(BT1), desinfectado con Telone C-35 (BT2), no desinfectado (BT5). Invernadero B 2.
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Foto 6. Plantas de lechuga sobre la fraccion del suelo desinfectado en el laboratorio con bromuro de metilo
(BM), testigo (T) y autoclave (A). Invernadero B 2. Suelo desinfectado con Telone C-35 (BT2).

Los experimentos presentados hasta ahora permiten varias reflexiones:

a) La fatiga del suelo debida a la reiteracion del cultivo del pimiento en el Campo
de Cartagena se ha comprobado experimentalmente, correspondiéndose dicho fendmeno
al observado por Lacasa et al. (2002) y Guerrero et al. (2004) en los invernaderos de los
agricultores.

b) La fatiga detectada desaparece en el suelo, cuando se desinfecta en el laboratorio
con vapor de agua o con bromuro de metilo. Los experimentos en condiciones
controladas muestran correspondencia con lo que ocurre en los invernaderos de los
agricultores.

c) La fatiga detectada es especifica para el pimiento y no se expresa con plantas de
lechuga y apio. La desinfeccion de las muestras de suelo en autoclave o con bromuro de
metilo, dan lugar a plantas con un menor desarrollo que las obtenidas en el suelo de
pimiento con fatiga sin tratamiento alguno.

d) Todo parece indicar que la fatiga de las muestras de los suelos estudiados pudiese
tener un origen microbioldgico, como se mencionaba en la introduccion para el apio,
tomate, freson, etc. Este aspecto ha sido corroborado por la observacion de los sistemas
radiculares de las plantas de los ensayos, en las que no se apreciaron necrosis 0 nodulos,
pese a proceder algunas muestras de suelos muy infectados con Phytophthora sp. y M.
incognita.

Estas especulaciones experimentales permitieron plantear la investigacién que se
discute en los apartados siguientes. Admitiendo ademas, la pregunta: ¢Podrian otras
intervenciones en el suelo diferentes a la desinfeccion quimica o fisica hacer desaparecer
elefecto fatiga?
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455 Evaluacion de la fatiga en muestras de suelos de invernaderos con ensayos de

desinfeccién por medios no quimicos

En la revision bibliografica realizada en la introduccion se ha recogido la
importancia de la materia organica como “factor limitante” componente de la fatiga de los
suelos. ;Podria el uso de materia organica emular el “efecto bromuro”?;Estaria esa
materia orgénica en el origen del fendmeno de fatiga? Se plantearon ensayos que
permitieran aportar informacion al respecto, antes de asignar a la fatiga especifica,
detectada en los pimentonares del Campo de Cartagena, una causalidad estrictamente
microbiol6gica, como sugieren los apartados anteriores.

Los ensayos se llevaron a cabo con muestras de suelos tomadas en invernaderos
donde se comparaba el efecto de la biofumigacion+solarizacion (biosolarizacién) en
comparacion al bromuro de metilo, reiterando la primera en afios consecutivos (Tabla 2).

45.6 Evaluacion de la fatiga y su relacion con tratamientos de desinfeccion

utilizando materia organica

La materia orgénica utilizada fue estiércol fresco (poco descompuesto) de oveja 'y
gallinaza. El procedimiento de aplicacion fue una biosolarizacion: aplicacion de
solarizacion afadiendo al inicio del proceso diferentes cantidades de la materia organica
poco descompuesta.

Se evaluaron las muestras de suelo del invernadero E 1 de las parcelas de los
tratamientos ET1 y ET3. ET1 que habia sido tratada en el campo con bromuro de metilo
durante los 2 afios anteriores y el tratamiento se repitié antes de recoger la muestra. Y
ET3 que durante dos cultivos anteriores no habia recibido ningun tratamiento el suelo,
siendo enmendado al comenzar la campafia con materia orgénica y solarizacion (7 kg m?
de estiércol fresco de oveja mas 3 kg m de gallinaza, es decir unas 100 t ha'!) (Tabla 2).

Los resultados, presentados en las Figuras 15 y 16 para la altura de las plantas y el
peso seco ponen en evidencia que ambas muestras responden de una manera semejante y
muy préxima a las muestras de suelo estudiadas en los apartados anteriores (invernadero
B y D) pese a tener una antigiiedad para el cultivo muy diferente. Por otro lado, las
respuestas de ambos tratamientos al suelo son muy préximas, indicAndonos que tanto el
bromuro de metilo como la biosolarizacion parecen tener un mismo efecto para disminuir
la fatiga del suelo. Sin embargo, hay una pequefia diferencia que merece ser subrayada:
en la Figura 15 la altura de las plantas se equipara para ambos tratamientos (vapor de
agua en autoclave y bromuro de metilo) sugiriendo que en el tratamiento con
biosolarizacion la materia organica puede estar actuando como promotora del
crecimiento. En cualquier caso en general, las muestras tratadas con bromuro no alcanzan
el mismo efecto que el vapor de agua, permitiendo asi tomarlo como testigo éptimo. En
ninguna de las muestras se apreciaron podredumbres o nédulos en las raices al finalizar
los ensayos, ni signo alguno de parasitismo.
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Figura 15. Altura de las plantas de pimiento sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en autoclave, con
bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Invernadero E 1. Tratamientos ET1: suelo desinfectado con bromuro de
metilo; ET3: suelo biosolarizado 1 afio; ET4: suelo biosolarizado 2 afios; ET5: suelo biosolarizado 3 afios.
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Figura 16. Peso seco de las plantas de pimiento sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en autoclave,
con bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Invernadero E 1. Tratamientos ET1: suelo desinfectado con
bromuro de metilo; ET 3: suelo biosolarizado 1 afio: ET4: suelo biosolarizado 2 afios; ET5: suelo biosolarizado 3 afios.

Las muestras de suelos diferentemente tratados en ese mismo invernadero (E 2) al
afio siguiente, fueron evaluadas por el mismo procedimiento. La muestra codificada como
ET1 corresponde al suelo no tratado en las 4 campafias anteriores; la codificada como
ET2 habia sido desinfectada con bromuro de metilo en las 4 campafas previas; la
sefialada como ET3 no se desinfectaron durante 2 campafas y en las 2 Gltimas se habia
biosolarizado, habiendo recibido el tratamiento previo a la recogida de muestras con 5 kg
m? de estiércol fresco de oveja mas 2,5 kg m? de gallinaza (75 t ha'! de materia
organica). Por ultimo, la denominada ET5 en los 4 afios de monocultivo de pimiento,
durante el primero no se trat6 el suelo y en los tres siguientes se biosolarizé, utilizando en
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la campafia en la que se recogieron las muestras 3 kg m de estiércol fresco de oveja mas
1,5 kg m? de gallinaza (45 t ha* de materia orgéanica).

Los resultados se resumen graficamente en las Figuras 17 y 18. A partir de ellos
algunos comentarios son necesarios.

En las muestras sin tratar se pone en evidencia que las alturas y pesos secos de las
plantas tienen magnitudes muy parecidas, incluyendo la muestra no desinfectada en los
cuatro afios anteriores.

Si se compara, en lo concerniente a la desinfeccion del suelo, con el invernadero G
(Figuras 5 y 6) pareceria como si en estos suelos la fatiga se expresase con menor
intensidad o, incluso, como si no existiese dicha fatiga. Sin embargo, los tratamientos de
desinfeccién realizados sobre las muestras tienen una respuesta positiva, tanto para el
peso seco como para la altura y ello estaria indicando un cierto nivel de fatiga. En la
muestra ET5, biosolarizada durante 4 afios, se comprueba que la mejor respuesta se
obtendria con la desinfeccion a base de bromuro de metilo. ¢;Significaria este hecho que
estos suelos tienen unas caracteristicas que permiten actuar al bromuro de metilo con
mayor eficacia? ¢Podria suponerse que el bromuro de metilo deja en estos suelos una
fraccion de la microbiota favorable al desarrollo de las plantas y el vapor de agua no?
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Figura 17. Altura de las plantas pimiento sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en autoclave, con

bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Invernadero E 2. Tratamientos ET 1: suelo no desinfectado; ET2: suelo
desinfectado con bromuro de metilo; ET3: biosolarizado 2 afios; ET5: biosolarizado 4 afios.

111



Capitulo 4. Caragteristicas de la fatiga del suelo

O Autoclave B Bromuro O Testigo

0,14

0,12 b

o
o
(o5}
|
<)
o

o
[=)
&

Peso seco g

(=}
[=)
i

0,02 +— —

ET1 ET2 ET3 ET5

Las magnitudes de las barras con lamisma letra en cada tratamiento no son significativamente diferentes (P>0.05)

Figura 18. Peso seco de las plantas pimiento sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en autoclave, con
bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Invernadero E 2. Tratamientos ET1: suelo no desinfectado; ET2: suelo
desinfectado con bromuro de metilo; ET 3: biosolarizado 2 afios: ET5: biosolarizado 4 afos.

Lo cierto es que no podrian asumirse diferencias entre el suelo no tratado (ET1) y
elresto en lo que concierne al nivel de fatiga, aunque es evidente que ésta existe y da una
respuesta positiva con respecto a los tratamientos de desinfeccion, pero la dimension de la
respuesta no permite una discriminacion clara entre el suelo ET1 (sin tratar en los 4 afios
anteriores) y los tratados ET2, ET3 y ET5 por este tipo de experimentos. Es mas,
obsérvese como en el suelo con més afios de biosolarizacion (ET5) la respuesta de la
muestra al tratamiento con vapor es equiparable a la muestra no tratada (Figuras 17 y 18).
¢Podria significar este hecho una mejor actividad del bromuro de metilo en presencia de
una mayor cantidad de materia organica? Véase como en el suelo ET5 la altura de las
plantas muestra esa misma tendencia.

Estas preguntas basadas en las diferencias establecidas en los experimentos
contrastados en condiciones controladas, motivaron una evaluacion del método para los
tratamientos realizados en campo. En esencia se pretendia comprobar si la biosolarizacion
era capaz de eliminar la fatiga con una dimensidn equiparable a la medida para el
bromuro de metilo.

Las muestras estudiadas se recogieron del suelo del mismo invernadero de las que
procedian las tomadas en campafias anteriores E 3, con algunas variantes. Las muestras se
tomaron después de los tratamientos de desinfeccion y antes de la plantacion. La muestra
ET1 que no se habia tratado en las 4 campafias anteriores, se biosolarizé (Tabla 2) con 95
t ha' de materia organica fresca; la ET2 recibia su quinto afio de desinfeccién con
bromuro; la ET3 que no se habia desinfectado durante los tres primeros afios recibia su
tercera biosolarizacion (60 t ha' de materia organica) y la ET5 entraba en su quinta
desinfeccion con biosolarizacion, que se practicaba disminuyendo, anualmente, la
cantidad de materia organica, aportando 25 t ha™* de la misma materia organica que para
ET1 y ET3 (mezcla de estiércol fresco de oveja y gallinaza).

Los resultados se presentan en las Figuras 19 y 20 para altura y peso seco de las
plantas.
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Figura 19. Altura de las plantas de pimiento sobre suelo biosolarizado un afio (ET1), desinfectado con bromuro de
metilo cinco afios (ET2), biosolarizado 3 afios (ET3), biosolarizado 5 afios (ET5). Invernadero E 3.

0,45

o

0,4 b

0,35

o
w

0,25

o
[N

Peso seco g

0,15

0,1

0,05

ET1 ET2 ET3 ET5

Lasmagnitudes de las barras con lamisma letrano son significativamente diferentes (P>0.05)

Figura 20. Peso seco de las plantas de pimiento sobre suelo biosolarizado un afio (ET1), desinfectado con bromuro de
metilo cinco afios (ET2), biosolarizado 3 afios (ET 3), biosolarizado 5 afios (ET5). Invernadero E 3.

La primera constatacion es que las muestras ET1 (primer afio de biosolarizacién) y
la ET5 (quinto afio de biosolarizacion) fueron comparables a la ET2 (quinto afio de
desinfeccion con bromuro de metilo), en cuanto al peso seco. Estos resultados siguen la
misma tonica que lo encontrado en las muestras del afio anterior cuyas fracciones fueron
evaluadas en condiciones controladas. Ademas, corresponden con los obtenidos para los
mismos pardmetros y para la produccion final en los invernaderos experimentales, dond e
no se encontraron diferencias (Guerrero et al., 2004). La diferencia se presenta con la
muestra ET3, que en la evaluacion del peso seco y altura de las plantas en cadmara fue
menor significativamente. Este hecho no se ve reflejado en los ensayos en camara de las
muestras evaluadas en condiciones controladas y procedentes de los ensayos del afio
anterior (Figuras 17 y 18) donde Guerrero et al. (2004) encontraron una respuesta
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comparable con la reiteracion del bromuro de metilo (ET2) para los parametros de altura
y de la produccién comercial.

Hay que reiterar que en los experimentos no se apreciaron nddulos radiculares,
pese a que en los suelos estuviera presente M. incognita. Tampoco ningun signo de
parasitismo.

Los experimentos presentados en los invernaderos experimentales vuelven a poner
en evidencia el fendmeno de la fatiga, pese a los pocos afios de reiteracion del cultivo. Sin
embargo, este fendmeno es menor que en los suelos de los invernaderos de los
agricultores. VVéase para ello los valores del testigo en el campo (4 afios sin desinfeccion)
en las Figuras 9 y 10. Atendiendo al papel de la materia organica con solarizacion el
efecto es comparable al de la reiteracion del bromuro de metilo, emulando su accién al
tamponizar el efecto fatiga.

Pese a que los métodos de desinfeccion de las muestras son diferentes, ambos
crean una disminucién equiparable de la microbiota fungica (Yélamos et al., 2002;
Martinez et al., 2009 y 2011) y desde esta Optica la desinfeccion con materia organica no
aporta mas explicacion que la coincidente con la desinfeccion con bromuro de metilo: la
fatiga tendria un caracter microbioldgico. Esta observacion no estad avalada por la
aparicion de signos de parasitismo en las raices como se ha descrito para el apio, el
esparrago o el tomate. ;Podria especularse, entonces, con alguna toxina microbiana o con
alguna alelopatina?

4.5.7 Evaluacion de la especificidad de la fatiga en suelos biosolarizados

Habiendo detectado la especificidad en las muestras de suelo recogidas en los
invernaderos de los agricultores al utilizar plantas de apio y de lechuga, cabria
preguntarse: ¢ variaria tal especificidad al introducir materia organica en el proceso de
desinfeccion del suelo?

Para estos experimentos se siguié la misma ordenacion que para evaluar la fatiga
con pimiento.

Las muestras recogidas en el invernadero E1, se comportaron en relacion al apio
como se presenta en las Figuras 21 y 22 yen la Foto 7.

™

Foto 7. Plantas de apio sobre fracciones de suelo desinfectadas en el laboratorio, de izquierda a derecha, no
desinfectada (T), desinfectada con bromuro de metilo (BM)y en autoclave (A). Invernadero E 1.
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Figura 21. Altura de las plantas de apio sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en
autoclave, con bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Invernadero E 1. Tratamientos ET1: suelo
desinfectado con bromuro de metilo; ET 3: suelo biosolarizado 1 afio; ET4: suelo biosolarizado 2 afios; ET5:
suelo biosolarizado 3 afios.
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Figura 22. Peso seco de las plantas de apio sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en
autoclave, con bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Invernadero E 1. Tratamientos ET1: suelo
desinfectado con bromuro de metilo; ET 3: suelo biosolarizado 1 afio; ET4: suelo biosolarizado 2 afios; ET5:
suelo biosolarizado 3 afios.

Tanto la muestra procedente de una parcela desinfectada con bromuro de metilo
(ET1), como la que habia recibido tratamiento de biosolarizacion (ET3), con 100 t ha™* de
materia organica poco descompuesta mostraron una respuesta similar a las que se
recogieron de los invernaderos de los agricultores (ver Figuras 11, 12 y otras). Las
desinfecciones de suelo no favorecen el desarrollo del apio y lo que aqui mas importa, la
muestra de suelo sin tratar es donde mayor altura y peso seco alcanzan las plantas,
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confirmando la validez del método utilizado y la especificidad de la fatiga. Evidenciando,
en consecuencia, que la materia organica no parece interferir en la ordenacién, pero si en
la magnitud de la respuesta, menor para la materia organica.

Cuando se ensayé con los suelos tomados en las parcelas elementales de los
tratamientos realizados en el invernadero E 2 los resultados para la altura y el peso seco
de las plantas de apio (Figuras 23 y 24), vinieron a corroborar lo encontrado en el ensayo
de la camparia precedente en ese mismo invernadero E 1.
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Figura 23. Altura de las plantas de apio sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en
autoclave, con bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Invernadero E 2. Tratamientos ET1: suelo no
desinfectado; ET2: suelo desinfectado con bromuro de metilo; ET 3: biosolarizado 2 afios; ET5:
biosolarizado 4 afos.
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Figura 24. Peso seco de las plantas de apio sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en
autoclave, con bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Invernadero E 2. Tratamientos ET1: suelo no
desinfectado; ET2: suelo desinfectado con bromuro de metilo; ET 3: biosolarizado 2 afios; ET5:
biosolarizado 4 afios.
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El suelo no tratado durante las cuatro campafias anteriores (muestra ET1) es el que
mejor respuesta da. Se confirma, y esto es lo importante, lo ensayado con los suelos
procedentes de los invernaderos comerciales: la especificidad de la fatiga.

Parece paradojico que los suelos desinfectados con biosolarizacion (ET3 y ET5)
den una respuesta peor que los tratados con bromuro de metilo y que los no tratados (ET2
y ET1). Sobre todo si se tiene en cuenta que la “roya de las raices” del apio causada por
Fusarium oxysporum, y considerada un fenomeno de fatiga del suelo, se resuelve mejor
con un tratamiento de enmienda a base de materia organica que desinfectando con
bromuro de metilo (Messiaen et al., 1991).

Si consideramos que cuanto mas completa es la fraccion biologica del suelo (ET1)
mayor es la produccion del apio y mayor la fatiga especifica para el pimiento, y si
suponemos que las desinfecciones ensayadas producen diferentes grados de eliminacion
de la microbiota telUrica, como indican Martinez et al., (2009), podriamos decir que las
plantas de apio estarian indicando que la biosolarizacion elimina una parte de la
microbiota que no elimina el testigo o el tratamiento con bromuro de metilo.

Por otro lado estaria indicando como la biosolarizacion puede tener un efecto
contrario al esperado en lo concerniente al vigor (peso y altura de las plantas) sugiriendo
un proceso de desinfeccion semejante al proporcionado por el bromuro de metilo o el
vapor de agua.

En conclusion, las muestras recogidas en el invernadero E 2 corroboran la
especificidad de la fatiga para el pimiento, al tiempo que vuelven a confirmar la ausencia
en las raices de cualquier signo de parasitismo.

Los ensayos para evaluar la especificidad de la fatiga del suelo utilizando lechuga
y aprovechando las indicaciones dadas por el apio, se realizaron sobre las muestras de
suelo del invernadero E 2.

Las Figuras 25, 26 y la Foto 8 resumen los resultados. Resultados que permiten
reiterar nuevamente, cOmo las muestras no tratadas proporcionan un mejor peso Yy altura
de plantas exceptuando, por igualar los resultados, las desinfectadas con bromuro de
metilo, difiriendo asi de los resultados obtenidos para los invernaderos de los agricultores
(Figuras 13 y 14). Pese a ello, son indicadores validos para la medicion de la
especificidad de la fatiga de los suelos.
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Figura 25. Altura de las plantas de lechuga sobre fracciones de suelos desinfectados en laboratorio en
autoclave, con bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Invernadero E 2. Tratamientos ET1: suelo no
desinfectado; ET2: suelo desinfectado con bromuro de metilo; ET 3: biosolarizado 2 afios; ET5:
biosolarizado 4 afios.
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Figura 26. Peso seco de las plantas de lechuga sobre fracciones de suelos desinfectados en el laboratorio en
autoclave, con bromuro de metilo y no desinfectadas (testigo). Invernadero E 2. Tratamientos ET1: suelo no
desinfectado; ET2: suelo desinfectado con bromuro de metilo; ET3: biosolarizado 2 afios; ET5: biosolarizado 4 afios.
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Foto 8. Plantas de lechuga sobre suelo, de izquierda a derecha: sin desinfectar, desinfectado con bromuro de
metilo y en autoclave. Invernadero E.

Dos observaciones mas parecen pertinentes. Por un lado, como se detectd con los
ensayos de fatiga con pimiento y en los ensayos con apio, estos suelos tienen un
comportamiento diferente. Observando la muestra ET1 que no habia recibido ningln
tratamiento de desinfeccion en los tres afios anteriores, vemos que da una respuesta
equiparable a los tratados con diferentes procedimientos de desinfeccién (ET2, ET3 y
ET5). Este hecho pone en evidencia, como se ha sugerido anteriormente, que el problema
de fatiga puede estar supeditado a cada tipo de suelo y a su historia.

La segunda observacion es que la planta indicadora puede dar lugar a respuestas
diferenciales importantes, influyendo como tal el detectar el fendmeno de fatiga y evaluar
su importancia. Comparando visualmente las Figuras 23 y 24 con las Figuras 25 y 26 las
disidencias mas manifiestas ocurren para las muestras ET3 y ET5. La lechuga se
desarrolla mas y mejor que el apio y las diferencias son menores entre muestras. Estas
observaciones corroboran las presentadas por Bouhot et al. (1979c) que obtienen
diferente expresion de la fatiga con apio en comparacion con perejil y escarola, especies a
las que excluyen de sus experimentaciones.

Esta segunda parte realizada sobre muestras de suelo procedentes de un
invernadero experimental con cuatro afios de monocultivo de pimiento y con diferentes
tratamientos de desinfeccion, incluyendo la solarizacion con materia organica, sugiere
que:

1- La fatiga del suelo existe aunque sea menor la reiteracion en el tiempo del
monocultivo. ElI fendmeno se expresa con menor intensidad en el invernadero
experimental que en algunos invernaderos de los agricultores. Esto parece
sugerir que cada tipo de suelo y el manejo del monocultivo pueden tener una
dimension diferente de la fatiga.

2- La fatiga se manifiesta como especifica para el pimiento. La utilizacion de
lechuga y apio como plantas indicadoras pone en evidencia el desarrollo méas
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vigoroso de estas especies en muestras de suelos no desinfectados que en las
tratadas.

3- La desaparicion del efecto fatiga con las desinfecciones practicadas parece
sugerir que tiene un origen microbiolégico. Pese a esta evidencia, en los ensayos
no se han encontrado signos visuales del parasitismo en las raices. Sin embargo,
no es posible excluir la accion de micotoxinas y este aspecto deberia ser
investigado en el futuro. Tampoco parece razonable descartar la posible accion
de sustancias alelopaticas, emitidas por el propio pimiento, y cuya actividad
fuese desnaturalizada por los tratamientos de desinfeccion ensayados.

4- Los efectos de la fatiga son anulados tanto por la desinfeccion quimica
(oromuro de metilo) como por la biosolarizacion (materia organica
fresca+solarizacion). No se han encontrado evidencias sobre que la materia
orgénica tenga un papel diferente sobre la neutralizacion de la fatiga que el que
se obtiene con la desinfeccion quimica. Sin embargo, el cambio de las
condiciones fisico-quimicas del suelo biosolarizado es manifiesto y su valor
agronomico debera ser evaluado.

5- El “método sintético” utilizado para evaluar la fatiga ha tenido una
correspondencia con lo que ocurre en el invernadero. Este aspecto tiene un gran
interés puesto que uno de los valores de estos trabajos es que se ajusten a la
realidad existente en el invernadero.

4.6 CONCLUSIONES

- El método experimental utilizado y los pardmetros medidos para evaluar el
efecto de la fatiga parecen adecuados para los suelos de los invernaderos de pimiento del
Campo de Cartagena.

- La componente microbiologica parece ser la responsable de la depresion
vegetativa de las plantas y de la reduccion de la produccion de pimiento observada en la
mayor parte de los invernaderos en los que se reitera el monocultivo.

- La mejora de las caracteristicas fisicas del suelo por el aporte de materia
organica durante el proceso de desinfeccidn por biosolarizacion podria explicar el efecto
de reduccion de fatiga en algunos invernaderos.

- La fatiga se muestra especifica para el pimiento, por lo que la rotacién cultural
con otras especies podria paliar sus efectos.
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5 BIOSOLARIZACION PARA LA DESINFECCION DE LOS
SUELOS DE LOS INVERNADEROS DE PIMIENTO DEL CAMPO
DE CARTAGENA

5.1 ANTECEDENTES E INTRODUCCION

5.1.1 Biosolarizacion, biodesinfeccion

La biosolarizacion se puede definir como la combinacion de la biofumigacion y
la solarizacion o como la solarizacion con la adicion al suelo de restos organicos antes
iniciarse el proceso hidrotérmico. En ese contexto ha sido definida y utilizada por Ros et
al. (2008) para el control de patdgenos del suelo en cultivos de pimiento en invernadero.
La biofumigacion se basa en los efectos de los gases de la biodescomposicion de las
enmiendas organicas y restos vegetales en el suelo (Bello et al., 1997), sobre los
patdgenos y fitoparasitos teldricos. Este método de actuacion sobre el suelo se
denomind, inicialmente, ‘“biological fumigation” (Kirkegaard et al., 1993a) y
posteriormente “biofumigation” (Kirkegaard et al., 1993b; Matthiessen y Kirkegaard,
2006; Agnus et al., 1994). Los autores sefialaron mas tarde que la biofumigacion se
refiere a la accion de las Brassicaceae, bien en rotacion de cultivos o utilizadas como
abonos verdes sobre los organismos fitoparasitos y patdgenos que colonizan el suelo
(Kirkegaard y Sarwar, 1998).

Los compuestos liberados en la descomposicion de algunas brasicas tienen
efectos insecticidas, fungicidas, nematicidas, bactericidas y herbicidas (Brown y Morra,
1997; Kirkegaard y Sawar, 1998). La eficacia desinfectante depende tanto de la especie
de brasica como de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo (Kirkegard, 2009) y
del estado epidemiologico del organismo o la enfermedad a controlar (Motisi et al.,
2010). También se han descrito efectos biofumigantes similares por la descomposicion
de vegetales de otras familias botanicas, de estiércoles de origen animal o urbano, de co-
productos industriales, etc., tanto solidos como liquidos (Bello et al., 2000, 2004;
Piedra-Buena et al., 2007; Santos et al., 2008).

La solarizacion se define como el proceso hidrotermal que supone el
calentamiento del suelo humedecido por la radiacion incidente y los efectos que el
calentamiento tiene sobre los organismos fitoparasitos y patdgenos del suelo (Katan,
1981). ElI método se muestra muy dependiente de las condiciones climaticas (Chellemi
et al., 1994; 1997) y su eficacia depende de la cantidad de radiacion incidente y también
de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, asi como del estado evolutivo del
organismo y de la situacion epidemioldgica de la enfermedad.

La combinacién de la solarizacién con la biofumigacion muestra efectos
sinérgicos de los dos métodos aplicados por separado (Katan, 2005). Asi, el sellado del
suelo con el plastico durante el proceso de solarizacion no solo contribuye a calentar
mas el suelo sino que retiene los gases de la descomposicidén de los aportes organicos
(Gamliel et al., 2000; Oka, 2010). Pero si el humedecimiento del suelo realizado para la
solarizacion alcanza niveles de saturacién, en el proceso de descomposicion de la
enmienda organica, ademas de los gases liberados se produce anaerobiosis que afecta a
fitoparasitos y patdgenos (Block et al., 2000).
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La anaerobiosis se acetla cuando se utilizan plasticos impermeables a los gases
(Virtually inpermeable film, VIF) para sellar el suelo. A esta forma de desinfeccion la
denominaron Block et al., (2000) como “desinfeccion bioldgica de suelos” (biological
soil disinfestation, BSD) y en los mismos términos se expresan Goud et al. (2004) y
Messiha et al. (2007).

En el suelo sellado, humedecido y con enmiendas organicas en descomposicion
se producen procesos de reduccion por lo que algunos autores como Yossen et al.,
(2008) han denominado al método de desinfeccion como “esterilizacion reductiva del
suelo” (soil reductive sterilization SRS) o “desinfeccion reductiva del suelo” (reductive
soil disinfestation, RSD) (Katase et al., 2009). Se trata en definitiva de poner un mayor
énfasis en las condiciones de anaerobiosis como el mecanismo principal de actuacion
del método, identificAndolo siempre como una forma de desinfeccion (Butler et al.,
2012).

Los mecanismos que intervienen en la biodesinfeccion no se han puesto
claramente de manifiesto, pero se han asociado a la generacién de compuestos volatiles
(&cidos acético, butirico, propidnico, etc.), a la falta de oxigeno, a la liberacion de
compuestos toxicos como el amoniaco o el &cido nitroso (Tenuta y Lazarovits, 2002,
2004, Arriaga et al., 2011).

Coinciden la mayor parte de los autores en que el efecto de la materia organica
(biofumigacion) es mayor si se cubre el suelo con plastico y se humedece el suelo
(solarizacién), y también coinciden en el amplio espectro de accion de este método de
desinfeccion (Chellemi y Rosskopf, 2004; Wang y McSorley, 2008; Wang et al., 2006).

Dado que el efecto de la enmienda organica no se limita solo a la generacion de
compuestos que inciden sobre patdgenos fangicos o nematodos fitoparasitos (similar a
otros compuestos quimicos de la desinfeccion quimica), sino que aporta nutrientes al
suelo, que son aprovechados por microorganismos saprofitos y por las plantas, el
MBTOC (2007), en el informe del afio 2006, propuso denominar “biodesinfeccion”
(“biodisinfestation”) a la combinacién de la biofumigacién y la solarizacién o a la
solarizacion con enmiendas organicas, como método de desinfeccidn del suelo.

Una parte de la microbiota que se ve favorecida por la incorporacion de la
materia organica y que sobrevive a la accion de la biodesinfeccion, puede actuar como
antagonista de los patégenos o paréasitos del suelo, favoreciendo la supresividad del
suelo para la manifestacion de las enfermedades o alteraciones que éstos producen en
los cultivos. Bonanomi et al. (2010) recopilan la informacion sobre los efectos de las
enmiendas organicas utilizadas como biofumigantes sobre los hongos y Oka (2010)
sobre los nematodos, siendo la microbiota la componente principal de la supresividad.

Cualquiera de los términos vienen a reflejar el avance en el conocimiento de los
mecanismos que intervienen en el proceso, para explicar los efectos que la integracion
préctica de los conceptos originarios de la solarizacion y la biofumigacion ejercen sobre
los parasitos y patdgenos del suelo. Se podria decir que la biosolarizacion o
biodesinfeccion es el inicio de la integracion de métodos o técnicas para el manejo de
las enfermedades producidas por organismos del suelo, inicialmente basada en hechos
empiricos.

5.1.2 Biosolarizacion en invernaderos de pimiento del Campo de Cartagena.

Ensayos preliminares

Sobre la base de los estudios sobre solarizacion realizados en pimiento por Cenis
(1986) y Cenis y Fuchs (1988) en el Campo de Cartagena, y la de las experiencias sobre
biofumigacidn realizadas en otros paises (Kirkegard et al., 1993 a,b; Agnus et al., 1994;
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Kirkegard y Sarwar, 1998, etc.) o la utilizacién de enmiendas organicas para el control
de patdégenos edaficos (Kim et al., 1996a, 1996b, etc.), en la campafa agricola 1997-
1998 se iniciaron los primeros ensayos de biofumigacion+solarizacion en los
invernaderos de pimiento del Campo de Cartagena, tratando de aunar las ventajas de
ambas fomas de intervencidn sobre el suelo y de reducir sus deficiencias.

En los primeros ensayos se utilizo estiércol fresco de ovino mezclado con
gallinaza (proporcion 7:3) como enmienda biofumigante y se orientaron a:

a) Determinar la eficacia en el control de los patdgenos principales (Phytophthora
spp. Yy Meloidogyne incognita), de las malas hierbas, los efectos sobre el
desarrollo de las plantas y sobre la produccion, en diferentes fechas de iniciacion
de la desinfeccion (Lacasa et al., 1999, 2002, Bello et al., 2004): ultima semana
de julio, Gltima semana de agosto, primera semana de septiembre, primera
semana de octubre y primera semana de noviembre (Guerrero et al., 2004 a)

b) Lareduccion de la cantidad de enmienda utilizada (desde 10 kg m™ de la mezcla
de estiércol fresco de ovino y gallinaza hasta 2,5 kg m®) a medida que se reitera
su aplicacién en suelos con bajos contenidos en materia organica para ajustar las
dosis a las exigencias medioambientales sobre el uso de estiércoles (Guerrero et
al., 2004b).

c) La sustitucion de la gallinaza por otras fuentes de materia organica rica en
nitrogeno organico (harina de soja) o mineral (urea) (Guerrero et al., 2004 a).

d) Evaluar la estabilidad de la eficacia de la desinfeccion mediante biofumigacion
consolarizacion al reiterar su uso de forma continuada (Guerrero et al., 2004c¢).

e) La combinacidn de la biosolarizacion con el uso de microorganismos (control
biol6gico) como diferentes especies de Bacillus (Gonzalez et al., 2004) o con el
injerto del pimiento (Ros et al., 2004).

f) Medir el efecto de la biosolarizacion sobre las caracteristicas fisicas (Fernandez
et al., 2004a 2004b, 2005), quimicas (Fernandez et al., 2004a), enzimaticas (Ros
et al., 2008) y microbiologicas (Martinez, 2008; Martinez et al., 2005, 200643,
2006b, 2009).

a ) Fechas de iniciacion de la biosolarizacion

Independientemente del ciclo de cultivo habitual, los primeros ensayos se
plantearon para determinar las fechas mas adecuadas, utilizando invernaderos de
diferentes antigtiedades del monocultivo, con los suelos contaminadas de Phytophthora
spp. y/o Meloidogyne incognita.

En los meses de julio y agosto, cuando la temperatura del suelo puede alcanzar
0 superar los 40°C, se obtienen resultados similares al bromuro de metilo en cuanto a la
produccidn y el desarrollo de la planta (Lacasa et al., 1999), siel proceso se mantiene
durante 6 semanas y el humedecimiento de suelo y sellado han sido adecuados.
También los niveles de control de Phytophthora sp. son aceptables, al producirse la
muerte de las pocas plantas afectadas ya al final del cultivo. Por encima de 40°C se
produce una merma importante de la supervivencia de P. parasitica (Coelho et al.,
1999). De igual forma, se reduce la incidencia de Meloidogyne incognita y el inicio de
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las infestaciones se retrasan en el tiempo en relacion al testigo no desinfectado, pero el
nivel de control no es del mismo orden que para Phytophthora sp. (Guerrero et al.,
2004a). En el caso de Phytophthora sp. la densidad de indculo se reduce tras la
desinfeccién a niveles no detectables; sin embargo al final del cultivo vuelve a estar el
hongo a niveles detectables (Guerrero et al., 2004 a).

Si la biosolarizacion se inicia a partir de la primera decena de septiembre la
eficacia desinfectante no resulta satisfactoria, con pérdida de cosecha comercial en
relacion al bromuro de metilo y la incidencia de Meloidogyne sp. y Phytophthora spp.
no son muy distintos al testigo no desinfectado. Por el contrario, si se inicia la
desinfeccién en la primera decena de septiembre la produccion comercial es similar a la
del bromuro de metilo, aunque las plantas sean mas bajas que las del bromuro y los
dafios del nematodo en las raices sean menores que los del testigo (Guerrero et al.,
20044a).

b) Reduccion de la dosis de estiércol y gallinaza y reiteracion de la biosolarizacion

Los suelos de la mayor parte de los invernaderos del Campo de Cartagena tienen
bajos niveles de materia organica (<1,5%), por lo que la transicion de la desinfeccion
quimica a la biosolarizacién requiere de la incorporacion de cantidades de enmienda
organica mas elevadas de las habitualmente utilizadas por los agricultores en el abonado
de fondo, antes de la plantacién o antes de la desinfeccion quimica.

Los ensayos se plantearon de larga duracion con aplicaciones sucesivas en las
mismas parcelas elementales del invernadero experimental, iniciando la biosolarizacion
en agosto todos los afios y reduciendo la dosis de la mezcla de estiércol fresco de ovino
y qallinaza desde 10 kg m? hasta 2,5 kg m? a los 3, 4 y 5 afios. Todos los afios se
mantuvo la proporcion 7:3 entre el estiércol fresco de ovino y la gallinaza en cada dosis
de la mezcla. La cantidad de convergencia equivale a la cantidad de nitrdgeno
autorizada para uso en zonas sensibles a la contaminaccion por nitrégeno, como se ha
calificado a la comarca del Campo de Cartagena.

El segundo afio de reiteracion, la eficacia desinfectante de la biosolarizacion fue
similar a la del bromuro de metilo. Aunque el control de M. incognita fue inferior al del
bromuro, la produccion comercial y el desarrollo de las plantas fueron similares a las
del desinfectante quimico. Ya en el tercer afio el nivel de control de M. incognita fue
similar al del bromuro de metilo; las plantas fueron mas altas y la cosecha comercial
significativamente mayor (Guerrero et al., 2004b).

Los ensayos de aplicacion reiterada en el mismo suelo pusieron de manifiesto
que la biosolarizacion utilizando la mezcla de estiércol fresco de ovino y gallinaza e
iniciada en agosto proporcionaba resultados estables, similares al bromuro de metilo,
tanto en el control de los patdgenos como en el desarrollo de las plantas y en la cosecha
comercial (Guerrero et al., 2003, 2005).

c) Enmiendas para la biosolarizacion

Se trataba de sustituir la gallinaza como aporte de nitrdgeno para conseguir una
enmienda con una relacion C/N entre 8 y 14. Las posibles limitaciones de la gallinaza
no valorizada, supondria un posible problema para la viabilidad del método.

La harina de soja, como complemento al estiércol fresco de ovino, proporciond
resultados similares al bromuro de metilo, tanto en el control de Phytophthora spp. y de
M. incognita como en el desarrollo de las plantas y en la cosecha comercial, y mejores
que la gallinaza y la urea (Guerrero et al., 2004 a). La importancia que cobr6 la harina
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de soja en el mercado internacional de piensos para la alimentacion animal, poco
después de realizar los ensayos, hizo que la posibilidad de utilizacion fuera minima por
el precio que alcanzaba la enmienda, pese a utilizarse a 0,5 kg m>.

d) Combinacion de la biosolarizacion con estiércol+gallinaza y agentes de biocontrol

Varias especies de bacterias del género Bacillus (B. amyloliquefaciens, B.
pumilus, B. subtilis, solas 0 mezcladas) que actian como promotores del crecimiento de
las plantas (Kloepper, 1993) fueron evaluadas en suelos en que se inicid la
biosolarizacion con estiércol fresco de ovino en agosto, en invernaderos con diferentes
antecedentes de monocultivo y patdgenos del suelo.

Las rizobacterias no proporcionaron proteccion a las plantas inoculadas en la
fase de semillero, ni frente a Phytophthora spp. ni frente a Meloidogyne sp., fueron
mucho mas pequefias y produjeron mucho menos que las de los suelos desinfectados
con bromuro de metilo, no diferencidndose de las del testigo no desinfectado (Gonzalez
et al., 2004).

Cuando las plantas rizobacteriadas se cultivaron en suelos desinfectados
mediante biosolarizacidn tardia (inicio posterior a la primera semana de septiembre) no
mejoro los efectos de la biosolarizacion, siendo muy afectadas por Phytophthora spp. y
Meloidogyne sp. y fueron tan altas como las del testigo no desinfectado y mucho mas
pequefias que las del bromuro de metilo. Cuando las plantas rizobacteriadas se
cultivaron en suelo biosolarizado en agosto se redujo la incidencia de Meloidogyne sp.
en relacion a la biosolarizacion sola, las plantas fueron tan altas como las cultivadas en
suelo desinfectado con bromuro de metilo, pero la produccion comercial fue inferior a la
del bromuro de metilo (Gonzailez et al., 2004).

El efecto estimulador del crecimiento por bacterias del género Bacillus, sefialado
por otros autores (Kloepper y Sehorth, 1978; Bakker y Schipper, 1987) se puso de
manifiesto, en el pimiento (Gonzalez et al., 2004). Sin embargo, no se observo ningln
efecto protector frente a las acciones de los patdgenos, (P. capsici o M. incognita),
como preconizan Nemec et al.,, (1996) para B. subtilis en pimiento frente a la
podredumbre radicular producida por P. capsici, u otros autores (Hall et al., 1996;
Bohme, 1999; Schipper et al., 1987; Kloepper, 1993), en otros cultivos, frente a hongos
del suelo y frente a nematodos agalladores. El posible efecto protector no se potencio
cuando se combind la rizobacterizacion con la biosolarizacion (Gonzalez et al., 2004).

e) Combinacion de la biosolarizacion con estiércol+gallinaza y el injerto

Los ensayos tenian por objetivo, por una parte, el complementar las deficiencias
de la biosolarizacién en el control de Meloidogyne incognita con el injerto de las plantas
en porta-injertos portadores de resistencias al nematodo (Ros et al., 2004) y por otra, el
evitar el remonte de la resistencia a M. incognita que se produce cuando se cultivan de
forma continuada plantas injertadas en porta-injertos portadores de determinados genes
de resistencia (Ros et al., 2007, 2010).

El cultivo de plantas injertadas sobre porta-injertos portadores de genes de
resistencia a M. incognita en suelos biosolarizados en agosto o en fechas posteriores,
proporciond un control eficiente del nematodo, y evitd el remonte de la resistencia al
repetir la estrategia en el mismo invernadero durante varios afios (Ros et al., 2007,
2011). Sin embargo, cuando se combiné el injerto con la solarizacion la eficacia en el
control del nematodo fue muy inferior y los porta-injertos portadores del gen Me7 de
resitencia a M. incognita se infestaron, al ser remontada la resitencia (Ros et al., 2011).
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La biosolarizacion redujo las poblaciones de M. incognita en preplantacion lo
suficiente como para preservar la resistencia, manteniendo niveles de produccion
similares o superiores al de las plantas sin injertar cultivadas en suelo desinfectado con
bromuro de metilo.

f) Efecto sobre las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo

El aporte de materia organica, necesaria para la biosolarizacién supone una
mejora en las caracteristicas fisicas, quimicas y biol6gicas del suelo.

Utilizando una mezcla de estiércol fresco de ovino y gallinaza, en la proporcion
7:3, se aumentd la velocidad de infiltracion del agua en el suelo y se produjo una
disminucion de la densidad aparente del suelo en los primeros 10 cm de profundidad
(Fernandez et al., 2004a, 2004b). Al reiterar la aplicacion de la biosolarizacion con la
misma enmienda que en el caso anterior, la velocidad de infiltracion aumento y la
densidad aparente disminuy6 hasta una profundidad de 15 cm (Ferndndez et al., 2005).

El contenido en materia organica aumentd con la biosolarizacion de forma
notable hasta alcanzar niveles de 3% en el segundo afio de reiteracion de la
desinfeccién, manteniéndose a ese nivel en los afios siguientes, pese al importante
aporte. Los niveles de potasio, fosforo, nitrdgeno, al igual que algunos micronutrientes
como el hierro, zinc, cobre, etc., y la capacidad de intercambio cationico también
aumentaron en las mismas circunstancias de los ensayos en que se midieron los efectos
sobre las caracteristicas fisicas (Fernandez et al., 2004a, 2005; Pascual et al., 2004),
manteniéndose el pH.

Una parte de la actividad enzimatica disminuye tras la biosolarizacion con
estiércol fresco de ovino y gallinaza, pero se recupera tras el desarrollo del cultivo, no
detectandose efectos fitotoxicos (Ros et al., 2008).

El efecto sobre la microbiota fungica se evalué en suelos biosolarizados con
estiércol fresco de ovino y gallinaza, tras varios afios de reiteracion en el mismo
invernadero. Los efectos sobre la flora fungica total y sobre la flora fusarica resulto
menos agresiva que la del bromuro de metilo, incluso el quinto afio de repeticién en el
mismo suelo (Martinez et al., 2005, 2006b). La recuperacion de las densidades de
indculo en los suelos biosolarizados presentan una dindmica muy diferente a la que se
presenta en los suelos desinfectados con bromuro de metilo, de forma que la
recolonizacion del suelo es menos rapida y no se alcanzan niveles tan altos al final del
cultivo como en el bromuro de metilo (Martinez 2008; Martinez et al., 2009). La
dindmica indicada explica que el efecto de la biosolarizacion sobre la fatiga del suelo
sea similar al del bromuro de metilo, sin embargo, con el transcurso del tiempo y al
reiterar la aplicacién en el mismo suelo, la reduccién de los efectos de la fatiga sobre el
desarrollo de las plantas y sobre la produccién hace que trasciendan al afio siguiente
(Martinez 2008; Martinez et al., 2009).

5.1.3 La metodologia del proceso de biosolarizaciéon

No se tenian antecedentes del empleo de la biofumigacion y la solarizacion
utilizando estiércoles frescos de origen animal para la desinfeccion de suelos de
invernaderos para cultivo de pimiento, cuando se iniciaron los ensayos en el Campo de
Cartagena. Tomando como referencias otros cultivos y enmiendas organicas se
desarrollé una metodologia o protocolo adaptado a las circustancias de los cultivos e
insumos de la comarca, con el fin de que sirviera de modelo orientativo para los
agricultores a la hora de aplicar la biosolarizacion en sus invernaderos. El protocolo se
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describe de forma resumida en el trabajo de Guerrero et al. (2004a) y que consta de los
siguientes pasos o fases:

Los restos del cultivo precedente y preparacion del suelo

La gestion de los restos del cultivo de pimiento precedente genera no pocos
inconvenientes medioambientales a los productores, por lo que es cada vez mas
frecuente el triturarlos y enterrarlos en el mismo invernadero, tanto si se efectla
desinfeccién mediante biosolarizacion como si es por medios quimicos.

Después de retirar los hilos y perchas del entutorado y los ramales de riego, y
antes de que las plantas se desequen, se trituran las plantas con un pase de fresadora a
poca profundidad. Luego se dan pases cruzados de subsolador a una profundidad de 30-
40 cm, para facilitar la percolacion del agua en el cultivo siguiente.

Enterrado de la enmienda (estiércol fresco de ovino y gallinaza)

Sin que el suelo pierda el tempero, se esparce la enmienda organica solida y se
entierra con un pase de fresadora a 25-30 cm de profundidad, procurando que todo
quede bien desmenuzado y lo mas homogéneo y liso posible en la superficie.

El humedecimiento del suelo y el sellado con pléastico

Si en el inicio el humedecimiento del suelo se realizaba con el riego por goteo,
en la actualidad, son muchos los invernaderos que disponen de una instalacion fija de
riego por aspersion, colocado a la altura de los alambres de sujecidn de los hilos para el
entutorado de las plantas, a unos 2 m de altura.

Enel caso de utilizar el sistema de riego por goteo, se extienden los ramales a la
misma separacién que se ponen para hacer el cultivo (1 m entre lineas). Se comprueba
que los goteadores funcionan correctamente y se riega en esa postura durante el tiempo
necesario (depende del tipo de suelo, de la humedad en el momento de iniciar el riego,
de la distancia entre emisores, generalmente 0,40 m, y del caudal de descarga de los
goteadores: 3 a 4 | hora®) para que la humedad del bulbo llegue a unos 30 cm v se
solapen los bulbos en superficie. Luego se cambian de postura los ramales, poniéndolos
a 1 mde separacion entre las zonas ya regadas. Algunos invernaderos disponen de una
instalacion complementaria con igual nimero de ramales que la utilizada para el cultivo.
En ese caso se extienden los ramales colocandolos a 0,50 m de separacion, por lo que el
riego se realiza al mismo tiempo, y asi se puede cubrir antes el suelo con el plastico y
realizar la colocacion de forma méas comoda.

La forma de colocar el plastico depende de la forma de humedecer el suelo:

a) Si se realiza por aspersién, es preciso colocarlo en los bordes del perimetro del
invernadero antes de iniciar la aspersion, enterrandolo y dejandolo plegado
durante el humedecimiento. Varias horas después de detener el riego, se
extienden los plasticos a lo largo del invernadero y se solapan las laminas en la
linea de los postes, plegando los bordes de dos ldAminas contiguas y grapandolos,
después de enroscarlos. Las grapas se deben poner cerca de los postes para evitar
el escape de gases, el vapor de agua y el calor, y cogiendo dos o tres puntos
entre postes, dependiendo de la distancia entre éstos.
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b) Si se humede el suelo mediante el riego por goteo con las mangueras a 1 m de
separacion, tras el riego en la primera postura, se cambian de postura y luego se
extiende el plastico a lo largo del invernadero, se solapan las laminas contiguas y
se grapan igual que en el caso anterior. Las laminas de los bordes se entierranen
el surco que se habrd abierto antes de iniciar el riego. Después de colocar el
plastico, se riega durante el tiempo necesario para que los balbos se solapen a
25-30 cm de profundidad.

c) Si las mangueras del riego por goteo se colocana 0,50 m, después de comprobar
su funcionamiento se coloca el plastico, que se entierra en los bordes y se grapa
en los postes. A continuacidn se riega y conviene hacerlo en dos dias, o bien
consecutivos o bien mediando otro entre los dos, para facilitar la dispersion del
agua, tanto en profundidad como en horizontal.

Si la enmienda a incorporar al suelo es liquida, se prepara el suelo mediante las
labores de subsolador y fresadora, procurando que quede bien desmenuzado, vy lisa la
superficie, se extienden las mangueras, que han de estar a 0,50 m, se coloca el plastico,
se riega undia lo suficiente como para que el liquido a incorporar se pueda difundir con
facilidad (aproximadamente la mitad del tiempo necesario para humedecer todo el suelo
hasta unos 25-30 cm de profundidad). Al dia siguiente se riega durante 30-60 minutos
antes de incorporar la enmienda durante unos 60 a 90 minutos, luego se sigue regando
durante el tiempo necesario para que los bulbos se solapen a una profundidad de 25-30
cm.

El film de plastico habitualmente utilizado es de polietileno (PE) transparente de
0,04 0 0,05 mm de espesor.

Duracion de la solarizacion

Depende de las condiciones climatoldgicas en las que se realice con el fin de
acumular tiempo a temperaturas elevadas suficientes para afectar a los patégenos. Para
fechas de inicio en agosto se recomienda un minimo de 4 semanas, siendo 6 semanas las
mas indicadas para que los efectos sean consistentes.

Tras el levantamiento y retirada del plastico se opta, generalmente, por dar una
labor de fresadora cuando la humedad del suelo lo permita, con el fin de dejar preparado
el suelo para la plantacion. Recientemente, se opta por no dar la labor de preparacion
del terreno después de la desinfeccion, plantando directamente, con lo que se evita la
tarea de recogida de los goteadores y su posterior extension despues de la labor de
fresadora, asi como la labor de labrado.
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Figura 1. Fases de la realizacion de la biosolarizacion de izq. a derecha: Aplicacion de materia organica, enterrado de
enmiendas, comprobacidn del riego, sellado del plastico, riego, aspecto del suelo después de levantar el plastico.
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5.2 OBJETIVOS DEL CAPITULO

La biosolarizacion en las fechas adecuadas (inicio antes de la segunda semana de
septiembre) y usando las enmiendas apropiadas (estiércoles frescos, por ejemplo), es un
procedimiento eficaz de desinfeccion de suelos de los invernaderos para el cultivo de
pimiento.

Este método fue asumido inicialmente por los agricultores productores de
pimiento ecologico en el Campo de Cartagena, como metodo estable y sostenible, al no
haberse detectado impactos negativos en el medio ambiente ni por lixiviados ni por
repercusiones en las caracteristicas fisicas y quimicas, ni sobre la biodiversidad.

Los productores de pimiento ecolégico adaptaron el ciclo de cultivo en los
invernaderos y las practicas culturales para poder realizar la biosolarizacion en las
fechas en que se ha mostrado eficaz.

A los productores convencionales de pimiento de invernadero, el adelanto del
final del ciclo habitual del cultivo para iniciar la biosolarizacién en fechas adecuadas,
les supone renunciar a una parte de la cosecha potencial, estimando la pérdida de
produccion en un 20%, por lo que se han mostrado inicialmente reacios a su aplicacion.
Sin embargo, las circunstancias que han concurrido en las Ultimas campafas (bajos
precios de la fruta, epidemias precoces de virosis, etc.) han hecho que los
planteamientos cambiaran y, en las tres Gltimas anualidades, se ha experimentado un
aumento progresivo de la superficie biosolarizada que alcanza a cerca del 45% de la
superficie total de invernaderos destinados al cultivo de pimiento, una parte de ella en
sistemas rotacionales con otras hortalizas.

La implementacion de la biosolarizacion en la comarca del Campo de Cartagena
para la desinfeccion de los suelos de los invernaderos es el objetivo principal de este
capitulo, concretdndose en:

a) Comprobar la estabilidad de la eficacia al reiterar su aplicacion, al tiempo que se
reduce la cantidad de la mezcla de estiércol fresco y gallinaza.

b) Elaboracion de enmiendas con caracteristicas especificas para su uso en
agricultura ecoldgica y evaluacién de su eficacia.

c) Estudiar la posibilidad de suprimir el plastico en invernaderos ecoldgicos,
evaluando la eficacia de la biofumigacion en relacion a la biosolarizacion.

d) Nuevas enmiendas organicas que refuercen el efecto de los estiércoles para el
control de los patdgenos, en especial de Meloidogyne incognita.

e) Enmiendas organicas complementarias para aumentar la eficacia de la

biosolarizacion iniciada en fechas compatibles con el ciclo habitual del cultivo, es decir
posteriores a la primera decena de septiembre.
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5.4 IMPLEMENTACION DE LA BIOSOLARIZACION EN
PIMENTO DE INVERNADERO. REITERACION DE LA
APLICACION 7 ANOS, CON REDUCCION DE LA CANTIDAD DE
ENMIENDA

EFICACIA DE LA BIOSOLARIZACION COMO DESINFECTANTE DEL SUELO
EN INVERNADEROS DE PIMIENTO

Published in Actas de Horticutura 48: 451-454. 2007.
Resumen

La desinfeccion de los suelos de invernaderos de pimiento en el Campo de
Cartagena y el Sur de Alicante se debe a la presencia de los patogenos M. incognita y
Phytophthora capsici y a la fatiga del suelo acumulada por la reiteracion del
monocultivo. Se han planteado ensayos para evaluar la eficacia desinfectante de la
biosolarizacion cuando se reitera en el mismo suelo durante varios afios, a medida que
se reduce la cantidad de materia organica en un invernadero contaminado del nematodo.
El control del nematodo mejoré a medida que se reiterd la aplicacion, siendo similar al
bromuro de metilo a partir del segundo afio, aunque los resultados se muestran variables
de unos afios a otros. Las mejoras también fueron notables en los niveles de produccion
siendo estables los efectos desinfectantes.

Palabras clave: Meloidogyne incognita, Phytophthora capsici, bromuro de metilo,
fatiga del suelo

Introduccion

La biofumigacion con solarizacion (biosolarizacion (Reyes et al., 2004)) se
considera un método de desinfeccion de suelos. La eficacia en el control de los
patdgenos presenta variaciones con la enmienda organica utilizada, con el patdgeno, con
la fecha de aplicacion y con las caracteristicas del suelo (Guerrero et al., 2004a).

En la region de Murcia, el pimiento es un monocultivo en mas del 95% de los
invernaderos del Campo de Cartagena (Lacasa y Guirao, 1997), siendo Phytophthora y
Meloidogyne los principales patégenos. Desde hace unos 20 afios los suelos se
desinfectan anualmente para el control de los patdgenos y para paliar los efectos de la
fatiga, producida por la reiteracion del monocultivo.

La biosolarizacion es utilizada en los invernaderos con cultivo ecoldgico,
obteniendo buenos resultados en el control de Phytophthora, cuando se inicia en el mes
de agosto (Guerrero et al., 2004a). La eficacia se muestra variable en el control de M.
incognita (Guerrero et al., 2003 y 2005), cuyos dafios llegan a repercutir la produccion.

Parece imprescindible conocer la persistencia en la eficacia de este método de
desinfeccion, antes de considerar su uso de forma continuada como una solucién a los
problemas antes sefialados.
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Material y métodos

En un invernadero experimental, de suelo franco-arcilloso, contaminado de M.
incognita, donde se cultivaba pimiento desde hacia 5 afios, se disefid, en el verano de
1998, un ensayo de bloques al azar con tres repeticiones por tratamiento, parcelas
elementales de 60 m? (formada por tres filas de plantas al marco de 1,0 x 0,4 m), donde
se ha reiterado la biosolarizacién en las mismas parcelas hasta un maximo de 7 afios
consecutivos, al tiempo que se reducia la cantidad de enmienda organica (una mezcla de
estiércol fresco de oveja, EFO, y gallinaza, G), alcanzando un limite maximo en la
quinta (Tabla 1). Como referencia se ha teniendo un testigo no desinfectado y suelo
desinfectado con bromuro de metilo.

Tabla 1. Tratamientos ensayados en cada campafa y dosis de las enmiendas
organicas utilizadas.

Tratamientos 1998-99 | 1999-00 | 2000-01 | 2001-02 | 2002-03 | 2003-04 | 2004-05
BrMe, 30 si sf sf si si si si
ler afio, 7+3 si - si - si - -
ler afio, 6+2 - si - - - - -
2° afio, 5+2,5 - si si si - si -
3er afio, 4+2 - - si si si - si
4° afio, 3+1,5 - - - si si si -
5° afio, 2+0,5 - - - - si si si
6° afio, 2+0,5 - - - - - si si
7° afio, 2+0,5 - - - - - - si
Testigo sf si sf si - si si

El bromuro de metilo (98:2, Brom-0-Gas) se aplic6 en fumigacion en frio a la
dosis de 30 g m? y plastico VIF (Virtually Impermeable Film) de 0,04 mm, en la
primera semana de noviembre, todos los afios.

En la campafa 1998-99 la biosolarizacion se inicié en la primera semana de
septiembre, haciéndolo en la tercera semana de agosto el resto de las campafias. El
plastico se levant6 en la ultima semana de octubre, todos los afios. Se aplicd siguiendo
el procedimiento indicado por Guerrero et al. (2004c).

La primera campafa de plantd la variedad Dallas, Lido la segunda y Ribera las
siguientes. Se plantd en la primera semana de enero, todas las campafias, finalizando el
cultivo en la primera semana de agosto. Las practicas culturales fueron las habituales en
la zona, para este ciclo de cultivo.

Para la evaluacion comparativa se midieron los siguientes pardmetros: a)
Incidencia de Meloidogyne sp: al final del cultivo se arrancaron, al azar, 10 plantas en
cada parcela elemental y se examinaron las raices, anotando el niamero de plantas que
presentaban nodulos y el indice de nodulacién en cada una, de acuerdo a la escala de
Bridge y Page (1980). b) La produccion comercial y total: en cada recoleccion se
clasificaron los frutos de cada fila segin las categorias comerciales y se pesaron por
separado.

La comparacion entre tesis se ha realizado mediante un analisis de varianza
(ANOVA, tratamientos y bloques) y el test LSD al 95% para la comparacion entre
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medias. Se han empleado para ello los datos transformados con arcsenVx, cuando se
trataba del porcentaje de plantas afectadas, la transformacion log,, (x+1) en el caso del
indice medio de nodulacién y producciones.

Resultados
Control de Meloidogyne

Al final del cultivo de la campafia 1997-98 se detectd la presencia de
Meloidogyne en el invernadero. En la primera campafia de reiteracion de la
biosolarizacion (99-00) la incidencia fue baja y la biosolarizacién proporciono similares
niveles de control que el BrMe (Tabla 2). En la siguiente campafia la incidencia del
nematodo en la biosolarizacion reiterada 2 6 3 afios fue similar al BrMe, siendo menor
en el caso de la aplicacion por primera vez. La situacion en el testigo, en el BrMe y en
la biosolarizacion repetida 3 y 4 veces en la campafa 01-02 fue similar a la anterior,
pero no para el segundo afio de reiteracion en que la severidad de los ataques fue mayor
que en la homologa de la campafia anterior. En las tres campafias siguientes (Tabla 3) la
biosolarizacion reiterada mantuvo los niveles de control de las campafias precedentes en
las parcelas de 3°, 4° 5° 6° y 7° afio, situdndose en limites aceptables, aunque en
algunas reiteraciones los niveles fueron superiores a los del bromuro BrMe. Los
resultados parecen indicar que la tendencia es a disminuir la incidencia del nematodo
con la reiteracion, si bien se presentan resultados aleatorios en algunas camparias.

Tabla 2. Incidencia de Meloidogyne en los dife rentes tratamientos realizados en las
tres campafias primeras, 1999-00 a 2001-02.

) 1999-00 2000-01 2001-02
Tratamiento | indice [ Plantas con indice Plantas con indice | Plantas con
medio® | nédulos® (%) med io® nédulos® (%) | medio® | nédulos® (%)

Testigo 116b 50,0 b 6,78 c 100,0 b 7,2 100c
BrMe 0,00a 00a 148 a 36,7 a 1,3a 54,2ab
Bios. lerafio | 0,28 a 11,1ab 453 b 90,0b -- --

Bios. 2° afio 0,18 a 12,8 ab 1,77 a 433a 43b 87,5hc
Bios. 3er afio -- -- 130a 40,0 a 14a 33,3a
Bios. 4° afio -- -- -- - 1.6a 54,2ab

@ Test LSD al 95% con datos transformados mediante Logl0 (x+1). "Test LSD al 95% con datos transformados

mediante Arcsen Vx. Las cifras con la misma letra en una misma columna no son diferentes (P<0,05)
Efecto sobre la produccion comercial

Desde el segundo afio de reiteracidn, la produccion comercial final en los
tratamientos de biosolarizacion fue similar o mayor que la del BrMe (Tablas 4) y mucho
mayor que las del testigo. Los rendimientos productivos no aumentan a partir de la
tercera campafia de reiteracion de la biosolarizacién en el mismo suelo, como no lo
hace, tampoco, cuando se desinfecta con bromuro de metilo en invernaderos
comerciales.
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Tabla 3. Incidencia de Meloidogyne en los dife rentes tratamientos realizados en las
tres ultimas campafias 2002-03 a 2004-05.

) 2002-03 2003-04 2004-05
Tratamiento indice Plantas con indice Plantas con indice Plantas con
medio® | nédulos® (%) | medio® | nédulos® (%) | medio® | nédulos® (%)
Testigo ne ne 3,8c 66,7¢c 397d 83,33c
BrMe 0,00a 0,00a 0,0a 0,0a 0,20a 6,60a
Bios. lerafio | 240b 53,3b
Bios. 2° afio 2,7c 53,3hc
Bios. 3erafio | 1,93b 53,3b 2,33c 73,33¢C
Bios. 4° afio 2,67b 66,6b 0,7ab 20,0b
Bios. 5° afio 1,80b 40,0ab 1,0b 33,3b 0,67ab 13,33a
Bios. 6° afio 0,3a 13,3ab 1,67b 40,00b
Bios. 7° afio 0,13a 6,67a
@ Test LSD al 95% con datos transformados mediante logl0 (x+1). °Test LSD al 95% con datos transformados

mediante arcsen Vx. Las cifras con la misma letra en una misma columna no son diferentes (P<0,05).

Tabla 4. Producciones comerciales (kg m?) en los tratamientos evaluados cada
campania.

Tratamientos 99-00 00-01 01-02 02-03 03-04 04-05
Testigo 77b 96D 70c 86D 74D 6,3b
BrMe 91a 11,0a 82b 81b 8,7 a
Bios. ler ano 83a 100b | - 106a | - | @ -
Bios. 2° afio 8,0ab 11,1a 10,1a |  ----- 87a | = --—--
Bios. 3er ano 11,1a 93a 104a | - 8,7a
Bios. 4° afio 92a 10,1a 84 a
Bios. 5° afio 10,6 a 92a 92a
Blos. 6° afio 92a 84 a
Bios. 7° afio 85a

Test LSD al 95% con datos transformados mediante log,o (x+1).Las cifras con la misma letra en una misma columna
no son diferentes (P<0,05).

Conclusiones

La eficacia de la biosolarizacién en el control de Meloidogyne incognita se
mantiene a niveles aceptables al reiterar la aplicacion en el mismo suelo. Aunque
presenta algunas deficiencias en relacion al bromuro de metilo, la tendencia es a la
estabilidad con el tiempo. La biosolarizacion proporciona similares niveles de
produccion que el bromuro de metilo al reiterar la aplicacion, sin que la reduccion de la
dosis de enmienda organica suponga pérdidas de eficacia desinfectante o de capacidad
productiva.

En definitiva, la biosolarizacion se muestra como un método eficaz y estable de
desinfeccion de los suelos de invernaderos de pimiento, que requeriria de su integracion
con otros métodos para cubrir sus deficiencias en el control de nematodos.
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5.5 ENMIENDAS PARA CULTIVOS ECOLOGICOS

PELLETS DE BRASICAS COMO ENMIENDAS PARA BIOSOLARIZACION DE
INVERNADEROS DE PIMIENTO

Published in Actas de Horticulutra 54: 424-429. 2009
Resumen

En la desinfeccién del suelo de invernaderos del Campo de Cartagena (Murcia)
para el cultivo de pimiento mediante biosolarizacion se utiliza estiércol en diferentes
estados de descomposicion. Este método de desinfeccion se muestra eficaz para el
control de Phytophthora sp. cuando se reitera en afios consecutivos, presentando
deficiencias en el control de nematodos del género Meloidogyne. Ante posibles
limitaciones en el empleo de estiércoles para estos usos se ensayan nuevas enmiendas
organicas como biosolarizantes. En un invernadero experimental y en dos comerciales
se ha evaluado el efecto desinfectante de pellets comerciales de brasicas, tanto sobre el
control de los patdgenos como sobre el desarrollo de las plantas y la produccion, cuando
se inicid la biosolarizacién en el mes de agosto. En el invernadero experimental la
mezcla de los pellets con estiércol proporciond niveles de control de nematodos
similares (13,3% de planta infestadas y 0,5 de indice de nodulacion medio) al bromuro
de metilo (ninguna planta infestada) y mejores producciones (15,6 kg m? frente a 12,8
kg m2 en el bromuro de metilo) mientras los pellets solos mostraron deficiencias en el
control de Meloidogyne incognita (46,7% de plantas infestadas y 2,3 de indice de
nodulacién medio) que no influyeron en el desarrollo de las plantas ni en la produccion
(14,8 kg m®). En los invernaderos comerciales no se encontraron las diferencias que en
el invernadero experimental, ni cuando los pellets se utilizaron a dosis de 0,3 kg m ni
cuando se aplicarona 0,15 kg m’2,

Palabras clave: Nematodos, Meloidogyne, Phytophthora, estiércol, bromuro de metilo,
patdgenos del suelo.

Introduccion

La desinfeccion de los suelos es una practica habitual en el cultivo de pimiento
de los invernaderos del Campo de Cartagena (Murcia), para el control de los patdgenos
(Phytophthora spp. y Meloidogyne incognita son los principales) y para paliar los
efectos de la fatiga del suelo debida a la reiteracion del monocultivo (Guerrero et al.,
2006; Martinez, 2008) de forma ininterrumpida desde hace mas de 20 afios.

El bromuro de metilo ha sido el desinfectante empleado en las mas de 1.700 ha
de invernaderos todos los afios hasta 2005 (Guirao et al., 2004; Lacasa et al., 2007) y en
una parte de la superficie hasta 2008.

Por el amplio espectro de accidn, la mezcla emulsionable de 1,3-dicloropropeno
y cloropicrina aplicada en el agua de riego, se considera el método mas asequible para
sustituir al bromuro de metilo (Guerrero et al., 2004; 2007).

Cerca del 20% de la superficie de invernaderos se desinfecto, en 2007, mediante
biosolarizacion utilizando estiércol de ovino en diferentes grados de descomposicion o
compostaje. Este método de desinfeccion se muestra eficaz para el control de
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Phytophthora cuando se reitera en afios consecutivos (Guerrero et al., 2004, 2006),
presentando deficiencias en el control de nematodos del género Meloidogyne (Guerrero
et al., 2008). Ante posibles limitaciones en el empleo de estiércoles para estos usos se
ensayan nuevas enmiendas organicas como biosolarizantes.

Material y métodos

Se ensayaron pellets de una mezcla de brasicas (Biofence), solos o mezclados
con estiércol fresco de ovino, tomando como referencia el suelo desinfectado con
bromuro de metilo, suelo no desinfectado y suelo biosolarizado con una enmienda
compuesta por estiércol fresco de ovino (70%), estiércol de vacuno (10%), gallinaza
(10%) vy restos de la industria citrica (10%) o con estiércol de ovino semicompostado a
75°C (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos ensayados en los tres invernaderos.

Tratamiento Inver. E Inver. R6 Inver. Y
Testigo no desinfectado Sin enmienda
Bromuro de metilo 98:2 30g m*
Biosolarizacion estiércol fresco 7 kg m* 7 kg m*
de ovino

Biosolarizacion estiércol 2,5kg m* 7 kg m*
semico mpostado de ovino

Biosolarizacién enmienda de 2,5kg m* 7kg m* 7 kg m*

citricos

Biosolarizacion estiércol fresco | 2,5kg m*+0,3 kg m* | 7 kg m*+ 0,3 kg m*

de ovino y pellets de brasicas

7 kg m*+0,3 kg m*

Biosolarizacion estiércol fresco
de ovino y pellets de brasicas
dosis mitad

7 kg m“+ 0,15 kg m™

Biosolarizacién con pellets de 0,3 kg m* 0,3 kg m*

brasicas

Los ensayos se realizaron en la campafia 2007-08 en un invernadero
experimental (inv E de 1.000 m?) y en dos invernaderos comerciales (R6 de 2.100 m’ e
Y de 3.000 m*), calificados como ecologicos, ubicados en los términos de Dolores de
Pacheco, EI Mirador-San Javier y San Pedro del Pinatar, respectivamente. Los suelos
son franco arcillosos con contenidos en materia organica inferior al 1% (Y) y proximo
al 3% en los otros dos. En los tres se viene haciendo monocultivo de pimiento desde
hace 18 afios (R6) desde hace 12 (E) y 6 afios (Y). El disefio experimental fue de
bloques al azar con tres repeticiones por tratamiento y parcelas elementales de 52 m? en
el E, de 75 nf enel Y, yde 50 m* enel R6, con tres filas de plantas por parcela en el E
(40 plantas por fila, al marco de 1x0,4 m) y enel Y (75 plantas por fila, al marco de
1x0,4 m) y condos enel R6 (60 plantas por fila, al marco de 1,12x0,4 m). En los tres el
suelo estaba contaminado de Meloidogyne incognita y en la campafia precedente se
habian desinfectado mediante biosolarizacion.

La biosolarizacion se realizé entre el 9/08/07 y el 17/10/07 en el invernadero E,
entre el 14/08/07 y el 26/10/07 en el Y, y entre el 10/08/07 y el 29/10/07 en el R6. El
procedimiento seguido fue el descrito por Guerrero et al. (2004). Al finalizar el cultivo
precedente se extrajeron los restos de plantas, se subsolo, se extendieron las enmiendas
e inmediatamente se enterraron mediante labor de fresadora, cada parcela por separado.
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Se extendieron los ramales de goteros (de 3 | h?, dispuestos a 0,40 m) separados 1 m
(invEe Y)y 1,12 men el R6. Se regd 3 horas un dia y 3-4 horas al dia siguiente. Se
cambiaron de posicion los ramales, se cubrié con plastico transparente de PE de 0,05
mm cada parcela y se rego, en esta nueva postura de los ramales, 3 horas un dia y 3-4
horas al dia siguiente. El bromuro de metilo en el invernadero E se aplico el 6/11/07,
levantando el plastico (VIF de 0,04 mm) el 13/11/07.

Cuando el suelo estuvo en condiciones, se subsolé cada parcela por separado y
se prepard para plantar mediante labor de fresadora. Se plant6 la variedad “Coyote”, el
29/12/07 en el invernadero R6 y el 23/01/08 enel Y, y la variedad “Somontano” el
4/01/08 en el invernadero E. Las practicas culturales fueron las habituales en la zona
para cultivos ecologicos en los invernaderos R6 e Y, y las habituales para cultivos en
produccion integrada enel E.

Cada 3 semanas, a partir de la plantacién, se midieron 5 plantas en cada una de
las dos filas control de las parcelas elementales, hasta finales de junio en que resulta
dificil mantener erguidas las plantas con el sistema de entutorado empleado. En cada
recoleccion se clasificaron los frutos de cada linea segln las categorias comerciales
oficiales, pesandolos por separado. En el invernadero E se recolectaron los frutos con
color verde y en los otros dos se hizo la primera recoleccién de frutos de color verde y
las restantes de frutos de color rojo.

Al finalizar el cultivo (5/08/08 en el invernadero E; 29/08/08 en el R6 y el
12/08/08 en el Y), se arrancaron 5 plantas tomadas al azar en cada fila control, se
limpiaron las raices y se anot6 el nimero de plantas con nodulos y el indice de
nodulacion segun la escala (0-10) descrita por Bridge y Page (1980).

Se realiz6 el andlisis de la varianza de los datos (tratamientos y bloques)
transformando la altura mediante la expresion logio (X), las producciones y el indice de
nodulacion mediante logio (x+1) y la proporcion de plantas infestadas mediante arcsen
Vx. La comparacion de las medias se realizd mediante el test MDS al 95 %.

Resultados y discusion
Efecto sobre los nematodos

En el invernadero Y el control de los nematodos fue total, no encontrdndose
nodulos en las raices de ninguna de las plantas examinadas. Los niveles de infestacion y
de dafios en el invernadero R6 fueron muy reducidos (Tabla 2), no encontrdndose
diferencias entre los tratamientos. Por el contrario, en el invernadero E el efecto
desinfectante se puso de manifiesto en la incidencia de Meloidogyne al final del cultivo.
La biosolarizacion con estiércol fresco de ovino y pellets resultd tan eficaz como el
bromuro de metilo y como la enmienda con restos de citricos (Tabla 2); sin embargo, la
biosolarizacion con pellets solos presento deficiencias en el control del nematodo en
relacion a los anteriores tratamiento, proporcionando indices de nodulacion y niveles de
infestacion menores que el estiércol semicompostado y que el testigo no desinfectado.
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Tabla 2. Incidencia de Meloidogyne incognita. Indice medio de nodulacién (IN) y
porcentaje de plantas infestadas (Pl) en los dos invernaderos E y R6 (no hubo
infestacion en el invernadero Y).

) Invernadero E Invernadero R6
Tratamientos NG % PI° IN2 % PIP
Testigo no desinfectado 5,0d 100,0c
Bromuro de metilo 98:2 0,0a 0,0a
Biosol. estiércol fresco de ovino 0,2a 6,7a
Biosol. estiércol semicom. de ovino 4.1d 86,7¢C
Biosol. enmienda de citricos 0,9b 20,0ab 0,0a 0,0a
Biosol. con es‘glercol fresco de ovino y 0,5 ab 1332 0.1a 3.3a
pellets de brasicas
Biosol. con pellets de brasicas 2,3c 46,7b 0,1a 6,7a

® Test LSD al 95% con datos transformados mediante logio (x+1). "Test LSD al 95% con datos
transformados mediante arcsenvx. Las cifras con la misma letra en una columna no son
significativamente diferentes (P<0.05%).

Efectos de las enmiendas sobre el desarrollo de las plantas

En todos los invernaderos se encontraron diferencias en la altura de las plantas al
final del periodo de controles (Tabla 3) y también en la evolucion del desarrollo de
plantas. En el invernadero E el grado de infestacion por nematodos al final del cultivo
pudo influir sobre el desarrollo de las plantas, siendo las del testigo no desinfectado las
mas pequefias y las de los tratamientos con pellets mas altas que las del bromuro de
metilo y las del estiércol semicompostado. En el invernadero R6 las mas pequefias
fueron las del estiércol fresco de ovino, no habiendo diferencias entre las de la
enmienda con restos de citricos y las de los pellets. Por el contrario, en el invernadero Y
solo se encontraron diferencias entre el estiércol fresco mezclado o no con pellets de
brasicas con el estiércol semicompostado (Tabla 3).

Tabla 3. Altura media de las plantas (cm) a principios de julio.

Tratamientos Inver. E Inver. R6 | Inver.Y
Testigo no desinfectado 1402 ¢
Bromuro de metilo 98:2 153,1b
Biosol. estiercol fresco de ovino 1272b 1200 a
Biosol. estiércol semicompostado de ovino 1516b |  —eee- 1124Db
Biosol. enmienda de citricos 1540 ab 1358a 115 8ab
Biosol. con estiércol fresco de ovino y pellets de

brasicas 159,2 a 1348 a 1199a
Biosol. estiércol fresco de ovinoy pelletsde | 115.7 ab
brasicas dosis mitad '
Biosol. con pellets de brasicas 158,1a 1413 a

Las cifras con la misma letra en una columna no son significativamente diferentes (P<0.05%)
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Efecto sobre las producciones

En los invernaderos comerciales no se encontraron diferencias entre tratamientos
en la produccion comercial final (Tabla 4), ni tampoco se encontraron entre las
enmiendas utilizadas para realizar la biosolarizacion en el invernadero experimental E.
Con los pellets de brasicas, solos o mezclados con el estiércol fresco de ovino la
produccién comercial fue superior a la del bromuro de metilo y a la del testigo no
desinfectado; el estiércol semicompostado y la enmienda con restos de citricos
proporcionaron producciones similares a las de los pellets y a las del bromuro de metilo,
y superiores a las del testigo no desinfectado.

La eficacia desinfectante en cuanto al control de los nematodos y de los hongos
gue actlan como patdgenos subclinicos (Tello y Lacasa, 1997), implicados en los
fenomenos de fatiga del suelo (Martinez et al., 2006, Martinez, 2008), pudiera estar
compensada por el efecto de las enmiendas organicas aportadas en las parcelas
biosolarizadas, que no se aportaron en las desinfectadas con bromuro de metilo o en las
no desinfectadas. Indices de nodulacion medios superiores a 5 provocan amarilleos en
la copa de las plantas que suponen una reduccion en el desarrollo de las plantas y en la
produccién (Guerrero et al., 2006, 2008). En los ensayos realizados solo se apreciaron
estos sintomas en las parcelas no desinfectadas del invernadero E.

Los pellets de brasicas pueden mejorar la eficacia de la biosolarizacion realizada
con estiércoles frescos y semicompostados en el control de Meloidogyne incognita,
utilizando cantidades reducidas de enmienda.

Tabla 4. Producciones comerciales finales medias (kg m™).

Tratamientos Inver. E Inver. R6 Inver. Y
Testigo no desinfectado 12,6 c
Bromuro de metilo 98:2 12,8 bc
Biosol. estiércol fresco de ovino 138a 8,7a
Biosol. estiércol semicompostado de ovino 14,5 ab 8,6a
Biosol. enmienda de citricos 14,1 ab 136 a 8,2a
S(alotj?ezléi;;sn estiercol fresco de ovino y pellets 156a 139a 8.6 a
Bios_ol. estié;rcol_ fresco de ovino y pellets de 853
brasicas dosis mitad '
Biosol. con pellets de brassicas. 148 a 14,4 a

Las cifras con la misma letra en una columna no son significativamente diferentes (P<0.05%)
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56 ENMIENDAS ESPECIFICAS PARA BIOSOLARIZACION DE
INVERNADERQOS ECOLOGICOS

CONTROL DE NEMATODOS EN INVERNADEROS DE PIMIENTO MEDIANTE
BIOSOLARIZACION CON ENMIENDAS ORGANICAS

Publicado en Actas del VII1 Congreso SEAE, S4, p. 210. 2008
Resumen

Para reducir la incidencia de los principales patdgenos del suelo (Phytophthora
sp. y Meloidogyne sp.) y la fatiga en cultivos ecoldgicos de pimiento realizados en los
invernaderos de Murcia, se viene aplicando la biosolarizacién utilizando estiércoles
frescos como biofumigantes. Con el objeto de mejorar la eficacia desinfectante de los
estiércoles y de reducir los riesgos para la seguridad alimentaria de su uso, se han
elaborado enmiendas con estiércoles frescos y restos de cosecha (brocoli) o
subproductos industriales (de citricos) o se ha semicompostado el estiércol. En un
invernadero contaminado de Meloidogyne incognita se ha evaluado la eficacia frente al
nematodo de cuatro enmiendas (estiércol+ restos de brdcoli (E+B), estiércol+ restos de
citricos (E+C), estiércol semicompostado a 75°C (ES) y restos de brécoli (RB)
comparandolas con un testigo no desinfectado y otro desinfectado con bromuro de
metilo (BM). No se encontraron diferencias entre las enmiendas, ni entre éstas y el
bromuro de metilo, ni en el porcentaje de plantas infestadas (6,6% para el bromuro, 0%
para E+C, 16,7% para E+B, 3,3% para ES y 13,3% para RB) ni en el indice de
nodulacion (0,2 BM, 0,0 E+C, 0,6 E+B, 0,1 ES y 0,4 RB), pero si con el testigo no
desinfectado (100% plantas afectadas y 5,9 de indice de nodulacién). Tampoco se
encontraron diferencias entre enmiendas ni entre éstas y el bromuro de metilo en la
produccion comercial final.

Palabras clave: Meloidogyne, restos de brocoli, restos citricos, semi-compostado,
estiércol

Introduccion

En los invernaderos de la Region de Murcia, Phytophthora capsici y
Meloidogyne incognita son los principales patogenos del suelo (Tello y Lacasa, 1997;
Bello et al., 2004). EI monocultivo reiterado desde hace més de 20 afios ha dado lugar a
la aparicion de fendmenos de fatiga del suelo especifica del pimiento (Lacasa et al.,
2002; Guerrero et al., 2004), asociada a determinados microorganismos (Martinez et al.,
2006).

Tradicionalmente, para el control de los patdgenos y para paliar los efectos de la
fatiga, se ha venido desinfectando el suelo con bromuro de metilo (Lacasa y Guirao,
1997). En los invernaderos con cultivos ecoldgicos se ha aplicado la biosolarizacion
utilizando estiércoles frescos como biofumigantes (Guerrero et al., 2004 y 2006).

Mezclas de estiércoles, residuos urbanos, residuos verdes, composts, turbas, etc.
se han evaluado tanto en sistemas de produccion convencional como ecoldgica, para
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mejorar la estructura y la fertilidad del suelo y para el control de los patdgenos edaficos
en numerosos cultivos (Bonanomi et al., 2007), incluido el pimiento (Chellemi, 2006).
Como objetivo del presente trabajo, nos propusimos evaluar el efecto sobre los
nematodos del género Meloidogyne de enmiendas organicas, especialmente elaboradas
para mejorar la eficacia desinfectante de los estiércoles frescos hasta ahora estudiados
(Guerrero et al., 2004; 2006; 2007) y para garantizar la seguridad alimentaria de su uso.

Material y métodos

En un invernadero experimental de 1.000 m? se evaluaron 4 enmiendas (Cuadro
1). El suelo es franco arcillosos con un 3% de materia organica, en el que se tenia
constancia de la presencia de poblaciones medias de Meloidogyne incognita. Desde
1992 se ha cultivado ininterrumpidamente de pimiento. El disefio experimental fue de
bloques al azar, teniendo como referencia suelo desinfectado con bromuro de metilo
(98:2 a 30 g m?, sellado con plastico VIF de 0,04 mm) y suelo no desinfectado, siendo
las elementales de 50 m?, que albergaban tres filas de 40 plantas, al marco de 1,0 x 0,40
m, utilizando para los controles solo las dos filas centrales. En la campafia precedente
las parcelas de bromuro se desinfectaron con el mismo producto y las restante mediante
biosolarizacién utilizando 2,5 kg m de estiércol fresco de oveja como biofumigante,
salvo las del testigo que no se desinfectaron.

Cuadro 1. Composicion porcentual, en volumen, de las enmiendas y dosis de
aplicacion.

Enmienda Composicion Dosis (kg m®)
Estiercol fresco de oveja 70%
Enmienda citricos Estiércol de vacuno 10%

Gallinaza 10% 2,5

Restos industria citrica 10%

Estiércol fresco de oveja 65%
Gallinaza 10% 25
Restos cosecha brocoli 25%

Enmienda brécoli

Estiércol semi-compostado

Estiércol de oveja semicompostado a 75°C 2,5
Restos cultivo brécoli Restos frescos del cultivo después de la I 2
cosecha 5 plantas m

Las enmiendas con estiércol se prepararon, dos dias antes de la aplicacion, en
una planta de elaboracion de abonos organicos, realizando las mezclas después de
triturar o desmenuzar los componentes.

La biosolarizacion se inicio el 28/07/06, permaneciendo el plastico hasta el
16/10/06. El procedimiento seguido fue el descrito por Guerrero et al. (2004). Al
finalizar el cultivo precedente se extrajeron los restos de plantas, se subsold, se
extendieron las enmiendas e inmediatamente se enterraron mediante labor de fresadora,
cada parcela por separado. Se instalaron sondas de temperatura a 10, 20 y 30 cm de
profundidad en la parcela central de cada tratamiento. Se extendieron los ramales de
goteros (de 3 | hl, dispuestos a 0,40 m) separados 0,5 m, se cubrid con plastico
transparente de PE de 0,05 mm cada parcela y se regd 3 horas un dia y 3-4 horas al dia
siguiente.
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El bromuro de metilo se aplicd el 16/11/06 en fumigacion en frio, utilizando un
dosificador volumétrico de precision. El suelo se sellé con plastico VIF de 0,04 mm,
levantandose el plastico a los 10 dias de la aplicacion.

Cuando el suelo estuvo en condiciones, se subsolé cada parcela por separado y
se prepar6 para plantar mediante labor de fresadora. Se planto la variedad ‘Somontano’,
el 19/12/06. Las préacticas culturales fueron las habituales en la zona, no realizando
tratamientos al suelo. El control de las plagas se hizo por medios bioldgicos y el de las
enfermedades aéreas mediante sublimadores de azufre. El ensayo se dio por finalizado
el 02/08/07.

Cada 3 semanas, a partir de la plantacion, se midieron 5 plantas en cada fila
control de las parcelas elementales, hasta finales de junio en que resulta dificil mantener
erguidas las plantas con el sistema de entutorado empleado. En cada recoleccion se
clasificaron los frutos de cada linea segun las categorias comerciales oficiales,
pesandolos por separado.

Cada semana se examinaron todas las plantas de cada fila control. Cuando se
encontraron alteraciones se analizaron para determinar la causa. Al final del cultivo
(02/08/07) se arrancaron 10 plantas de cada parcela elemental (5 de cada fila) y se
examinaron las raices anotando el numero de las que presentaban noddulos y el indice de
nodulacién segln la escala (0 a 10) de Bridge y Page (1980).

Se realizo el analisis de la varianza de los datos (tratamientos y bloques)
transformando: el porcentaje de plantas infestadas por nematodos mediante arcsenvx; el
indice de nodulacion transformados mediante logip (x+1); la altura mediante la
expresion logio (X) y las producciones mediante logio (x+1). La comparacion de las
medias se realiz6 mediante el test MDS al 95 %.

Resultados y discusion
Control del nematodo

Con las cuatro enmiendas se obtuvieron niveles de control del nematodo
similares a los del bromuro (Cuadro 2), tanto para la proporcion de plantas infestadas
como para el indice de nodulacién. La incidencia en las parcelas no desinfectadas fue
elevada, presentdndose sintomas de amarilleos en el &pice de las plantas a partir de
principios de mayo, con reduccionen el desarrollo y disminucion de la cosecha.

Cuadro 2. Incidencia media de los nematodos. Valoracion realizada el 02/08/07.

M| i
Testigo no desinfectado 59c 100,0 b
BrMe 98:2, 30g m™ 0,2 ab 6,6 a
Biosol. enmienda citricos 0,0a 0,0a
Biosol. enmienda brécoli 0,4 ab 133a
Biosol. estiércol de oveja semicompostado 0,1ab 33a
Biosol. con restos brécoli 0,6 b 16,7 a

2 Test LSD al 95% con datos transformados mediante logio (x+1)." Test LSD al 95% con datos
transformados mediante Arcsen Vx
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Efectos de las enmiendas sobre el desarrollo de las plantas

En el suelo desinfectado con bromuro las plantas crecieron mas que en los otros
tratamientos y que en el testigo no desinfectado (Figura 1). A partir de principios de
marzo, las plantas del suelo no desinfectado fueron mas pequefias que las de los suelos
desinfectados, acentudndose las diferencias con el transcurso del cultivo. Desde
principios de mayo se encontraron diferencias entre tipos de enmiendas, siendo la
elaborada con restos de brdcoli y estiércol la que proporciond las plantas més altas,
sobre todo en relacién a las del estiércol de oveja semicompostado y a la enmienda que
contenia restos de citricos, llegando a igualar a las del bromuro de metilo a partir de
mediados de mayo. En invernaderos con cultivos ecoldgicos y sin patogenos en el suelo,
se observaron diferencias entre enmiendas al final del cultivo, siendo la enmienda con
restos de brécoli y el estiércol semicompostado las que proporcionaron las plantas mas
altas (Guerrero et al., 2008).

140

O Testigo T
120 | OBrMe

BB + S enmienda citricos
B B + S enmienda brocoli
100 4 OB+ Senmienda EFO E,I i
OB + S enmienda EFO + pls brécoli

80 5 B :

Altura (cm)

60 =5 = - - - ||

40

20

Of—Y—Yi

22/1 12/2 5/3 26/3 16/4 7/5 28/5 18/6

e

Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con logyg(X).
Figura 1. Evolucion de la altura media de las plantas.

Efecto sobre las producciones

No se encontraron diferencias ni entre enmiendas ni entre éstas y el bromuro de
metilo en la produccién comercial final (Figura 2). Tampoco entre el bromuro de metilo
y el testigo no desinfectado, ni entre éste y la enmienda con restos de citricos, siendo la
produccidén comercial en el resto de las enmiendas superiores a las del testigo.

Con las enmiendas se obtuvieron mayores cantidades de frutos de tercera
categoria que en el bromuro de metilo, pero no del resto de las categorias comerciales,
siendo el testigo no desinfectado el que menor cantidad de frutos de primera produjo
(Figura 2).

En la primera recoleccion la produccion comercial en el bromuro de metilo fue
superior a la de las enmiendas (Figura 3), manteniéndose tal diferencia en relacion a la
enmienda con citricos en la siguiente recoleccion, pero no con el resto de las enmiendas.
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A partir de mediados de mayo no se encontraron diferencias entre los tratamientos de
desinfeccién. Similares resultados se han obtenido al ensayar estas enmiendas en
invernaderos exentos de hongos nematodos y cultivados bajo normas de agricultura
ecoldgica. Algunas variaciones en la influencia de las calidades de la cosecha se
observaron entre la enmienda con restos de citricos y las restantes enmiendas (Guerrero
et al., 2008).

12
11 U @ Testigo
B BrMe
10 11 g B + S enmienda citricos
9 | BB + S enmienda brécoli -
<\’g g || @B+ S enmienda EFO i
> OB + S enmienda EFO + pls brécoli
x 7 N
S 6 B
3
5 5 i
°
o 4 -
o
3 |
2 il |
&’—’74—’74—’7

Extra Primera Segunda Tercera Comercial Destrio Total

Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con logo(X+1).

Figura 2. Produccion final media por categorias comerciales.

10
@ Testigo
1 B BrMe
8 || OB+ Senmienda citricos | |

BB + S enmienda brécoli
7 +-{ BB+ S enmienda EFO
OB + S enmienda EFO + pls brécoli

Produccion (kg/m?)
N [6)] (o)}

B e e B
17/4 9/5 29/5 14/6 5/7 2/8

Intervalos LSD al 95% con los datos transformados con logo(x+1).

Figura 3. Evolucién de la produccion comercial media acumulada.

160



Capitulo 5. Biosolarizacion

Otros efectos

El analisis microbiolégico de los suelos después de la biosolarizacién puso de
manifiesto la ausencia de bacterias coliformes y bacterias fecales, igual que en el
estiércol de oveja semicompostado en el momento de aplicarlo. Se podria interpretar
que el proceso de biosolarizacién supone el compostaje de la enmienda utilizada. La
temperatura del suelo se mantuvo préxima a 33° C a 30 cmde profundidad, a 36° C a 20
cmya42° C a 10 cm, durante todo el tiempo, no encontrdndose diferencias entre
enmiendas en los niveles térmicos obtenidos.

El control de las malas hierbas con las enmiendas (densidades medias de 0,33 a
0,12) fue similar al del bromuro de metilo (0,09) y muy inferior al del testigo no
desinfectado (1,45).
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5.7 LA BIOSOLARIZACION MAS EFICAZ QUE LA
BIOFUMIGACION

BIOFUMIGATION VS BIOFUMIGATION PLUS SOLARIZATION TO CONTROL
MELOIDOGYNE INCOGNITA IN SWEET-PEPPER

Published in Bulletin OILB/Crop 29(4): 313-318. 2006
Abstrac

In Region of Murcia (Spain), Meloidogyne incognita is one of the main
phytopathological problems in soils where sweet pepper is grown under greenhouse
conditions. Biofumigation efficacy when local amendments are used has been compared
with biofumigation plus solarization, which is considered as an alternative to methyl
bromide in soil disinfestation. When biofumigation plus solarization is repeated in the
same soil, M. incognita control levels and marketable yield are similar to methyl
bromide. Biofumigation alone was not efficient to control the nematode. If this method
is repeated one time, marketable yield is better when it is compared with untreated soil
but this improvement is not sustainable along the next growing seasons.

Keywords: Biofumigation, solarization, Meloidogyne, pepper crops, greenhouses.
Introduccion

Meloidogyne incognita, a root-knot nematode, infests Spanish Mediterranean soils
with high consequences in more than 1,600 ha of sweet pepper monoculture crop which
is grown under greenhouse conditions in Region of Murcia (Tello and Lacasa, 1997;
Bello et al., 1997) and other places in the world (Brito et al., 2004).

Chemical disinfestation of soil has been the usual way of control (Lacasa et al.,
2002). Since the restriction of methyl bromide as soil disinfectant, biofumigation plus
solarization (using local organic amendments) is successfully applied in more than 45
ha (Guerrero et al., 2005; Lacasa et al., 2002). Both Organic Agriculture and Integrated
Crop Production are progressively increasing the use of this method. The most common
cropping season goes from November-January to August-October in Region of Murcia,
which is a disadvantage for the practice of the process of biofumigation plus
solarization.

The effect of biofumigation alone (without plastic film) and biofumigation plus
solarization (with plastic film) to nematode control and its consequence in marketable
yield has been studied with the objective of decreasing the use of inputs such as plastic
which needs to be recycled.

Material y methods

The experimental site was located in the middle of Campo de Cartagena, so it takes
part froma great area of several crops where sweet pepper crops occupy about 2,100 ha.
The assay was carried out in one greenhouse at IMIDA Torreblanca experimental
station with a clay-loam soil, with a 1.8% of organic matter and infested by

163



Capitulo 5. Biosolarizacion

Meloidogyne incognita. Sweet pepper crops have been a monoculture in this greenhouse
since 2000. A complete block design with three replicates was used (plots of 60 m?)
(Table 1). Along three consecutive growing seasons, treatments were repeated in the
same place at the same time and amounts of organic amendments were progressively
reduced.

Table 1. Treatments, rates of application and organic amendment and type of
plastic film used.

Treatments 2002-03 2003-04 2004-05
Methyl Bromide ]
y98;2 30 g m?, VIF 0.04 mm

Biofumigation + (TFSM+25CM) kg m?, | (5FSM+2.0CM) kg m?, | (4 FSM + 1.5 CM) kg m?,

solarization PE 0.05 mm PE 0.05 mm PE 0.05 mm
Biofumigation (7 FSM + 2.5 CM) kg m? (5FSM +2.0CM) kg m? | (4FSM + 1.5 CM) kg m*
Untreated - Non tested

FSM= Fresh Sheep Manure; CM= Chicken Manure; VIF= Virtually Impermeable Film; PE= Polyethylene.

Almuden cultivar (Syngenta Seeds% was planted the first week of January every
year at 1.0 x 0.40 m (25,000 plants ha™). Crop was finished the first week of August.
Watering and fertilisation were made following suggestions from Rincon et al. (2006)
according to crop extractions and environmental conditions. No phytosanitary
treatments were made and biological control of pests was done, which is usually
practiced in sweet pepper greenhouses of Campo de Cartagena.

Biofumigation and biofumigation plus solarization treatments were carried out the
third week of August every year, and plastic film was removed the last week of
October. When the previous crop was finished, soil was prepared and the mixture of
fresh sheep manure (FSM) and chicken manure (CM) was incorporated through an L-
type cultivator. Soil was watered through a drip irrigation system (3 | h') following
indications suggested by Guerrero et al. (2004a) for Region of Murcia. After seven
days, the biofumigated plot was watered. Methyl bromide (98% methyl bromide+2%
chloropicrin) was applied in cold fumigation under VIF (Virtually Impermeable Film)
plastic (0.04 mm thick) the first week of November. Total marketable yield (kg m™) and
M. incognita incidence were measured. At the end of the crop, ten plants of each plot
were removed from the soil in a randomized way and root system was observed.
Damage caused by M. incognita was measured according to Bridge and Page scale
(1980) checked by Bello et al. (1997). Percentage of infested plant and the root-knot
index were transformed into arc sin Vx and log,, (x+1) prior to analysis of variance
(ANOVA) (P>0.05). Marketable yield categories and total yield were transformed into
log,, (x+1) and analysed through ANOVA. In both significant differences among
treatments were compared with the LSD test (P> 0.05).
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Results and discussion
M. incognita incidence

No differences were found among treatments in relation to percentage of plants
infested by M. incognita the first year, but there were differences in root-knot index
(Table 2). Roots damage severity was lower with methyl bromide, but there were no
differences among biofumigation alone, biofumigation plus solarization and untreated
soil. The last two years, biofumigation plus solarization was as effective as methyl
bromide (Table 2), but biofumigation alone had the same efficiency than the untreated
soil, with the same percentage of infested plants and damage severity.

From the second year onwards, biofumigation plus solarization give M.
incognita similar control levels to methyl bromide (Guerrero et al., 2004a).
Biofumigation plus solarization is shown as an effective and stable method for soil
disinfestation in South East Spanish greenhouses (Guerrero et al., 2004b and 2005).

Table 2. Percentage of plants infested by Meloidogyne incognita and root-knot
index (0-10).

2002-03 2003-04 2004-05
% % %

Treatments . . .
infested R90; krgot infested RF)O; erOt infested R_OO(; erOt
plants® index plants® ihaex plants® ihaex

MB 98:2 VIF 80.0 a 4.3Db 40.0b 1.2Db 20.0b 0.8b
'i"s";‘;gr‘l'ga""ttl'gr? 93.3a 59a 40.0 b 1.7b 33.3b 2.8
Biofumigation 100.0a 7.2a 100.0 a 7.3a 98.3a 6.5a

ntreated 1 1000a | 69a i i 1000a | 6.3a

Means in the same column followed by the same letter are not significantly different (P>0.05). ANOVA (a= Test
LSD y=arcsenvx; b= Test LSD y= logjo(x+1)).

After biofumigation plus solarization disinfestation, root-knot nematode
populations go down significantly while saprophytic nematode populations go up,
improving biodiversity (Bello et al., 2001). The effect of biofumigation plus solarization
tends to be higher than biofumigation and solarization (Gamliel et al., 2001).

Marketable yield

In the first cropping season, significantly differences on marketable yield were
found among treatments tested (Table 3) but there was no relation between quality and
yield level with severity of nematode damage. Biofumigation plus solarization gave
similar yield than methyl bromide in the first cropping season although the following
years, results obtained were better than the first one (Table 3 and 4). Biofumigation
alone gave similar marketable yield than methyl bromide during two growing seasons
(Table 3 and 4), but did not happen the same on the third year which was lower and
similar to the untreated soil (Table 5).
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Table 3. Marketable yield (kg m?) according to marketable categories. Growing
season 2002/2003.

Treatments Extra First Second Third Marketable Total
MB 98:2 VIF 0.26 a 3.84a 4.28 ab 091a 9.30a 9.79 a
Biofumigation
+ solarization 0.62 a 454 a 433 a 0.58 a 10.08 a 10.53 a
Biofumigation 0.27 a 2.84Db 3.36 bc 091a 7.39b 7.53b

Untreated
0.11a 1.87¢ 2.80¢c 0.71a 5.50¢ 5.65¢

Data in the same column followed by the same letter are not significantly different (P> 0.05). ANOVA logyo (x+1),
LSD Test.

Table 4. Marketable yield (kg m?) according to marketable categories. Growing
season 2003/2004.

Treatments Extra First Second Third Marketable Total

MB 98:2 VIF 0.01a 345D 552 a 1.30a 10.29 b 11.08 ab

Biofumigation +

solarization 0.19a 459 a 5.84 a 1.34a 11.97 a 12.35a

Biofumigation 0.08 a 3.10b 5.50 a 0.96 a 9.65b 9.92b

Data in the same column followed by the same letter are not significantly different (P> 0.05). ANOVA logy, (x+1),
LSD Test.

Table 5. Marketable yield (kg m?) according to marketable categories. Growing
season 2004/2005.

Treatments Extra First Second Third Marketable Total
MB 98:2 VIF 0 2.04a 3.40a 1.75ab 7.20 ab 7.97 ab
Biofumigation + 0 2.05a 384a | 205a 7.95a 8.93a
solarization
Biofumigation 0 213 a 301la 146D 6.61Db 7.32Db
Untreated 0 2.20a 3.14a 1.62b 6.97 ab 7.76 b

Data in the same column followed by the same letter are not significantly different (P> 0.05). ANOVA logyo (x+1),
LSD Test.

The increment of marketable yield with biofumigation plus solarization was shown
since the first year in comparison to methyl bromide. The effect also took place in other
greenhouses (Guerrero et al., 2004b and 2005) and it seems to be related with the
improvement of physical and chemical soil properties (Fernandez et al., 2004 and 2005)
and with effect over pathogens (Guerrero et al., 2004a). Similar results were obtained
by Harvey and Sams (2001) when they used Brassica species for tomato crops. With
biofumigation alone, the increase of yield which happened the first year in relation to
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methyl bromide was as a result of the improvement of soil properties, but the following
years did not keep because of the severity of nematode damages.

In short, to obtain acceptable disinfection levels in Spanish South East greenhouses
with non chemical ways it could be necessary to complement the use of biofumigation
with solarization.
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5.8 PELLETS DE BRASSICA CARINATA ENMIENDA DE
BIOSOLARIZACION PARA EL CONTROL DE PATOGENOS

EFFECT OF BIOSOLARIZATION USING PELLETS OF BRASSICA CARINATA ON
SOIL-BORNE PATHOGENS IN PROTECTED PEPPER CROPS

Published in Acta Horticulturae 381: 337-344. 2010
Abstrac

Phytophthora spp. and Meloidogyne incognita are the main soil-borne pathogens
of greenhouse pepper crops in Southeast Spain. Between 1985 and 2005, soils were
disinfested every year with methyl bromide (MB). Nowadays, among the different
alternatives to MB, biosolarization with fresh sheep manure (FSM) is applied at 450 ha,
using 1.3-dicholoropropene+chloropicrin in the rest of surface (1,500 ha). Disinfestant
efficacy of biosolarization with Brassica carinata pellets at 300 g m™ alone or mixed
with FSM in different dates of application has been evaluated at experimental and
commercial greenhouses. When biosolarization was carried out in August, the survival
of P. capsici oospores was as low as MB and the incidence of Meloidogyne was similar
to MB (Nodulation Index NI=0.0; percentage of infested plantas 1P=0%). Results
showed that when pellets were mixed with FSM (N1=0.5; IP=13%) although incidence
using pellets alone (N1=2.3; IP=47%) was inferior to FSM alone (N1=4.1; IP=87%) that
improved the control (NI=5.6; IP=100%). When biosolarization was initiated in
October, disinfestant efficacy decreased, since the incidence of Meloidogyne and the
survival of P. capsici inoculum increased using either pellets alone or mixed with
manure.

Keywords: Phytophthora capsici, Meloidogyne incognita, greenhouses, soil
disinfestation, organics amendments.

Introduction

Phytophthora spp. (P. capsici and P. parasitica) and Meloidogyne incognita are
the main soil-borne pathogens in protected pepper crops in Southeastern Spain (Tello J,
Lacasa A, 1997; Bello et al., 2004).

Soils used to be disinfested with methyl bromide (MB) every year in that area
(Guirao et al., 2004) from 1985 to 2005, when this method was banned. MB was
replaced by the mixture of 1.3-dichloropropene and chloropicrin as other chemical
alternative which was used in 1,500 ha in 2008. Due to environmental concerns, its
future availability is under suspicion.

Biosolarization (BS, biofumigation + solarization) with fresh sheep manure
(FSM) showed its efficacy for pathogen control if it was carried out in August or at the
beginning of September (Guerrero et al., 2004a; Ros et al., 2008) as well as if it was
repeated for two or three consecutive years (Guerrero et al., 2004b, 2005, 2006, 2007;
Candido et al., 2005). In 2008, BS was applied in more than 450 ha in Campo de
Cartagena (Murcia) (Guerrero et al., 2009). The use of Brassica crops in rotations or as
green manure has been related with reduction of soil diseases incidence caused by fungi
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and nematodes (Smoliska et al., 2003; Larkin and Griffin, 2008). Besides, benefits in
the control of pathogens and weeds have been shown (Palmieri, 2005; Sachi et al.,
2005; Lazzeri and Manici, 2000) when using organic amendments obtained as by-
product from seeds oil extraction. In this study, the effect of biosolarization using
pellets of B. carinata on soil-borne pathogens of pepper greenhouses has been
evaluated, with the objective of reducing amount of manure and improving the
effectiveness of biosolarization when it is carried out in October, a more compatible
period with pepper crop cycle in the area.

Material and methods
Trials characteristics

Trials were performed during 2007-2008 and 2008-2009 in a greenhouse of
IMIDA Experimental Station, located at Campo de Cartagena (Murcia), with 1,000 m?
and 12 years of monoculture. Soil type was clay-loam, with 3% of organic matter
content and it was infected by Meloidogyne incognita.

Treatments were randomized in a complete block design with three replicates.
Non disinfested soil and methyl bromide were considered as reference treatments. The
last one was applied by fumigation in October. Treatments are shown in Table 1. Plots
had 52 m? (120 plants plot™). Pepper cv. ‘Somontano’ was grown in 2007-2008 and cv.
‘Pedrosa’ in 2008-20009.

Table 1. Treatments assayed.

Treatment’ 2007-08 2008-09
MB 98:2, VIF 0.04 mm, October 30g m* 30gm*
BS Fresh Sheep Manure (FSM), August 2.5 kg m* 2.5 kg m*
BS pellets B. carinata, August 0.3kgm* 0.3kgm*
BS FSM + pellets B. carinata, August 2.5+0.3 kg m*

BS pellets B. carinata, October 0.3kgm*
BS FSM + pellets B. carinata, October 2.5+0.3 kg m*
Non- disinfested X X

IMB: Methyl Bromide; VIF: Virtually Impermeable Film; BS: Biosolarization; FSM: Fresh Sheep
Manure

In growing season 2007-2008, biosolarization was initiated at the beginning of
August, keeping the film for ten weeks. In growing season 2008-2009, it was initiated at
the beginning of August and in the first week of October, keeping the film (PE
transparent of 0.05 mm) for six weeks in the two dates. The methodology was made
according to Guerrero et al. (2004a). The applied manure had the following
characteristics: pH 8.2 and EC 5.0 dS m, organic C: 400 g kg}, total N: 25.0 g kg™,
total P: 5.5 g kg™ and total K: 26.1 g kg™. Pellets of Brassica carinata (Biofence,
Triumph Italia SPA, Cerealetoscana Group) had: 6% of total N; 7% of total P; 2.4% of
total K and 84.2% of organic matter). The amendments were added to soil using a
rototiller and soil was immediately sealed with the film. A drip-irrigation system was set
up and soil was moistened during three hours (using 3 | h™ emitters spaced 0.40 mapart
in the same row, with 0.50 m between drip rows), watering the following day 3-4 hours
again.
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In treatments with pellets alone, with MB or in non-disinfested, before pepper
plantation, it was incorporated the same amount of mature sheep manure (2.5 kg m?)
than in biosolarised treatment with fresh sheep manure.

Crop management was the same that it is commonly used in the area of Campo
de Cartagena, with integrated pest management and without soil treatments during the
growing season.

Parameters studied

Ambient and soil (at 15 and 30 cm depth) temperatures were monitored with
thermistor probes attached to a 32K Hobo H8-4 datalogger during biosolarization
experiments.

Oospores were produced by crossing Spanish isolates of P. capsici obtained
from pepper of the Al compatibility type (Neiker 02-206, 00-004, 06-1303) with
reference isolates of P. capsici of the A2 compatibility type (CBS111336, CBS 3707-
72).

Nylon meshes (25 um) containing embedded oospores of P. capsici were placed
into the soil at 15 and 30 cm depth in three points of each experimental plot and were
retrieved at 2, 4 and 6 (10 in case of growing season 2007-2008) weeks since the
beginning of the biosolarization, in BS treatments and non-disinfested one, and one
week after soil disinfestation with MB. Viability of oospores was determined by the
plasmolysis method described by Jiang and Erwin (1990).

For the infectivity bioassay, oospores of P. capsici were added to moist
sterilized soil (10,000 oospores in 100 ml soil) from every treatment plot and then
wrapped in a museline to form a small bag which was buried at 15 and 30 cm soil depth
in four points of each experimental plot. The soil bags were sampled at the end of
disinfestation process. After that period soil from each bag was put into a pot with one
pepper plant cv. ‘Derio’ (sensitive to P. capsici) in the phenological stage of two true
leaves. Pots were grown under controlled conditions in a growth chamber at 25°C with a
10:14 photoperiod, during 12 weeks, registering the number of plants with symptoms
every week.

The effect on Meloidogyne was determined at the end of the growing season,
pulling up ten plants, in a randomized way, for each elemental plot. Roots were
examined and the nodulation index (NI) (0-10 according to Bridge and Page (1980))
and the percentage of infested plants (% IP) was noted.

Height of 10 plants, in a randomized way from each elemental plot, was
measured every three weeks. The marketable yield, according to official commercial
categ(;ries, was weighed in each harvest moment for each elemental plot, expressed as
kg m“.

The data obtained were subjected to statistical analysis using ANOVA,
comparing the means of the treatments with the LSD Test at 95% (P<0.05). The logio
(x) transformation was used to normalise the data for plant height, the logio (x+1) for
yield and root nodulation index and arcsin Vx for percentage of infested plants by
nematodes and for percentage of viable oospores.

171



Capitulo 5. Biosolarizacion

Results and discussion
Effect on Phytophthora inoculum

The viability of oospores at 15 cm of soil depth was reduced when biosolarised
treatments were performed in August (Table 2), with the same efficacy as methyl
bromide, for both growing seasons studied, whereas at 30 cm of soil depth, the
reduction at BS treatments was inferior to MB. The proportion of infested plants by
surviving inoculum (infectivity) was higher with BS with pellets than with FSM and
MB at 30 cm, but there was not infection with buried inoculum at 15 cm. When BS was
made in October, infectivity at 15 cm was higher with pellets of B. carinata alone than
with the mixture of FSM+pellets, but the contrary fact took place at 30 cm. The
proportion of died plants by the surviving inoculum in October was higher in BS
treatments than in non disinfested soil, probably because soil in last treatment had a
lower water content (non plastic tarped soil).

Table 2. Viability (% of surviving oospores) and infectivity (% of died plants) of
Phytophthora capsici oospores buried at 15 and 30 cm following disinfestation process.

2007-08 2008-09
Treatment' Viab.” [ Viab. | Viab. [ Infect’ | Viab. | Infect.
15cm | 30cm 15cm 30cm
MB 98:2, VIF, October 03b° | 00b | 43c | 00c | 34c | 83d
BS FSM, August 00c 0.0b 46¢C 00c |182ab| 0.0d
BS pellets, August 00c 00b 32¢c 00c |16.1ab | 16.7cd
BS FSM + pellets, August
Non- disinfested, August 00c 00b |149ab| 83.3a | 249a | 100.0a
BS pellets, October ----- | 15.2ab | 58.3ab | 23.2ab | 41.7 bc
BS FSM + pellets, October 24.1a | 41.7b | 28.0a | 50.0b
Non- disinfested, October 0.6a 1.7a | 8.2abc | 25.0bc | 10.7bc | 16.7d

MB: Methyl Bromide; VIF: Virtually Impermeable Film; BS: Biosolarization; FSM: Fresh Sheep
Manure.
2Viab.: Viability, Infec.: Infectivity.
*Mean values of the same column, followed by the same letter do not differ significantly, according to the
LSD Test (P<0.05). The arcsin Vx transformation was used to normalise data.

In conclusion, when BS is made in October it shows some deficiencies in the
reduction of Phytophthora inoculum (Figures 3 and 4), respect to make it in August.
Oospores viability decreases along time, emphasizing at 15 cm four weeks later (Figure
1). The inactivity at 30 cm is the same for all treatments until the sixth week (Figure 2).

According to the data, the high soil temperature achieved could be the main
factor to inactivate Phytophthora inoculum when BS is carried out in August.
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Figure 1. Effect of BS with different organic amendments during August 2008 on the oospore viability
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Figure 2. Effect of BS with different organic amendments during August 2008 on the oospore viability

buried at 30 cm depth.
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Figure 3. Effect of BS with different organic amend ments during October 2008 on the oospore viability
buried at 15 cm depth.

60 7 | —{1— Control not disinfested
—O— Brassica carinata pellets
50 I —8— Brassica carinata pellets + Fresh Sheep Manure
Q —o— Methyl Bromide
240N
E
©
S30+\V N V— =
g
(@]
o 20+———m Vv s/
(72}
@]
o
O e
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Time (weeks)

Figure 4. Effect of BS with different organic amendments during October 2008 on the oospore viability
buried at 30 cm depth.

Effect on nematodes

Pellets of B. carinata improved the efficacy of BS with fresh sheep manure
(FSM) with similar results to MB (Table 3). In 2008-2009, pellets of B. carinata gave
better results than FSM. BS made in October was not effective, since there were not
significant differences among BS treatments. Neither BS treatments made in October

nor BS treatments made in August with FSM showed significant differences, although
results obtained were better than non-disinfested soil.
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Table 3. Nodulation Index (NI) and percentage of infested plants by Meloidogyne (% IP).

Treatment. 2007-08 2007-08
NI %IP NI %IP

MB 98:2, VIF, October 0.0a 0.0a° 01a’ 6.6 a’
BS FSM, August 41¢c 86.7 c 49¢c 100.0 b
BS pellets, August 2.2Db 46.7b 3.8b 93.3b
BS FSM + 0,3 kg m* pellets, August 0.5a 13.3a
BS pellets, October 4.1 bc 93.3b
BS FSM + pellets, October 4.6 bc 93.3b
Non- disinfested 5.6d 100.0 c 5.7d 100.0 b

M B: Methyl Bromide; VIF: Virtually Impermeable Film; BS: Biosolarization; FSM: Fresh Sheep Manure.

2Mean values of the same column, followed by the same letter do not differ significantly, according to the LSD Test
(P<0.05). The log,, (x+1) transformation was performed to normalised data of root nodulation index.

3Mean values of the same column, followed by the same letter do not differ significantly, according to the LSD Test
(P<0.05). The arcsin Vx transformation was performed to normalised data of percentage of infested plants.

Effect on plant growth and yield

Biosolarization in August using pellets of B. carinata, allowed getting plants
taller than MB or BS with FSM alone (Table 4) at the end of growing season. There
were not significant differences among BS treatments made in October which had taller
plants than in non-disinfested soil. Plant height with BS treatments of FSM alone made
iIn August was similar than BS treatments of FSM+pellets made in October. On the
other hand, the use of pellets of B. carinata alone or mixed with FSM in October had
plants as tall as carrying out BS with FSM alone in August.

Total marketable yield obtained in BS treatments made in August was superior
to MB and non-disinfested soil (Table 4) for both growing seasons. There were not
significant differences among organic amendments. When BS was made in October,
total yield was lower than in August, but was similar to MB and non-disinfested soil.
Results shown than the mixture of pellets of B. carinata with FSM improved the
marketable yield of BS with FSM.

Table 4. Plant height (cm) and total marketable yield (kg m?) at the end of growing
season.

Plant height Total marketable yield

Treatment (cm) (kg m?)

2007-08 | 2008-09 | 2007-08 | 2008-09
MB 98:2, VIF October 153.1b" | 148.7a° | 12.8¢° 11.1b°
BS FSM, August 1516 b 135.4 b 14.5 ab 12.7a
BS pellets, August 158.1a 151.9a 14.8 ab 12.6a
BS FSM + 0.3 kg m~ pellets, August 159.2a 15.6a
BS pellets, October 138.2 b 109D
BS FSM + pellets, October 137.9b 109D
Non-disinfested 140.2 ¢ 128.3 ¢ 125¢ 10.7Db

MB: Methyl Bromide; VIF: Virtually Impermeable Film; BS: Biosolarization; FSM: Fresh Sheep
Manure. 2Mean values of the same column, followed by the same letter do not differ significantly,
according to the LSD Test (P<0.05). The logye (X transformation was performed to normalised data of
plant height. *Mean values of the same column, followed by the same letter do not differ significantly,
according to the LSD Test (P<0.05). The log1 (x+1) transformation was performed to normalised data of
yield.
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5.9 EVALUATION OF REPEATED BIODISINFESTATION USING
BRASSICA CARINATA PELLETS TO CONTROL MELOIDOGYNE
INCOGNITA IN PROTECTED PEPPER CROPS

Abstract

The nematode Meloidogyne incognita is responsible for substantial losses in
greenhouse-grown peppers in south-eastern Spain. This study evaluates the use of
biodisinfestation (organic amendment+solarisation) as an alternative to using methyl
bromide (MB) over three consecutive years to control the nematode in greenhouse
conditions. Brassica carinata (BP) pellets or B. carinata (BP)+fresh sheep manure (M)
were evaluated in treatments which began on two different dates (August and October)
and the results were compared with MB disinfested and untreated controls. During the
third year, the gall index for BP was lower than that obtained for BP+M and in the
August treatment than in the October treatment. The commercial crop of pepper fruit
obtained with the biodisinfestation treatments begun in August was similar to or higher
than that obtained with MB, and higher than that obtained with both October
biodisinfestation treatments. The yield of the October biodisinfestation treatments was
higher than that of the untreated. In August of all the years studied, the accumulated
exposure times were greater than the thresholds required to kill M. incognita
populations at 15 cm depth. The incidence of the nematode did not correspond to the
reduction achieved during solarisation, and seemed to increase during the crop cycle.
Further studies should look at why high temperatures do not produce a sustained
reduction in the populations of Meloidogyne incognita.

Key words: Soil, nematode, organic amendments, greenhouses.
Resumen

Meloidogyne incognita es causante de importantes pérdidas en cultivos de pimiento en
invernadero del Sureste de Espafia. Por este motivo se planted un ensayo para evaluar la
biodesinfeccion (enmiendas organicas+solarizacion) como alternativa al bromuro de
metilo (BM), en un invernadero naturalmente infectado por el nematodo, durante tres
afos consecutivos. El disefio experimental fue de bloques al azar y se evaluaron pellets
de Brassica carinata y pellets de B. carinata (PB)+estiércol fresco de oveja (M), en dos
fechas de inicio de la solarizacion (agosto y octubre). Como controles se utilizaron un
testigo no desinfectado y otro desinfectado con BM. El tercer afio los indices de agallas
en PB fueron menores que en BP+M vy los de agosto menores que los de octubre. La
produccion comercial de los tratamientos de BS de agosto fueron similares o superiores
a las del BM y mayores que las de BS octubre, para las dos enmiendas. Las
producciones de BS octubre fueron mayores que las del testigo. En agosto se
acumularon tiempos de exposicion que sobrepasaron los umbrales requeridos para matar
las poblaciones de M. incognita a 15 cm todos los afos. La incidencia del nematodo no
corresponde al grado de reduccion de las poblaciones durante la biodesinfeccion, que
pudieron incrementarse a lo largo del ciclo de cultivo. Deben investigarse los motivos
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por los que las altas temperaturas no provocan un efecto sostenido en la reduccion de las
poblaciones.

Abbreviations used: BS: biodisinfestation, MB: methyl bromide, VIF: Virtually
Impermeable Film, BP: Brassica carinata pellets; M: fresh sheep manure, Gl: galling
index

Introduction

In the province of Murcia (south-eastern Spain) pepper is a crop that occupies
more than 90% of the area dedicated to greenhouse crops and has been a monoculture
for the last 20 years (Lacasa and Guirao, 1997). The normal crop cycle lasts 9-10
months (November-December to September-October). Phytophthora spp. (P. capsici
and P. parasitica) and Meloidogyne incognita are recurring and persistent problems
and, together, cause substantial crop spoilage (Tello and Lacasa, 1997; Bello et al.,
2004).

Until 2005, methyl bromide (MB) was use to disinfect soils to control both
pathogens and to lessen the effects of fatigue caused by repeated monocultures
(Martinez et al., 2011). Since that time, MB has been replaced by a mixture of 1,3-
dichloropropene and chloropicrin, but these, too, will shortly be banned by EU
legislation. To this forthcoming ban must be added the growth indemand for ecological
foods produced by sustainable agricultural practices, meaning that non-chemical
methods must be sought for controlling soilborne plant pathogens and plant parasite
nematodes adapted for use in intensive horticulture.

In recent years numerous alternatives to chemical disinfection have been studied,
and of these, those based on organic amendments alone or in combination with
solarisation seem to be the most promising. This method involves incorporating
decomposable organic matter into the soil and subsequent humidification, covering with
plastic for 2-15 weeks. Decomposition of the source of carbon in the humid or wet soil
by anaerobic microorganisms reduces the oxygen content below the plastic (Messiha et
al., 2007) in a process that has been called “biological disinfestation” (Blok et al.,
2000), “reductive soil disinfestation” (Katasse et al., 2009) or “soil reductive
sterilization” (Yossen et al., 2008). The anaerobic conditions increase the activities of
the microorganisms in the soil, which have a suppressive effect on pathogens and
parasites (Gamliel et al., 2000, Bonanomi et al., 2007; Oka et al., 2010, Kleim et al.,
2011).

The combined action of organic amendment and solarisation has demonstrated
its effectiveness in the control of Phytophthora capsici in pepper crops. The process of
soil disinfection was called ‘biodisinfestation” by NUfiez-Zofio et al. (2011). In these
processes, the effects of anaerobiosis and suppression are added to the effect of
temperature and of the gases released during decomposition of the organic matter, such
as ammonia and nitrous acid (Lazarovits et al., 2001, Tenuta and Lazarovits, 2001,
Arriaga et al., 2011). Although the characteristics of the OM are regarded as critical
elements for the control of pathogens in general, the same characteristics do not seem to
have a great impact on the control of some pathogens produced in anaerobic conditions
(Bonanomi et al., 2007, 2010).

The use of Brassicaceae in crop rotations or as green manure amendments in
biofumigation treatments (Staplenton and Bolafios, 2009) has been seen to reduce the
incidence of some soilborne pathogens and plant parasites, including nematodes
(Smolika et al, 2003, Larking and Griffin, 2008) through their release of
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isothiocyanates. For example, improved pathogen and weed control has been achieved
by using amendments obtained from by-products produced during the extraction of oil
from Brassica carinata and Sinapis alba seeds (Palmieri, 2005, Sachi et al., 2005,
Lazzeriand Manici, 2000, Cohen et al., 2005, Lazzeriet al., 2004).

Biodisinfestation (BS) using fresh sheep manure (M) as amendment in August
was seen to provide similar results to those obtained using MB to control Phytophthora
spp. in pepper crops (Guerrero et al., 2004a). Production increased when the application
was repeated more than two years (Guerrero et al., 2004b, 2006; Candido et al., 2005),
but it seemed to have little effect when applied after the beginning of September
(Guerrero et al., 2010).

Some growers are reluctant to use biodisinfestation (BS) because they would
have to be able shorten the regular cycle by one or two months, which implies a
substantial reduction in the crop vyield (20-30%). The implementation of
biodisinfestation (BS) is one of the drawbacks of the method because biodisinfestation
(BS) must begin in August (Guerrero et al., 2004 a).

The objective of the present study was to evaluate the effect of biodisinfestation
(BS) using Brassica carinata pellets (BP) alone or combined with fresh sheep manure,
when applied in August or October for the control of Meloidogyne incognita as well as
marketable yield in greenhouse grown pepper crops in a mild-warm climate. The
experiment was carried out over three consecutive years and the treatments were
repeated in the same plots.

Material and Methods

Experimental design

The trials were carried out in a greenhouse located in Campo de Cartagena
(Murcia, southeast Spain) over three consecutive crop seasons.

The soil was naturally contaminated by Meloidogyne incognita (race 2, biovar
pepper according to Robertson et al., (2006). The experiment treatments were arranged
in a completed randomized block design with three replicates, and a plot size of 52 .
The soil was a clay loam with an organic matter content of 2%, a total nitrogen content
of 1.5 gkg?, pH = 7.8, a C/N ratio of 10.3 and electrical conductivity of 14.4 dS m™.
Two treatments were studied: (i) BP: solarisation + Brassica carinata pellets (0.3 kg m
as organic amendment; (ii) BP+M: solarization+a mixture of seed mail Brassica carinata
pellets (0.3 kg m™?) and fresh sheep manure (2.5 kg m2). Treatments were carried out for
6 weeks in both August and October (August and October treatments were performed in
different experimental plots). Untreated (neither solarisation nor organic amendment) and
MB-treated plots were included as reference controls.

Organic amendments were buried using a rotary tiller and a drip irrigation
system (3 | b emitters spaced 0.40 m apart in the same rows) was installed. Then, a
transparent plastic (PE, 0.05 mm) was spread over the biodisinfestation treatments plots
and the soil was watered for three hours a day on two consecutives days. The Brassica
carinata pellets (BP) (Biofence Triumph Italia SPA) contained 6% N, 7% P, 2.4 K
84.2% organic matter. The glucosinolate sinigrin constituted the Brassica carinata seed
mail as well as the derived isothiocyanate, these are efficacy to Meloidogyne nematodes
(Lazzeri et al., 2010). The applied manure had the following characteristics: pH 8.2 and
EC 5.0 dS m™, organic C:400 g kg, total N:25.0 g kg?, total P: 5.5 g kg™ and total K:
26.1gkg™.

In the treatments not including M, composted manure was added at 2.5 kg m
before planting. Methyl bromide (MB)(98% a.i., 2% chlorpicrin) was applied at a dosage
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of 30 g m? as a cold fumigation, using a volumetric dispenser after the soil was covered
with virtually impermeable film (VIF, 0.04 mm thick) and maintained for one week.

In January, pepper plants (Capsicum annuum L) were planted with a crop density of
25,000 plants ha* corresponding to 3 rows of 45 plants per row. The crop season ended
in the first week of August. Pests were controlled using biological control.

Parameters studied

Soil temperature (at 15 and 30 cm depth) was monitored using sensors
connected to a data-logger (Hobo Weather Station, Onset Computer Corporation, US,
H8-4 32K) with continuous data recording and reading every 15 min.

Pegper fruits were harvested throughout the crop season and final marketable yield (kg
m“) was determined.

The incidence of Meloidogyne incognita was evaluated at the end of the crop
season. Ten pepper plants of each experimental plot were pulled up in order to
determine a) the percentage of galled plants and b) the galling index according to Bridge
and Page (1980) on a scale of 0-10.

Statistical analyses

The data were studied using ANOVA. Differences among treatments were tested
using the LSD test al 95% (P<0.05). The data were transformed to achieve
homocedasticity and normality using the following transformations: log (x+1) for the
crop yield and nodulation index, and the formula arcsine ' (x) for the percentage of
galled plants.

Results
Incidence of M. incognita

In the first year the galling index (GI) of BS was less than in the untreated
control and the date of beginning the treatment or amendment had no influence. In the
second year the GI of the August BS treatments was lower than that of the October BS
treatments finding no differences between amendments in August, but in October there
were differences.

In the third year there were differences in the Gl between dates (August and
October) and between both amendments. The GI of the October BP+M did not differ
from that of the untreated control. The incidence was lower in the BP treatments than in
the BP+M in both dates. The GI values of the August treatments were more similar to
those of MB than those of the October treatments. The BS treatments beginning in
August reduced the incidence of Meloidogyne in the third year of application (Gl was
3.8 in the first year, and 2.6 in the third year), the reduction being more pronounced in
the treatment with BP (31.58%) than with BP+M (14.6%). In the October treatments the
incidence of M. incognita increased (50% in BP+M and 31% in BP), and also in the
non-treated control (20%) and MB (150%).

The percentage of infested plants varied very little between the BS treatments
and the non-treated control in all three years. However, this proportion increased in MB
in the last year. Inthe August BS treatments there was a (non-significant) tendency for
the percentage of infested plants to fall as time passed. In the plots with GI values below
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4 no symptoms of yellowing, reduced growth, etc, were evident in the aerial part of the
plants.

Effect on pepper crop yield

In the first year, differences were observed between BS dates but not between
amendments, within a same date, being higher in August than in October (Table 2).
Yield for the October treatments were similar to those obtained with MB but higher than
those obtained in the non-treated controland lower than in the August BS treatments.

In the second year there were no differences between dates or between both
amendments (August and October) (Table 2), the production obtained with BS
treatments being similar to that obtained with MB and higher than in the control.

In the third year, there were differences between dates but not between amendments
(Table 2). The production obtained in October was lower than that obtained with MB,
which was similar to that obtained in August. The production obtained with BS at any
date was higher than that obtained with the control, as in the other years.

The August BS treatments provided similar levels of production or higher than MB every
year, while the October BS treatments yields were no different from MB in two of the
three years and always higher than the non-treated control.

Soil Temperatures

In general, the daily evolution of the maximum, mean and minimum temperatures

was similar for the same depth (15 and 30 cm) and treatment date (August and October).
Differences between depths and also between dates for the same treatment were observed
and between the treatments and the untreated control. Tables 3, 4 and 5 depict the
percentage of the total biodisinfestation time that the soil temperatures were in given
ranges above 30°C. Above 38°C the values are represented at 1°C intervals, as suggested
by Wang and McSorely (2008).
In the August treatments the temperature at 15 cm always were above 25°C the first year,
above 30 °C the second year and above 32°C the third, while at 30 cm the corresponding
minimum temperatures were 28°C, 32°C and 34°C, respectively. In the first year the
percentage of time that the soil at 15 cm was above 42°C was higher for BP+M (24.44%)
than for BP (0.3%), while at 30 cm the differences between the amendments were slight
(0.6% for BP and 0.10% for BP+M). In the second year the % differences between soils
with temperatures above 42°C were very small at 15 cm (1.12% for BP and 3.70% for
BP+M), while at 30 cm the temperatures did not exceed 42°C in either amendment. In
the third year the soil temperature frequently exceeded 42°C at 15 cm with both
treatments (18.70% for BP, 23.28 % for BP+M) while at 30 cm the corresponding times
were BP+M (22.41%) and BP (1.65%).

The first year in October treatments the temperature was always lower than 38°C
at both depths analysed and for both amendments except the second year at 15 cm for
BP, where the soil was above this temperature for 8.9% of the time. The percentage of
time when the soil was above 35°C was greater for BP+M than for BP at both depths the
first year (17.07% and 3.5%, respectively, at 15 cmand 21.2% and 6.8%, respectively, at
30 cm). In the second year, the time with temperatures above 35°C was similar for both
amendments at 15 cm (16.6% for BP+FSM and 25.3% for BP) at 30 cm (16.39% for
BP+M and 23.58% for BP). In the third year, only the soils in BP+M at 15 cm exceeded
35°C (4.40% of the time).
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In the untreated control the temperature was lower than for both treatments at both
depths and dates during the three years of the experiment. Only in August of the first year
did the soil temperature rise above 38°C (1.93% of the time).

Discussion

In previous studies, we showed that biodisinfestation with fresh sheep or poultry
manure provided acceptable levels of M. incognita control (Guerrero et al., 2004a; 2006)
which improved as the treatments were prolonged over 3 to 7 years (Guerrero et al.,
2007). The results of the present study show that biodisinfestation with seed mail
Brassica carinata pellets, alone or in combination with fresh sheep manure, when begun
in August provides effective control of M. incognita and ensures similar production
levels to those obtained using MB. However when this treatment is beginning in October
was not effective.

Many species of the family Brassicaceae contain glucosinolates, which upon
decomposition, give rise to isothiocyanates (Kirkegard and Sarwar, 1998; Smolinka et
al., 1997), which reduce the incidence of pathogens in the soil, whether buried as green
manure (Larkin and Griffin, 2008; Pikerton et al., 2000) or whether in the form of by
products of oil extract on from seeds (Palmieri, 2005; Sachi et al., 2005; Lazzeri, et al.,
2004). The biofumigation effect of organic amendments on pathogens is due to, among
other factors, toxic volatile compounds, anaerobic conditions and the increasing
suppressive capacity of the soil (Everts et al., 2006; Katasse et al., 2009; Tenuta et al.,
2002; Nufez-Zofio et al., 2011; Arriaga et al., 2011; Oka, 2010; Bonanomi et al.,
2007). The sinigrin glucosinolate of seed mail B. carinata pellets showed activity to
Meloidogyne nematodes (Lazzeri et al., 2010), but not alls Brassicaceus pellets are
effectives to the nematode control, which must be taken into account when selecting the
amendment to the management of Meloidogyne (Zasada et al., 2009). The hydrothermal
effect of solarization (Katan, 1981) has a direct effect on pathogens (Wang et al., 2006;
Gamliel, et al., 2004; Katan, 2005) and an indirect effect since it speeds up the
decomposition of the organic amendment applied. Combining soil solarization with
sorghum green manure reduced the nematodes populations more that the untarped
sorghum but the combination of solarisation with broccoli residues did no reduced
nematodes populations compared with untarped broccoli (Zasada et al., 2010).

In our case, the wvolatile compounds were not measured during the
biodisinfestation process but they may have been involved in reducing the incidence of
M. incognita when compared with the reduction obtained in October with BP and
BP+M each year and with the same treatment in August in the third year. However, no
such effect was observed in the second and third years with BP+M since the Gl in
October was similar to that of the control. Neither was nematode control improved
when BP were mixed with M on both dates. An additive or synergic effect might have
been expected between both amendments since M provided good control of M.
incognita in pepper (Guerrero et al., 2007; Ros et al., 2008) as did the pellets alone
(Guerrero et al., 2009). However, the interaction seems to be negative. Inour conditions
and soils with a pH >8.0, decomposition of the amendments generates NHs, whose
effect on fungi and nematodes, as described by Everts et al., (2006) and Riegel and Noe,
(2000), would explain the extent to which these pathogens are controlled by
biosdisinfestation in similar conditions. The organic carbon may negatively influence
the toxicity of glucosinolate-hydrolysis products (Morra, 2004). It seems that the
organic matters of fresh sheep manure are not adequately to address the complex
relationships than occur when using plant tissues as a source for pesticidal compounds.
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It seems that the intrinsic water content of Brassicaceus tissues is insufficient to
allow maximum hydrolysis of glucosinolates to isothiocyanates (Matthiessen, 2004).
The addition of water performs the dual functions of boosts this process and serving to
carry the isothiocyanates so formed into the soil. In our case the water absorption by
fresh manure (M) could reduce the available water below the needs for hydrolysis of
glucosinolates in pellets of B. carinata (BP). This might explain the lower efficiency of
BP+M to BP in reducing the incidence of Meloidogyne,

Differences were observed in the soil oxygen content between the treatments
(Guerrero, data not shown). The accumulated number of hours with oxygen levels
below 5 or 1% was greater in BP+M than in the BP treatments and greater in August
than in October for the same treatment. In the BP treatments the effect on the decrease
of oxygen content disappeared after 3-4 weeks, while in BP+M it remained until the end
of the solarization process. Anaerobiosis mechanisms may explain the differences in the
incidence of M. incognita observed between the treatments and the control but not
between BP and BP+M. Nufiez-Zofio et al. (2011) observed differences between
Brassica carinata pellets (BP)+Sinapis alba green manure and fresh manure (M)
biodisinfestation treatments for the control of Phytophthora sp. in pepper, but in the
opposite direction as we observed for M. incognita. Nufiez- Zofio et al. (2011 and 2012)
found greater numbers of bacteria, actinomycetes and Pseudomonas spp. in soils
containing pepper crops biodisinfected with Brassica carinata pellets (BP)+Sinapis
alba green manure than in soils disinfected with M or semi-composted sheep manure
and the control, finding a positive correlation between total microbiota and the
suppressive capacity of the soil after biodisinfectation accompanied by a similar
incidence of Phyptophthora sp. in the crop. We did not measure the micobiota but the
effects on the incidence of the pathogen (M. incognita) differed between BP and BP+M
the third year, which suggests that the possible effect in soil suppressiveness was not the
main factor acting in the biodisinfestation action mechanism.

Soil temperature seems to have been the main component of the effect of
biodisinfestation effect on M. incognita. In the August treatments of the third year more
than 150 accumulated hours of temperatures above 42°C were recorded in BP at 15 cm
depth and in BP+M at 15 and 30 cm; at this last depth the figure was 12.5 h for BP.
Wang and McSorley (2008) found the accumulated exposure of more than 15 h to
temperatures of 42°C were lethal for the eggs and juveniles 2 of M. incognita. In our
case, this lethal exposure time was obtained for all the treatments and at both soil depths
in the third year, at 15 cm the second year and at both depths the first year. However,
the GI differed between treatments the second and third year. The time with
temperatures above 38°C exceeded 400 h the second year at 30 cm in BP and at 15 and
30 cm in BP+FSM and only at 15 cm in BP the third year. Although Wang and
McSorley (2008) suggested that 390 h at 38°C were necessary to kill all J2, this would
still not explain the differences in Gl between the treatments. Exposure of J2 and eggs
to sublethal periods (<13 hours) of temperatures above 42.5°C may have an
accumulative effect (Heald and Robinson, 1987), while temperatures that vary between-
22 and 42°C considerably reduce M. incognita J2 populations and eggs (Wang and
Mcsorley, 2008). However, a reduction in the populations as a result of solarization is
not always reflected in the adequate control of the damage caused to crops, which,
according to Wang and McSorley (2008) would be related to low temperatures at
greater depths of the soil. Populations remaining in the deep soil would recolonized and
infest the damaged roots (Hewlett and Dickson, 1991), as occurred in the untreated
control of long term crops (Chellemi et al., 1993). In our case, the 7 month crop cycle
would have facilitated the multiplication of M. incognita and reinfestation of the plants,
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particularly in the autumn treatments, when the temperature never exceeded 38 °C at
either depth in any of the years.

Despite the fact that solarization only has a short term impact on nematode
populations (Wang and McSorley, 2008) such an effect can be improved in conjunction
with organic amendments, both in warmer and cooler periods of the year. The action of
the wvolatile compounds released during the decomposition of biodisinfestation
amendments, the possible increase in the microbial community, and the concomitant
suppressive effect of the soil and the reduction of the soil oxygen content, together,
would explain the damage caused to nematodes by the August treatment. This reduced
incidence of M. incognita enabled yields of pepper fruit similar to those obtained by
MB. While in Autumn biodisinfestation of greenhouse soils used for growing pepper in
south-eastern Spain cannot necessarily be recommended for the total control of M.
incognita, such treatment can be used to alleviate the effect of soil fatigue due to
microbiological causes (Martinez et al., 2011). The use of cultivars or plants grafted on
rootstock that carry genes resistant to M. incognita may be considered as a complement
to biodisinfestation for the control of soil pathogens (Guerrero et al., 2012).
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Table 1. Incidence of Meloidogyne incognita (Gl and % of galled plants).

First crop season

Second crop season

Third crop season

Treatement Gl % of galled Gl % of galled Gl % of galled
plants plants plants
Untreated 5.7+0.96d | 100.0+0b 6.3+0.79cd | 100.0+0b 7.3+1.0e 100.0+0b
MB 0.1+0.5la | 6.6+0.1la 0.2+0.77a | 6.6+1.54a 1.5+0.70a | 43.3+37.85a
BP+M august | 4.1+0.88b | 100.0+0b 3.7+1.64b | 93.3+1.54b 3.5x1.87c | 96.7+5.7b
BP august 3.8+1.69b | 93.3+0.11b 4.3+2.19b | 86.6+23.09b | 2.6+1.54b | 86.7+15.27b
BP+M october | 4.6£1.76b | 93.3+0.11b 6.8+1.14d | 100.0+0b 6.9+2.42%¢ | 100.0+0b
BP october 4.1+1.12b | 100.0+0b 5.4+0.98c | 100.0+0b 5.4+2.42d | 100.0+0b

Mean values (n=30) * standard errors. For each parameter, values followed by the same letter are not
significantly different according to Test LSD. Gl: galling index; MB: Methyl bromide-treated plots to 30
g.m?; BP+M: biodisinfestation with Brassica carinata pellets+fresh sheep manure; BP: biodisinfestation
with Brassica carinata pellets.

Table 2. Pepper crop yield (kg m).

Crop yield (kg m©) First season Second season Third season
Untreated 9.8c 103D 9.7d
MB 11.1b 119a 12.0b
BP+M august 12.7a 116a 12.1ab
BP august 12.6a 122a 12.7 a
BP+M october 10.9b 118a 11.7c

BP october 10.9b 121a 11.1c

MB: Methyl bromide-treated plots to 30 g.m™“; BP+M: biodisinfestation with Brassica carinata
pellets+fresh sheep manure; BP: biodisinfestation with Brassica carinata pellets. Values followed by
different upper case are different at significance level p<0.05.
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Table 3. Percentage of hours accumulated for each range of soil temperatures at 15 and 30 cm depth in each treatment for 27 days
in August and 40 days in October. First season.

Temperature 15 cmdepth 30 cmdepth
(°C)
Untreated |Untreated | BP BP BP+M BP+M | Untreated | Untreated | BP BP BP+M | BP+M
august october | august | october | august | october | august october | august | october | august| october
<30 11.31 81.6 68.3 11.93 86.7 56.71 | 256 | 718 | 47 5.2
30.1-35 54.58 18.4 28.2 | 32093 71.0 12.75 4329 | 1498 | 214 |2611| 736
35.1-38 32.18 57.36 3.5 34.82 17.07 0.55 20.2 6.8 41.9 212
38.1-39 0.53 26.2 6.42 21.66 21.29
39.1-40 1.4 12.14 0.46 12.97 6.67
40.1-41 3.02 0.76 2.39 0.56
41.1-42 0.98 0.17 1.6 0.52
42.1-43 0.3 7.38 0.6 0.10
43-44 15.6
44-45 1.46

MB: Methyl bromide-treated plots to 30 g.m*; BP+M : biodisinfestation with Brassica carinata pellets+fresh sheep manure; BP: biodisinfestation with Brassica carinata

pellets.
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Table 4. Percentage of hours accumulated numbe r in each range of soil tempe ratures at 15 and 30 cm depth in each treatment for 30
days in August and 41 October. Second season.

Temperature 15 cmdepth 30 cmdepth

(°C) Untreated |Untreated |  BP BP BP+M | BP+M | Untreated | Unteatred | BP BP |BP +M| BP+M
august | october | august | october | august | october august october august october | august | october

<30 100.0 100.0 15.24 | 12.03 1.28 9.0 100.0 100.0 0.39 5.23 2.3 11.9

30.1-35 17.89 | 62.67 12.86 74.4 1.33 7119 | 175 | 7171

35.1-38 35.4 16.4 35.46 16.6 3.23 23.58 33 | 16.39

38.1-39 10.06 8.9 11.46 25.52 29.15

39.1-40 7.91 11.21 43.22 18.05

40.1-42 12.38 24.03 26.31

42.1-43 1.12 3.7

MB: Methy| bromide-treated plots to 30 g.m*; BP+M : biodisinfestation with Brassica carinata pellets+fresh sheep manure; BP: biodisinfestation with Brassica carinata pellets.
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Table 5. Percentage of number of hours accumulated in each range of soil temperatures at 15 and 30 cm depth in each treatment for
44 days in August and 41 October. Third season.

15cm 30cm
Temperature | Untreated | Untreated | BP BP BP+M | BP+M |Untreated | Unteatred BP BP BP+M BP+M
L@ august | october | august | october |august|october| august | october augut october | august | october
<30 89.03 100.0 87.05 75.56 4.06 100.0 98.98 97.7

30.1-35 10.97 7.4 12.95 20.04 | 62.82 1.02 2.3

35.1-38 40.31 30.65 | 44 33.12 37.21 31.28

38.1-39 9.53 25.41 36.7 15.71

39.1-40 9.22 7.8 16.31 14.47

40.1-41 7.94 6.4 3.5 10.45

41.1-42 6.9 6.46 4.36 5.68

42.1-43 6.19 6.05 1.65 4.22

43.1-44 5.15 4.6 5.2

44.1-45 4.39 4.5 3.54

45.1-46 2.27 4.1 9.45

46.1-47 0.7 4.03

MB: Methy| bromide-treated plots to 30 g.m™*; BP+M : biodisinfestation with Brassica carinata pellets+fresh sheep manure; BP: biodisinfestation with Brassica carinata

Pellets.
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5.10 CONCLUSIONES DE BIOSOLARIZACION
A. Reiteracion de la aplicacion 7 afios, con reduccion de la cantidad de enmienda

La eficacia de la biosolarizacion con estiércol fresco de ovino y gallinaza para el
control de Meloidogyne incognita se mantiene a niveles aceptables al reiterar la
aplicacién en el mismo suelo. Aunque presenta algunas deficiencias puntuales, la
tendencia es a estabilizarse en el tiempo.

Se puede reducir la dosis de enmienda organica sin que haya pérdida de eficacia
desinfectante, manteniendo niveles de cosecha similares al bromuro de metilo, por lo
gue se puede considerar como un método eficaz de desinfeccién del suelo.

B. Enmiendas para cultivos ecolégicos

Los pellets de Brassica carinata mejoran la eficacia de la biosolarizacién en el
control de Meloidogyne incognita cuando se mezclan con estiércol fresco de ovino,
proporcionando producciones comerciales superiores al bromuro de metilo, siendo una
forma eficiente de desinfeccion de suelos de invernaderos ecolégicos.

C. Enmiendas especificas para biosolarizacion de invernaderos ecoldgicos

Enmiendas elaboradas para biosolarizar invernaderos ecoldgicos con estiércoles
y restos de industrias citricas, restos del procesado del brocoli y de restos de cultivos de
brocoli, proporcionaron buenos niveles de control de Meloidogyne incognita y de malas
hierbas y producciones similares al bromuro de metilo.

D. La biosolarizacién mas eficaz que la biofumigacion

La biofumigacion con mezcla de estiércol fresco de ovino y gallinaza se mostrd
ineficaz para el control de Meloidogyne incognita, aunque se repitiera en tres camparias
en el mismo suelo, y proporciond cosechas similares a las del suelo no desinfectado.

La biosolarizacion mejor6 el control del nematodo con el tiempo a niveles
similares al bromuro de metilo y las cosechas fueron similares o mayores que las del
bromuro de metilo.

E. Pellets de Brassica carinata enmienda de biosolarizacion para el control de
patdgenos

Los pellets de Brassica carinata solos o mezclados con estiércol fresco de ovino
utilizados como enmienda organica en la biosolarizacién se muestran tan eficaces como
el bromuro de metilo en la destruccion del inoculo de Phytophthora capsici si se inicia
el proceso en agosto, no diferenciandose del testigo no desinfectado si se inicia en
octubre.

La mezcla de pellets de Brassica carinata y estiércol fresco de ovino se mostrd
tan eficaz como el bromuro en el control de Meloidogyne incognita al iniciar la
biosolarizacion en agosto, mejorando la eficacia de los pellets solos y la del estiércol
solo. En octubre la biosolarizacion no fue eficaz con los pellets solos 0 mezclados con
estiércol.
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La biosolarizacion en agosto proporciond mayor cosecha comercial que el
bromuro de metilo, siendo similar al testigo no desinfectado cuando se inici6 en
octubre.

F. Pellets de Brassica carinata para el control de nematodos mediante
biosolarizacion repetida

La biosolarizacion iniciada en octubre cuando finaliza el ciclo habitual del
cultivo de pimiento en los invernaderos del Campo de Cartagena no proporciona
aceptables niveles de control de Meloidogyne incognita utilizando pellets de Brassica
carinata solos o con estiércol fresco de ovino, aunque se reitere su aplicacion tres afios
consecutivos, reduciendose significativamente la cosecha comercial.

Por el contrario si se inicia en agosto las producciones son iguales o mayores
que las del bromuro de metilo y el control del nematodo mejora a medida que se repite
la biosolarizacion.

La temperatura del suelo alcanzada en el periodo de biosolarizacion parece ser
determinante de la eficacia desinfectante, siendo reducido el efecto de la enmienda.
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6 CONCLUSIONES DE LATESIS

CARACTERIZACION DE LAS POBLACIONES DE PHYTOPHTHORA SP. DE
LOS INVERNADEROS DE PIMIENTO DEL CAMPO DE CARTAGENA

De los 70 aislados de Phytophthora sp. obtenidos de plantas de pimiento en los
invernaderos del Campo de Cartagena 69 se identificaron como Phytophthora
parasitica.

Coexisten aislados de los dos tipos de compatibilidad genética en la proporcidén
83% del tipo Al y 17% del tipo A2.

En general los aislados no crecen a 5°C ni a 40°C y algunos no lo hacen a 10°C
ni a 35°C.

En condiciones controladas pocos se comportan como patdgenos para pimiento
al inocularlos por riego al sustrato y son mas los que manifiestan una agresividad
moderada al inocularlos por decapitacion, lo que no ayuda a explicar la muerte de
plantas con sintomas de “tristeza” en los invernaderos.

La presencia mayoritaria de P. parasitica en los invernaderos del Campo de
Cartagena en la actualidad contrasta con los resultados de estudios precedentes en los
que solo se encontrd P. capsici.

CARACTERISTICAS DE LA FATIGA DEL SUELO EN LOS INVERNADEROS
DE PIMIENTO DEL CAMPO DE CARTAGENA (MURCIA)

La fatiga de los suelos de los invernaderos con monocultivo de pimiento se
muestra especifica para el pimiento.

La componente microbioldgica parece que es la responsable de la depresion
vegetativa de las plantas de pimiento, ya que la fatiga desaparece al desinfectar el suelo
con bromuro de metilo o con vapor de agua.

La rotacion de cultivos podria paliar los efectos de la fatiga, lo mismo que el
aporte de materia organica al suelo que se realiza para la biosolarizacion, actuando
como mejoradora de las caracteristicas fisicas del suelo.

BIOSOLARIZACION PARA LA DESINFECCION DE LOS SUELOS DE LOS
INVERNADEROS DEL CAMPO DE CARTAGENA

A. Reiteracion de la aplicacion 7 afios, con reduccién de la cantidad de enmienda
La eficacia de la biosolarizacion con estiércol fresco de ovino y gallinaza para el
control de Meloidogyne incognita se mantiene a niveles aceptables al reiterar la

aplicacién en el mismo suelo. Aunque presenta algunas deficiencias puntuales, la
tendencia es a estabilizarse en el tiempo.
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Se puede reducir la dosis de enmienda organica sin que haya pérdida de eficacia
desinfectante, manteniendo niveles de cosecha similares al bromuro de metilo, por lo
que se puede considerar como un método eficaz de desinfeccion del suelo.

B. Enmiendas para cultivos ecoldgicos

Los pellets de Brassica carinata mejoran la eficacia de la biosolarizacion en el
control de Meloidogyne incognita cuando se mezclan con estiércol fresco de ovino,
proporcionando producciones comerciales superiores al bromuro de metilo, siendo una
forma de desinfeccion de suelos de invernaderos ecoldgicos.

C. Enmiendas especificas para biosolarizacion de invernaderos ecoldgicos

Enmiendas elaboradas para biosolarizar invernaderos ecoldgicos con estiércoles
y restos de industrias citricas, restos del procesado del brocoli y de restos de cultivo de
brécoli, proporcionaron buenos niveles de control de Meloidogyne incognita y de malas
hierbas y producciones similares al bromuro de metilo.

D. La biosolarizacién mas eficaz que la biofumigacion

La biofumigacion con mezcla de estiércol fresco de ovino y gallinaza se mostro
ineficaz para el control de Meloidogyne incognita, aunque se repitiera en tres camparias
en el mismo suelo, y proporciond cosechas similares a las del suelo no desinfectado.

La biosolarizacion mejoro el control del nematodo con el tiempo a niveles
similares al bromuro de metilo y las cosechas fueron similares o mayores que las
obtenidas en éste.

E. Pellets de Brassica carinata enmienda de biosolarizacion para el control de
patdgenos

Los pellets de Brassica carinata solos 0 mezclados con estiércol fresco de ovino
utilizados como enmienda organica en la biosolarizacion se muestran tan eficaces como
el bromuro de metilo en la destruccion del indculo de Phytophthora capsici si se inicia
el proceso en agosto, no diferenciandose del testigo no desinfectado si se inicia en
octubre.

La mezcla de pellets de Brassica carinata y estiércol fresco de ovino se mostro
tan eficaz como el bromuro en el control de Meloidogyne incognita al iniciar la
biosolarizacion en agosto, mejorando la eficacia de los pellets solos y la del estiércol
solo. En octubre la biosolarizacion no fue eficaz con los pellets solos 0 mezclados con
estiércol.

La biosolarizacion en agosto proporciond mayor cosecha comercial que el

bromuro de metilo, siendo similar al testigo no desinfectado cuando se inicié en
octubre.
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F. Pellets de Brassica carinata para el control de nematodos mediante
biosolarizacion repetida

La biosolarizacion iniciada en octubre cuando finaliza el ciclo habitual del
cultivo de pimiento en los invernaderos del Campo de Cartagena no proporciona
aceptables niveles de control de Meloidogyne incognita utilizando pellets de Brassica
carinata solos o con estiércol fresco de ovino, aunque se reitere su aplicacion tres afios
consecutivos, reduciendose significativamente la cosecha comercial.

Por el contrario si se inicia en agosto las producciones son iguales o mayores
que las del bromuro de metilo y el control del nematodo mejora a medida que se repite
la biosolarizacion.

La temperatura del suelo alcanzada en el periodo de biosolarizacion parece ser
determinante de la eficacia desinfectante, siendo reducido el efecto de la enmienda.
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