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RESUMEN

El cultivo del pimiento es de gran importancia en la Region de Murcia.

Phytophthora capsici es responsable de importantes pérdidas
econdmicas en las explotaciones de pimiento de la Region de Murcia al ser el
causante de la enfermedad conocida como la “Tristeza” o “Seca” del pimiento.
La oosporas son su principal propagulo de supervivencia en el suelo y sus
organos mas termotolerantes.

La biosolarizacién ejerce un control sobre P. capsici. Es un método
respetuoso con el medio ambiente, reconocido como alternativa al bromuro de
metilo por el “Methyl Bromide Technical Comitte”. Se han probado multitud de
enmiendas organicas, y muchos autores coinciden en que la efectividad se
debe a las caracteristicas de la enmienda organica utilizada, a las
caracteristicas del suelo, y la patogeneicidad de la poblacion en el caso de P.
capsici. La eficacia de la biosolarizacion también varia dependiendo de la
época del afio en que se realice, ya que son necesarias temperaturas elevadas.
Los mejores resultados en la Regiobn de Murcia se obtienen en el mes de
agosto, suponiendo esto pérdidas econémicas por la reduccién del periodo del
cultivo.

Por otra parte, la region del Campo de Cartagena esta declarada zona
vulnerable a la contaminacion por nitratos, lo que reduce las posibilidades de
uso de estiércol como enmienda organica, siéndo necesario en este caso el
aporte de otro tipo de enmiendas para llevar a cabo la biosolarizacion.

La combinacion de temperaturas subletales con enmiendas organicas
puede realizar un control de la enfermedad en regiones con condiciones
climéaticas adecuadas y calendarios de cultivo que no se ajusten a los
calendarios normales de solarizacion.

La eficacia de la biosolarizacion en la Region de Murcia ha sido
evaluada hasta la fecha sobre la reduccion de la incidencia de la enfermedad a
lo largo del cultivo.

El objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto de 6 semanas de
biosolarizacion con pellets de Brassica carinata, solos o combinados con
estiércol fresco de ovino, en diferentes fechas, en particular en el mes de

octubre, fecha mas préxima al final del ciclo de cultivo del pimiento en el
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Campo de Cartagena, sobre la viabilidad y sobre la capacidad infectiva de

oosporas de Phytophthora capsici.

La eficacia de la biosolarizacion depende de la enmienda biofumigante
gue se utilice, de la fecha de aplicacion de la desinfeccion y de la profundidad
a la que se encuentre el in6culo.

La efectividad de la biosolarizacion en agosto fue total para los 2
parametros de supervivencia estudiados, para las 2 enmiendas y para el rango
de profundidad ensayado.

En octubre, la biosolarizacion con pellets de Brassica carinata presenta
ciertas deficiencias. El suplemento de la enmienda anterior con estiércol fresco

de ovino, parece que las atenua.

PALABRAS CLAVES: Capsicum annum, tristeza del pimiento, indculo,

desinfeccién, enmienda organica, Region de Murcia.



INTRODUCCION

Importancia del cultivo de pimiento en la Regién de Murcia

Espafia es el mayor productor de Europa de pimiento (Capsicum
annum) en invernadero para el mercadeo en fresco. En la Region de Murcia el
cultivo ocupa 1.379 ha de invernaderos (Estadistica Agraria de la Region de
Murcia, 2010). Se trata de un cultivo con gran tradicién y vocacion entre los
cultivadores de la zona, llegando a ser un monocultivo en mas del 95 % de la
superficie, aunque en la actualidad ha aumentado la superficie en la que se
realizan rotaciones con cucurbitaceas. En la mayor parte de la superficie se
cultivan variedades tipo California frente a las tradicionales de pimientos del
tipo Lamuyo.

El cultivo comienza en noviembre-diciembre, alargandose hasta

septiembre-octubre. La recoleccién se inicia a finales de marzo.

Principales problemas fitopatoldgicos. Phytophthora spp. factor limitante

del cultivo en los invernaderos.

En la mayor parte de los invernaderos, Phytophthora -capsici,
Phytophthora parasitica y Meloidogyne incognita ocasionan los principales
problemas de suelo, Tello y Lacasa (1997), unidos a los problemas de “fatiga”
ocasionados por la reiteracién del monocultivo.

P. capsici es responsable de importantes pérdidas econdmicas en las
explotaciones de pimiento de la Region de Murcia (Tello y Lacasa, 1997), al
ser el causante de la enfermedad conocida como la “Tristeza” o “Seca” del
pimiento. P. capsici se reproduce sexualmente a través de oosporas,
propagulos que poseen una alta capacidad de supervivencia en ausencia del
hospedador, por lo que actian como principal fuente de inéculo en el suelo
(Fernandez-Pavia et al. 2004). Las oosporas son los Organos mas
termotolerantes, llegando a sobrevivir 30 minutos a 50 °C (Bollen 1985; cf.
Coelho et al., 1999).



Métodos de control de Phytophthora sp

Desde el descubrimiento de P. capsici como organismo causante de la
“tristeza” o “seca” del pimiento en 1977, se han estudiado multitud de técnicas
de control. En un primer momento se opté por la utilizacion de productos
quimicos, como el metan sodio, el metalaxil o el bromuro de metilo (BM),
algunos de estos productos en desuso en la actualidad por diferentes motivos,
bien por falta de eficacia, bien por prohibicién de uso por efectos nocivos sobre
el medio ambiente o sobre la salud de los usuarios.

La desinfeccién de los suelos agricolas trata de eliminar o disminuir la
poblacién de patogenos teluricos. Desde 1985 hasta el afio 2005 en la Region
de Murcia se utilizaba habitualmente como desinfectante el bromuro de metilo
(Guirao et al.,2004), hasta su prohibicion de uso por ser causante directo de la
destruccion de la capa de ozono (USEPA 2005). Tras su prohibicion total de
uso en el afio 2005, este desinfectante total del suelo fue sustituido por la
mezcla de 1,3 dicloropropeno y cloropicrina, tan eficaz como el BM en el
control de este patdégeno de suelo (Guerrero et al., 2004). A finales de 2009 el
1,3-dicloropropeno fue suprimido del listado de productos autorizados en la
Union Europea, siendo actualmente autorizado temporalmente por periodos de
120 dias como uso excepcional al no disponerse de una alternativa para su
supresion definitiva.

Las alternativas no quimicas han adquirido una gran importancia. La
biofumigacion y la solarizacion han sido aceptadas como alternativas no

guimicas al BM por el Methyl Bromide Technical Comitte.

La solarizacibn es un proceso natural de desinfeccion hidrotermal del
suelo que se produce por el calentamiento del suelo himedo, facilitado por el
recubrimiento del mismo con una envoltura plastica que retiene la radiacion
solar, hasta niveles letales para los patdgenos y parasitos teluricos (36-50°C)
(Katan, 1981). La eficacia de este método de desinfecciébn depende de la

profundidad, deja de ser efectivo a partir de 30cm (Lacasa et al. 2004).

La biofumigacion es un proceso de desinfeccion basado en la accion

de sustancias volatiles producidas en la biodegradacion de las diferentes
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enmiendas orgénicas que se incorporan al suelo, para el control de los
patdogenos vegetales presentes en el mismo (Bello et al.,, 2002). Al mismo
tiempo se mejoran las propiedades fisicas, quimicas y microbiologicas del
suelo. (Stapleton 2000; Gamliel et al. 2000).

Se denomino inicialmente “biological fumigation” (Kirkegaard et al.,
1993a) y posteriormente “biofumigation” (Kirkegaard et al., 1993b; Matthiessen
y Kirkegaard, 1993; Agnus et al., 1994), refiriéndose a la accion de cultivos
utilizados como abono verde sobre los patdgenos y parasitos que colonizan el
suelo, como las brasicas (Kirkegaard y Sarwar, 1998).

Se han probado multitud de enmiendas organicas, y muchos autores
coinciden en que la efectividad se debe a las caracteristicas de la enmienda
organica utilizada, a las caracteristicas del suelo, y la densidad de la poblaciéon
del patégeno en el caso de P. capsici (Bowers y Mitchell, 1991; Bartual et al.,
1991).

La biosolarizacion es la combinacion de las 2 técnicas anteriores, es
un proceso de desinfeccion basado en el uso de una cubierta plastica y
diferentes enmiendas organicas que incrementan la eficacia de la solarizacion,
la cual varia dependiendo de la época en la que se realice. Se diferencia de la
solarizacién en que las necesidades térmicas para ser efectiva son menores,
aspecto muy importante para ajustar estos metodos a diferentes calendarios y
zonas de cultivo (Bello et al., 2002). Se aplico por primera vez en invernaderos
de pimiento de la zona en 1998. Se realizaron ensayos y se determino la
eficacia de diferentes enmiendas y las fechas mas adecuadas para el control
de los hongos fitopatdogenos de suelo. Se comprobd que “la biosolarizacion
ejerce un aceptable control sobre P. capsici “(Lacasa et al, 2004).

La eficacia de la biosolarizacion varia dependiendo de la época del afio
en gue se realice. Los mejores resultados en la Regiéon de Murcia se obtienen
en el mes de agosto (Lacasa et al. 2004), suponiendo esto perdidas
econdmicas por la reduccion del periodo del cultivo. También se han
observado buenos resultados de control iniciando la biosolarizacion a
principios de septiembre (Guerrero et al., 2004 a) y repitiendo el proceso
durante 2 o 3 afios consecutivos. (Guerrero et al., 2004b, 2005, 2006, 2007).

Respecto a las enmiendas organicas, el estiércol fresco de oveja

proporciona buenos resultados como enmienda organica cuando se reitera
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varios afios consecutivos (Guerrero et al., 2004), pero la Region del Campo de
Cartagena esta declarada “zona vulnerable a la contaminacion por nitratos”
por el Decreto 390/1998. Este reglamento restringe las aportaciones de
nitrogeno al suelo a 170 kg/afio por hectarea, cantidad bastante limitada para
llevar a cabo una desinfeccion eficaz mediante biosolarizacion.

El estiércol verde de brasicas tiene un buen efecto biocida por la
produccion de glucosinolatos (Brown y Morra, 1997) aunque no siempre
resultan eficaces, Coelho et al. (1999) no obtuvieron un aumento de la eficacia
de la solarizacién con la aplicacion de col en el control de dos especies de
Phytophthora. Stapleton y Bafuelos (2009), describen las brasicas como
posibles enmiendas de suelo por su poder de liberacion de isotiocianatos
durante la descomposicion de la materia organica. Este método parece ser
efectivo como desinfectante de suelo al iniciar la solarizaciébn en noviembre
(Martinez et al. 2010). Los pellets de brasicas (subproductos del proceso de
extraccion de los aceites de las semillas) han mostrado eficacia en el control
de los patégenos del suelo (Lazzeri et al. 2004).

El modo de accién de la biosolarizacibn es complejo. Ademas de la
destruccion directa del in6culo debido al aumento de la temperatura del suelo
(Juarez-Palacios et al., 1991; Bowers et al., 1990) y del aumento de
compuestos organicos volatiles (Gamliel et al., 1993 a), se han propuesto otras
hipdtesis. Blok et al. (2000) atribuyen la eficacia de la biosolarizacion a las
condiciones de anaerobiosis creadas al incrementar el metabolismo del suelo,
con la incorporacion de la materia organica, durante el proceso de
fermentacion, sefialando que los mecanismos de control estan relacionados
con la reduccioén de la cantidad de oxigeno y la toxicidad de los productos que
se crean durante el proceso de anaerobiosis. Otra de las hipotesis, defiende
gue la incorporacibn de enmiendas modifica la composicion de las
comunidades microbianas, y como resultado, aumenta la competencia y/o el
antagonismo entre los microorganismos del suelo (Hoitink y Boehm, 1999).

El efecto de la biosolarizacion en la Regién de Murcia ha sido evaluado
hasta la fecha sobre la reduccién de la incidencia de la enfermedad a lo largo
del cultivo. El efecto directo de la biosolarizacion sobre las formas de

conservacion patégeno ha sido menos estudiado.



Objetivo del trabajo

Bajo la justificacion de la importancia del cultivo en la Region de Murcia,
la problematica de la enfermedad, la escasez de métodos eficaces para el
control de la misma en épocas fuera del calendario de cultivo, y las
restricciones de aportes nitrogenados en la zona del Campo de Cartagena, el
objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto de la biosolarizacion con
pellets de Brassica carinata, solos y en combinacidén con estiércol fresco de
ovino, en diferentes fechas, en particular en los meses de agosto y octubre,

sobre la viabilidad y sobre la capacidad infectiva de Phytophthora capsici.

Para ello se han planteado dos ensayos. Un ensayo de infectividad, que
pretende medir la capacidad infectiva del in6éculo de P. capsici sometido
durante 6 semanas a diferentes tratamientos de desinfeccién, sobre plantas de
pimientos sensibles (variedad Derio) a dicho patégeno, y un ensayo de
viabilidad, que trata de evaluar el efecto de inhibicion de los tratamientos de

desinfeccidn sobre la viabilidad de oosporas de P. capsici.



MATERIAL Y METODOS

Caracteristicas generales del ensayo

La parte de campo del ensayo se ha realizado en un invernadero tipo
parral, de 53x18 m, con ventilacién lateral en los dos lados mayores y con
orientacion Este-Oeste, situado en la finca “Torre Blanca”, situada en el Campo
de Cartagena, Region de Murcia. El invernadero, se ha empleado en las ultimas
doce campafias para ensayos de alternativas no quimica al BM.

Se cultiva de pimiento ininterrumpidamente desde hace 15 afos.

El suelo es franco arcilloso con un pH y una CE de 7,6 y 9,6
respectivamente y aproximadamente un 2,9 % de materia organica. Esta libre de
patdégenos.

Entre finales de julio y principios de agosto de 2009 se prepar6 el
invernadero para albergar el ensayo. Se labré el suelo de la forma que
habitualmente lo realizan los agricultores de la zona, de modo que quedo bien
desmenuzado en una profundidad de 20-30 cm, preparado para la aplicacion de
los tratamientos de desinfeccion.

La parte del ensayo de infectividad realizada en laboratorio se ha
efectuado en una camara de cultivo bajo las siguientes condiciones climaticas y

nutritivas:

Temperatura ambiente: 25 °C
Fotoperiodo: 14 h luz/10 h oscuridad
Intensidad luminosa: 200 pmol photon m™

Nutricién: abono y agua segun necesidades

Tratamientos aplicados

Se llevaron a cabo los siguientes tratamientos durante 6 semanas:
14/08/09-25/09/09 para los tratamientos de agosto y 2/10/09 -13/11/09 para los
de octubre, exceptuando el tratamiento con BM, que se aplicO durante la

segunda semana de diciembre.



Tabla 1. Tratamientos de suelo ensayados. BM: Bromuro de Metilo; BS: Biosolarizacion;

EFO: Estiércol fresco de ovino.

Ref. Tratamiento Dosis

T1 BM 98 %: Cloropicrina 2 % 30 g/m?

T2 BS pellets B. carinata + EFO, agosto 0,3 kg/m? +2,5 kg/m?
T3 BS pellets B. carinata, agosto 0,3 kg/m?

T4 BS pellets B. carinata + EFO, octubre 0,3 kg/m? +2,5 kg/m?
T5 BS pellets B. carinata, octubre 0,3 kg/m?

Tratamientos de biosolarizacion

Se realizé segun la metodologia de Guerrero et al. (2004 a, b, c). Las
enmiendas organicas se envolvieron en el suelo con ayuda de un rotovator a una
profundidad de 25-30cm; a continuacién se extendieron los laterales de riego y
se sellaron con plastico de polietiieno de 200 galgas (0,05 mm) de espesor;
seguidamente se reg6 hasta alcanzar el 60% capacidad de campo. Se utilizaron
emisores de 3lI/h, durante tres horas el primer dia y tres horas el segundo dia,
instalados a una distancia de 0,40m x 0,5m. El invernadero se mantuvo cerrado

para incrementar el efecto de solarizacion.

El estiércol aplicado es de procedencia ovina y tiene las siguientes
caracteristicas: pH y CE 8.24 y 5.06 dS m™ respectivamente. El contenido de C
organico es de 403 g kg-1, y el N total 25,2 g kg-1, P total 5,8 g kg-1 y K total
26,4 g kg-1. Esta libre de metales pesados.

Los pellets son de Brassica carinata, de la marca comercial Biofence[J,
(Triumph Italia SPA, Cerealetoscana Group) contienen un 6% de N total; 7%

de P total; 2.4 % de K total y un 84.2 % de material organica.

Tratamiento con bromuro de metilo

El bromuro de metilo se aplicd en fumigacion, en frio, con la ayuda de
un dosificador volumétrico. El producto se distribuyd bajo plastico VIF (Virtually

impermeable film) de 160 galgas (0,04 mm) de espesor, con la manguera de
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aplicacion. Se procur6 que la distribucion fuera lo mas uniforme posible. Los

plasticos se dejaron puestos durante 7 dias. Se aplic6 el 16/12/09.
Parametros estudiados

La supervivencia de las oosporas de Phytophthora capsici se puede
evaluar mediante 2 parametros, viabilidad e infectividad. Se ha medido el efecto
de los diferentes tratamientos biofumigantes sobre la capacidad infectiva y sobre
la viabilidad de oosporas de P. capsici. Ademas se han medido otros parametros
para obtener informacion sobre el proceso de biosolarizacion y sus efectos sobre

el cultivo.

Viabilidad
La viabilidad de una oospora puede definirse como su capacidad de éxito
o fracaso en la supervivencia. Para determinar la viabilidad, se ha seguido el

método de la plasmalisis descrito por Jiang y Erwin (1990).

Infectividad

Este pardmetro mide la capacidad que tienen las oosporas supervivientes
o0 viables de P. capsici de causar enfermedad en plantas de pimiento sensibles a
dicho patdgeno, tras ser sometidas al tratamiento de biosolarizacion. Se ha
determinado mediante la técnica de la capa de suelo infectado (Bowers y
Mitchell, 1991) a través de sondas bioldgicas que se describen en el apartado de

desarrollo del ensayo.

Temperatura

Se monitorizd la temperatura del suelo a lo largo del periodo de duracién
de la biosolarizacion en cada uno de los tratamientos de desinfeccion mediante la
instalacion de sondas de temperatura (32K Hobo H8-4 datalogger), a 15 cm y 30

cm de profundidad, registrando los valores medios cada 45 minutos.

Desarrollo del cultivo
Se midi6 el efecto de los diferentes tratamientos sobre el desarrollo del
cultivo mediante los siguientes parametros: Desarrollo vegetativo de las plantas y

produccion de frutos.
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Tras el ensayo de biosolarizacién, se retiraron los plasticos y se dejo el
suelo al aire. Se labraron todas las parcelas elementales de forma
independiente, para preparar el suelo para el cultivo de pimiento. Se pusieron las
mangueras de riego y se preparé para plantar. Se trasplantd el 05/01/10 la
variedad Gacela. El ensayo finaliz6 el 04/08/10. En cada parcela se trasplantaron
3 filas de 40 plantas cada una. Las medidas se hicieron en una fila central para
disminuir el posible efecto borde. La plantacion se realizé con una densidad de
25.000 plantas/ha.

El tratamiento de biosolarizacion con pellets de B. carinata exclusivamente,
se suplementd con estiércol de oveja semi-compostado antes de plantar con el fin
de equiparar los tratamientos en el contenido en materia organica adicionada,

respecto a la posible respuesta del cultivo.

DESARROLLO VEGETATIVO DE LAS PLANTAS: ALTURA

En cada parcela elemental se midio la altura de 5 plantas tomadas al azar.
Los controles se realizaron cada tres semanas hasta junio, momento en el que se
dejan de entutorar las plantas y resulta dificil su mediciéon. Este parametro esta

relacionado con el vigor del cultivo.

PRODUCCION DE FRUTOS

Se midio la produccién de frutos en cada una de las filas control de cada
parcela elemental. Los frutos se clasificaron de acuerdo a los criterios
comerciales vigentes para el pimiento de tipo California, que establece 5
categorias: Extra, primera, segunda, tercera y destrio. Se pesaron por cada una
de las categorias, utilizando una balanza digital automatica de 0,01 kg de
precisién. La produccion total se ha expresado en kg/m?. Se ha considerado que
la produccion comercial es la suma de todas las categorias salvo el destrio. Los

controles se realizaron cada tres semanas hasta el final del cultivo.
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Desarrollo del ensayo

Preparacion de las sondas biologicas

ENSAYO DE VIABILIDAD

Se prepararon sondas biologicas para medir la viabilidad de oosporas de
P. capsici tras ser sometidas a biosolarizacién. Para ello se vertié un volumen
determinado de la solucion de oosporas filtradas, sobre mallas de nylon de 25um
de luz y de 1cm? de superficie aproximadamente, procurando afiadir 1500
oosporas/malla, fijadas a la misma mediante vacio, utilizando una columna de
filtracion (Millipore), de acuerdo con Lumsden (1980).

Para facilitar la colocacion de las mallas en el suelo del invernadero se
confeccionaron sobres de nylon de 15 um de diametro de poro, en cada uno de
los cuales se introdujeron 3 mallas, para asegurar que tras el muestreo se
pudieran contar al menos 100 oosporas/sobre.

En cada parcela elemental se establecieron 3 puntos de muestreo, con 2
profundidades por punto (15 y 30cm).

Finalizada la biosolarizacion, al cabo de 6 semanas, se extraen las

sondas y se transportan, al laboratorio, refrigeradas.

ENSAYO DE INFECTIVIDAD

Las sondas bioldgicas consisten en bolas de 100 ml de suelo esterilizado
del mismo invernadero en el que se realiza el ensayo, inoculado con la solucion
de oosporas que se describen a continuacion.

La dosis de inoculacion es de 10.000 oosporas/sonda (Dosis optimizada
en un ensayo previo en base a la concentracion de oosporas en el suelo capaz
de infectar el 100 % de las plantas) (Datos no publicados).

El suelo de cada sonda se cogi6 de la parcela elemental en la que se puso
mas tarde, y se desinfectd en autoclave durante 1 hora a 121 °C, repitiendo el
proceso 3 dias consecutivos. Se depositd sobre una malla de agril con la que se
confeccionaron las bolas, procurando que el inéculo quedase en el centro de la

bola.
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Se enterraron 8 sondas en cada parcela elemental, 4 puntos de muestreo
a dos profundidades, 15 y 30 cm.

Preparacion de indculo

Las oosporas se produjeron in vitro, enfrentando aislados puros, activos y
genéticamente complementarios (Aly A2) en una placa Petri con medio agar-
guisante, con 0.1 g B-sitosterol/L de acuerdo con Pittis y Shattock (1994). Los del
tipo A; (00/004, 02/206 y 06-13-03) provienen de Espafa y los aislado A, (CBS-
111336 y CBS-370.72) de la coleccion tipo holandesa (Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS)). Se cruzaron las 3 cepas del tipo A; con las 2 cepas del
tipo A, por lo que se obtuvieron oosporas de 6 cruces diferentes.

Las placas sembradas se incubaron 4 semanas en oscuridad a 20 °C. De
ellas se aislaron las oosporas formadas en la zona de contacto entre ambas
colonias. Con la ayuda de un bisturi estéril se extrajeron las oosporas, junto con
el agar de la placa y se diluyeron con 10ml de agua destilada estéril por cada
placa. Se homogeneiz6 la solucion con la ayuda de una batidora convencional
durante 1-2 minutos y se filtr6 con una malla de nylon de 100 pm para eliminar
los esporangios, parte del micelio y el agar.

La solucion de oosporas se utilizd para preparar tanto las sondas del
ensayo de infectividad como las del ensayo de viabilidad. Una parte de la
solucidn, la destinada al ensayo de infectividad, se tratdé con 20 mg/ml de
enzimas de Trichoderma harzianum durante 48 h a 20 °C (Glucanex®, SIGMA
L1412. Espaia) para eliminar los posibles restos de micelio y esporangios y
poder asegurar que la infeccion se produce Unicamente por las oosporas. Tras
48 h de la adicion de las enzimas a la solucién, se lavé con agua destilada estéril
y se centrifugd tres veces sucesivas (1350 rpm, 10 minutos). Tras cada
centrifugado se retird el sobrenadante y se afiadieron 10 ml de agua destilada
esteril.

La concentracion de oosporas en la solucion se estimé utilizando una

camara de recuento Fuchs-Roshental.
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Lectura de las sondas biolégicas

VIABILIDAD

La viabilidad se ha estimado mediante el método de plasmdlisis descrito
por Jiang y Erwin (1990). Las mallas con las oosporas se sumergieron durante 1
h en una solucion de NaCl 4 M. Posteriormente, se observaron al microscopio
optico (x400), considerando viables las oosporas que se habian plasmolizado. El
porcentaje de oosporas viables se estimé sobre un total de 100 oosporas por
sobre.

INFECTIVIDAD

La infectividad se ha determinado mediante la técnica de la capa de
suelo infectado (Bowers y Mitchell, 1991).

Los 100 ml de suelo de cada sonda se introducen en macetas de 200 ml
de capacidad aproximada, en las que se introduce en primer lugar una tela de
agril para evitar la perdida de sustrato a través de los agujeros de drenaje,
seguido de una capa de perlita para facilitar el drenaje, y finalmente el suelo
procedente de cada una de las sondas. En cada maceta se pone una planta de
pimiento de la variedad Derio, sensible a Phytophthora, en estado de 2 hojas
verdaderas, para comprobar si las oosporas son capaces de infectarla. Las
plantas permanecen 12 semanas en la camara de cultivo bajo las condiciones
descritas anteriormente.

Las macetas se dispusieron dentro de bandejas provistas de “altillos”
para prevenir las posibles contaminaciones entre tratamientos por contacto con
las aguas de drenaje.

Periodicamente se realizdé una inspeccion visual del estado sanitario de

las plantas.

Se determind, mediante un andlisis especifico, la presencia del
patdogeno en el suelo de cada una de las sondas. También se analizo la
capacidad de infeccion del mismo analizando el material vegetal de cada una

de las plantas que se pusieron en contacto con cada una de las sondas. Las
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plantas muertas se analizaron en el momento en que se detectaron, y el resto
de plantas al final del ensayo. El analisis del material vegetal consistié en el
cultivo de fragmentos de raices y del cuello en un medio selectivo para
Pitiaceas (V8 modificado por la adicion de antibioticos o PARH).

La tierra de la rizosfera se analiz6 de forma cualitativa por el método de
las trampas vegetales (pétalos inmaduros de clavel) descrita por Tello et al.,
1991. A los 4-5 dias se realizaban las lecturas de los andlisis microscopicos,
tanto del suelo como del material vegetal, para determinar la presencia/ausencia

de P. capsici.

Se pusieron las siguientes sondas control:

a) 12 sondas conservadas a 5 °C (T2 a la que se mantienen latentes las
oosporas) en camara y transplantadas al desenterrar las sondas del resto de
tratamientos (a las 6 semanas).

b) 12 sondas sin inocular (control negativo), transplantadas el mismo dia

gue el resto, a las 6 semanas.

Disefio experimental y estadistico

Se realizé un disefio de bloques al azar, con 3 repeticiones por tratamiento
desinfectante. La superficie de la parcela elemental fue de 52,5 m? El
experimento es de tipo factorial, los 10 tratamientos son el resultado de la
combinacion de los distintos niveles de cada factor. El BM se aplica en los 2
niveles de profundidad, pero solamente en 1 régimen térmico, ya que su eficacia
no depende de la temperatura en el momento de aplicacion, siempre que supere
los 10 °C.

a) Desinfectantes de suelo, 3 niveles:
BM 98 %: cloropicrina 2 %
BS pellets B. carinata + EFO
BS pellets B. carinata
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b) Regimenes térmicos, 2 niveles:
Agosto
Octubre
c) Profundidad, 2 niveles:
15cm
30 cm

Los datos de incidencia de la enfermedad en las plantas de pimiento
usadas en el bioensayos de infectividad, los datos de viabilidad y los datos de
analisis del desarrollo del cultivo, se analizaron mediante analisis de varianza
ANOVA a una, dos o tres vias, dependiendo del numero de variables a analizar.
Se realizaron test de comparaciones multiples mediante test LSD al 95 %.
(P<0,05).

Se comprobd la normalidad de los datos, la homogeneidad de varianzas y
la de sus transformadas.

Para la normalizacion de los indices de enfermedad se realizo la
transformacion y= arcsen ((¥x/n)), donde x = nimero de plantas enfermas y n =
namero total de plantas. (Sokal y Rohlf, 1995).

Los datos de viabilidad se transformaron usando la raiz cuadrada (V(x)),
donde x= porcentaje de oosporas viables.

Los datos que miden el desarrollo del cultivo, altura y produccion de frutos,
se analizaron transformandolos mediante Logio(X) ¥y Logio(x+1) respectivamente,
donde x es la altura/produccion de las plantas.

Se empled el programa STATGRAPHICS PLUS 5.1 (Statistical Graphics

Corp. 1994), para el analisis estadistico de todos los datos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la biosolarizaciéon con pellets de Brassica carinata sobre la

viabilidad de oosporas de Phytophthora capsici

A continuacién se muestran los resultados del ensayo de viabilidad. Se
han realizado analisis de varianza ANOVA de una, dos y tres vias para
determinar la influencia de cada una de las variables; tratamiento desinfectante
(T), época de aplicacion (F) y profundidad (P), sobre el porcentaje de plantas
infectadas. Para ver las relaciones entre los niveles de cada una de las

variables se han realizado test de comparaciones multiples.

Tabla 2. Viabilidad" de oosporas de Phytophthora capsici, sometidas a diferentes

tratamientos desinfectantes, en dos épocas'y profundidades®.

_ 'Agosto Octubre
Tratamiento

P15cm 30cm  15cm  30cm

BM 98%: cloropicrina 2% V¥8,2a 6,5a 8,2a 6,5a
BS EFO + pellets B. carinata Ob Ob 9,59a 37,89b
BS pellets B. carinata Ob Ob 27,85b 41,37b

BM: Bromuro de metilo; BS: Biosolarizacion; EFO: Estiércol fresco de ovino.

Test LSD al 95 % con datos transformados mediante (V(x)), donde x= porcentaje de
oosporas viables. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas de acuerdo con el test LSD.

“Viabilidad de oosporas de P. capsici determinada mediante el método de la plasmdlisis
(Jiang y Erwin, 1990).

“Valores de viabilidad expresados en porcentaje. Valores medios en base a la lectura

de 100 oosporas por sonda.

El porcentaje de oosporas viables difirid significativamente entre
tratamientos (Pr= 0,0026), épocas de aplicacion (Pg=0,0000) y profundidades
(Pp= 0,0001). Las interacciones entre las variables también resultaron

altamente significativas.
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El tratamiento desinfectante; “BM”, “pellets de B. carinata”, “pellets de B.
carinata + EFO”, influye de manera determinante sobre el porcentaje de
oosporas viables tras 6 semanas de desinfeccion, tanto si aplica en agosto
(P+=0,0000) como si se aplica en octubre (Pt= 0,0000). En la tabla 3 se puede
observar que en agosto la influencia de los tratamientos es debida a la
inclusion del BM en el andlisis como elemento de comparacion, no
apreciandose diferencias entre los 2 tratamientos de biosolarizacion. Ambos
tratamientos han reducido el porcentaje de oosporas viables a cero en el mes
de agosto. Muestran una eficacia superior incluso a la del BM. Es interesante
observar que si la biosolarizacion se realiza en el mes de agosto, la
desinfeccion con pellets de B. carinata solos es totalmente eficaz, por lo que no
seria necesario el suplemento de estiércol en estas fechas. Es posible que el
efecto térmico sea el factor mas determinante, y “enmascare” la influencia del
tratamiento.

En octubre, tanto a 15 con a 30 cm de profundidad, el tratamiento
desinfectante influye de manera determinante sobre la viabilidad de las
oosporas de P. capsici.(Pt15= 0,0000 ; Pr3o= 0,034). La enmienda organica, y
en particular el suplemento con estiércol fresco de ovino, toma importancia en
esta época, cuando la reduccibn de oosporas viables a 15 cm es
significativamente superior que en el tratamiento de pellets de Brassica
carinata solos. Su efectividad resulta similar a la del bromuro de metilo. Por el
contrario, este suplemento organico no surge el mismo efecto a 30 cm de
profundidad, ya que se muestra igual de ineficaz que el tratamientos con pellets

de B. carinata solos, ambos muy inferiores al bromuro de metilo.
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Influencia de la profundidad

Tabla 3. Viabilidad" de oosporas de Phytophthora capsici, sometidas a diferentes
tratamientos desinfectantes, evaluada a dos profundidades, 15 y 30 cm, para cada

desinfectante'y época’.

'Agosto Octubre
Profundidad '‘BM  pellets pelletstEFO BM  pellets pellets+EFO
15 cm 8,2a 0a 0a 8,2a 27,85a 9,59a
30 cm 6,5a Oa Oa 6,5a 41,37b 37,89b

BM: Bromuro de metilo; BS: Biosolarizacion; EFO: Estiércol fresco de ovino.

Test LSD al 95 % con datos transformados mediante (V(x)), donde x= porcentaje de
oosporas viables. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
significativas de acuerdo con el test LSD.

“Viabilidad de oosporas de P. capsici determinada mediante el método de la plasmdlisis
(Jiang y Erwin, 1990).

“Valores de viabilidad expresados en porcentaje. Valores medios en base a la lectura

de 100 oosporas por sonda.

En cuanto a la influencia de la profundidad sobre la viabilidad de las
oosporas de P. capsici tras ser sometidas al proceso de biosolarizacion, resulta
significativa en la época menos calurosa, octubre, cuando ambos tratamientos
de biosolarizaciéon han resultado ser mas eficaces a 15 que a 30 cm de
profundidad, (Pperets = 0,0000; Pperetstero= 0,0001), siendo esa diferencia
superior en el caso del tratamiento suplementado con estiércol fresco de ovino.

En agosto, en el rango de 0 a 30 cm de profundidad, la efectividad del
tratamiento de biosolarizacién, medida como porcentaje de oosporas viables al
final de la misma, resultdé ser similar en todo el rango, para cada uno de los
tratamientos.

En cuanto al testigo quimico de referencia, como citan numerosos
autores, su eficacia no se ve influenciada por la profundidad en el rango

sefalado.
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Influencia de la época de aplicacion

Tabla 4. Viabilidad" de oosporas de Phytophthora capsici, sometidas a diferentes
tratamientos desinfectantes, evaluada en dos épocas, agosto y octubre, para cada

enmienda'y profundidad®.

P15cm 30cm
Epoca ‘pellets pellets+EFO Pellets pellets+EFO
Agosto 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
Octubre 27,9b 9,6b 41,4b 37,9b

BM: Bromuro de metilo; BS: Biosolarizacion; EFO: Estiércol fresco de ovino.

Test LSD al 95 % con datos transformados mediante (V(x)), donde x= porcentaje de
oosporas viables. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas
de acuerdo con el test LSD.

“Viabilidad de oosporas de P. capsici determinada mediante el método de la plasmdlisis
(Jiang y Erwin, 1990).

“Valores de viabilidad expresados en porcentaje. Valores medios en base a la lectura de

100 oosporas por sonda.

Respecto a la influencia de la época de aplicacion sobre la reduccién de
oosporas viables, en agosto, los tratamientos de biosolarizacion resultaron
totalmente eficaces, tanto a 15 cm como a 30 cm de profundidad. Por el
contrario, en octubre, entre el 9,6-41,4 % de las oosporas biosolarizadas
continuaron siendo viables. Esta diferencia resultd altamente significativa para
cada una de las enmiendas y profundidades evaluadas (Ppeliets 15cm= 0,0000;
Ppetiets+eFo 15cm=0,0000; Ppeliets 30cm= 0,0000; Ppejiets+eFo 30cm=0,0000). A 15 cm de
profundidad, las diferencias de efectividad de un tratamiento, atribuibles a la
época de aplicacion, fueron inferiores a las diferencias encontradas a 30cm de
profundidad.

21



Efecto de la biosolarizacién con pellets de Brassica carinata sobre la
capacidad infectiva de Phytophthora capsici

Se ha seguido el mismo modelo que en el ensayo de infectividad. Se
han realizado andlisis de varianza ANOVA y test de comparaciones multiples
para establecer las razones entre cada una de las variables de manera

independiente.

Tabla 5. Infectividad" de Phytophthora capsici, expresada como incidencia de la
enfermedad en plantas de pimiento variedad Derio, tratadas con cada tipo de

desinfectante, en cada épocafy profundidad®.

_ _ "Agosto Octubre
Tratamiento desinfectante
P15cm 30cm 15cm  30cm
BM 98%: cloropicrina 2% ¥0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
BS EFO + pellets B. carinata 8,3a 0,0a 0,0a 16,7ab
BS pellets B. carinata 0,0a 0,0a 0,0a 33,3b

BM: Bromuro de metilo; BS: Biosolarizacion; EFO: Estiércol fresco de ovino.

Test LSD al 95 % con datos transformados mediante arcsen(vx/n), donde x = nimero
de plantas enfermas y n = nimero total de plantas. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias significativas de acuerdo con el test LSD.

“Infectividad de P. capsici expresada como incidencia de final de la enfermedad (en
porcentaje), ha sido determinado mediante el andlisis de las sondas biologicas por el
método de “las trampas vegetales” (Tello et al, 1991) y mediante el “cultivo de
fragmentos de raiz y cuello en un medio selectivo para Pitiaceas (V8 modificado o
PARH)".

“Valores de infectividad expresados en porcentaje son la media de tres repeticiones de

4 sondas.

En la tabla 5 se observa el porcentaje de plantas infectadas en cada
caso. La incidencia final de la enfermedad difiri6 significativamente entre las
épocas de aplicacién (Pe= 0,038) y entre las profundidades (Pp=0,038)
evaluadas. La interaccion entre ambas variables también ha resultado
significativa (Pgp=0,004).

En agosto, la capacidad infectiva de las oosporas sometidas a

cualquiera de los tratamientos ha sido similar (Pris= 0,3794). Todos los
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tratamientos han resultados efectivos, tanto a 15 como a 30 cm de profundidad.
La biosolarizacion con pellets de B.carinata ha resultado tan eficaz como la
desinfeccion quimica con bromuro de metilo.

En octubre, a 15 cm de profundidad, la desinfeccién ha sido total para
todos los desinfectantes. A 30cm, aunque de manera general el tratamiento no
es significativo (P1=0,083) se pueden observar diferencias significativas entre
el tratamiento con “pellets de B. carinata” y el tratamiento con BM cuando se
aplica el test de comparacion multiple LSD. No existen diferencias en cuanto a
eficacia de la biosolarizacibn en octubre a 30cm de profundidad, entre el
tratamiento realizado Unicamente con “pellets de B. carinata” y el
suplementado con estiércol fresco de ovino. Para obtener una eficacia préxima
a la del bromuro de metilo, en octubre a 30cm, es necesario el suplemento con
estiércol.

La eficacia de los tratamientos de biosolarizacion; “pellets B. carinata +
EFO en agosto”, “pellets B. carinata en agosto” y “pellets B. carinata + EFO en
octubre”, medida de manera directa sobre capacidad del patégeno de generar
enfermedad en plantas de Capsicum annum sensibles a P. capsici, ha sido
similar a la eficacia obtenida para el bromuro de metilo. Coincidiendo con
Lazzeri et al. (2004), los pellets de brasicas ejercen un control sobre los
patdogenos de suelo. En la Regién de Murcia, en agosto por si solos, y en

octubre suplementados con estiércol fresco de ovino.

23



Influencia de la profundidad

Tabla 6. Infectividad" de Phytophthora capsici, expresada como incidencia de la
enfermedad en plantas de pimiento variedad Derio, evaluada a dos profundidades, 15y 30

cm, para cada desinfectante'y época’.

. 'Agosto Octubre
Profundidad "
BM pellets pellets+EFO BM pellets pellets+EFO
15 cm ‘0,0a 0,0a 8,3a 0,0a 0,0a 0,0a
30 cm 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 33,3b 16,7a

BM: Bromuro de metilo; pellets: pellets de B. carinata; EFO: Estiércol fresco de ovino.

Test LSD al 95 % con datos transformados mediante arcsen(vx/n), donde x = nimero de
plantas enfermas y n = nimero total de plantas. Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas de acuerdo con el test LSD.

“ Infectividad de P. capsici expresada como incidencia de final de la enfermedad (en
porcentaje), ha sido determinado mediante el analisis de las sondas biolégicas por el
método de “las trampas vegetales” (Tello et al, 1991) y mediante el “cultivo de fragmentos
de raiz y cuello en un medio selectivo para Pitidceas (V8 modificado o PARH)".

"Valores de infectividad expresados en porcentaje son la media de tres repeticiones de 4

sondas.

La biosolarizacion en agosto con pellets de B. carinata, solos o junto con
estiércol fresco de ovino, es efectiva en todo el rango de profundidad evaluado.
(Ppeliets+ero= 0,3293). Es posible que a 15 cm el efecto térmico enmascare la
influencia de otros factores como la enmienda a profundidades relativamente
superficiales.

En octubre, la eficacia de la desinfeccion en el rango de profundidad
estudiado, de 0 a 30 cm, no es tan homogénea como en agosto. La eficacia de
la solarizacion depende de la profundidad (Guerrero et al., 2004). La
biosolarizacion con “pellets de B. carinata” ha resultado 100 % efectiva a 15 cm
de profundidad, sin embargo, a 30 cm la efectividad disminuye
significativamente (Ppeiets= 0,0268). La biosolarizacion suplementada con
estiércol fresco de ovino, resulta por el contrario, tan efectiva a 15 como a 30
cm de profundidad (Ppelets+ero= 0,1623), coincidiendo en lo mismo, en octubre
la biosolarizacién debe ser suplementada con EFO para que resulte efectiva en
el rango de profundidad evaluado.

El bromuro de metilo es 100 % eficaz en las 2 profundidades ensayadas.
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Influencia de la época de aplicacion

Tabla 7. Infectividad" de Phytophthora capsici, expresada como incidencia de la
enfermedad en plantas de pimiento variedad Derio, testadas con indculo

desinfectado en dos épocas, agosto y octubre, para cada enmienda' y

profundidad®.
. P15cm 30cm
Epoca ¢
pellets pellets+tEFO pellets pellets+tEFO
Agosto “0,0a '8,3a 0,0a 0,0a
Octubre 0,0a 0,0a 33,3b 16,7a

BM: bromuro de metilo; pellets: pellets de B. carinata; EFO: estiércol fresco de ovino.
Test LSD al 95 % con datos transformados mediante arcsen(vx/n), donde x =
namero de plantas enfermas y n = nimero total de plantas. Letras diferentes en la
misma columna indican diferencias significativas de acuerdo con el test LSD.
“Infectividad de P. capsici expresada como incidencia de final de la enfermedad (en
porcentaje), ha sido determinado mediante el andlisis de las sondas biol6gicas por el
método de “las trampas vegetales” (Tello et al, 1991) y mediante el “cultivo de de
fragmentos de raiz y cuello en un medio selectivo para Pitiaceas (V8 modificado o
PARH)".

YValores de infectividad expresados en porcentaje son la media de tres repeticiones

de 4 sondas.

La eficacia de la biosolarizacion con “pellets de B. carinata” solos, a
15cm de profundidad, ha resultado independiente de la época de aplicacion,
siendo 100% eficaz tanto en agosto como en octubre. En cambio, a 30cm de
profundidad, la eficacia de este tratamiento depende de la época de aplicacion
(P=0,0268). La desinfeccion en agosto ha sido total, mientras que en octubre
se infectaron un porcentaje significativo de plantas. Como comprobé Lacasa et
al., 2004, la biosolarizacion ejerce un control sobre P.capsici, obteniéndose los
mejores resultados en la Regidon de Murcia en agosto.

El tratamiento suplementado con EFO muestra resultados similares a
los “pellets de B. carinata” solos a 15 cm de profundidad (Ppeliets+ero= 0,3293),
en cambio atenuda las diferencias atribuidas a la época de aplicacion a 30 cm
(Ppeliets+ero= 0,1623), resultando la eficacia de la desinfeccion con “pellets B.

carinata + EFO” en octubre similar a la realizada en agosto.
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Respecto de las sondas control, el 100% de las plantas testadas con las
sondas de control positivas resultaron infectadas, por el contrario no se infecto

ninguna de las plantas testadas con las sondas control negativas.

En la figura 1 se muestra la evolucion de la enfermedad a lo largo del
ensayo para los 2 tratamientos que han obtenido un indice de incidencia de la

enfermedad mayor.

50

= Binzolarizacion EFO + Pellets B. carinata (T4) 30 cm

40 +-1 = -&= = Biosolarizacion Pellets de B. carinata (T9) 30 cm

Plantas muertas (%)

0 200 40 60 50 100

Tiempeo {dias)

Figura 1. Evoluciéon de la incidencia de la enfermedad a lo largo del bioensayo de

infectividad.

La infeccion de las plantas testadas con el in6culo sometido a
biosolarizacion unicamente con pellets de B. carinata ha sido mayor y mas
rapida que en las plantas testadas con el inéculo tratado con pellets mas
estiércol. La primera planta presentd los sintomas tipicos de la enfermedad y
murié una semana antes en el tratamiento de pellets exclusivamente, y la
segunda planta muri6é unos 10 dias antes.

Es probable que la densidad de inoculo resultante tras la desinfeccion
se correlacione con el tiempo que trascurre hasta que comienza a manifestarse
la enfermedad. Una extrapolacion a campo de lo anterior podria traducirse en

un aumento del tiempo que tarda el patdbgeno en penetrar en la planta y causar
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la enfermedad, lo que en un cultivo de primor como es el pimiento en la Region

de Murcia, se traduce en la posibilidad de alargar el ciclo de cultivo y

consecuentemente la produccion y la rentabilidad de la explotacion.

Temperatura del suelo durante el proceso de biosola  rizacion

En la tabla 4 se muestra el porcentaje de horas acumuladas en cada

rango de temperaturas para cada uno de los tratamientos de suelo, a 15y 30

cm de profundidad, sobre el total de 1.008 horas, las 6 semanas que dur6 el

ensayo.

Tabla 8. Porcentaje de horas acumuladas en cada rango de temperatura de suelo durante el

periodo de 6 semanas en los tratamientos de agosto y octubre, a 15 cm y 30 cm de

profundidad.
15cm
Tratamientos | 10- 25- 27-  30- 32,5- 35- 37,5 42,5- 45-
25°C 275°C 30°C 32,5°C 35°C 37,5°C 40°C 425°C 45°C 55°C
T2 0,0 1,0 0,9 0,6 8,4 23,6 36,1 25,5 3,9 0,0
T3 0,0 0,5 0,9 46 151 32,8 25,7 17,9 2,6 0,0
T4 0,0 0,0 9,8 33,9 32,7 17,7 5,9 0,0 0,0 0,0
T5 0,0 0,2 118 411 304 16,0 0,4 0,0 0,0 0,0
30 cm
T2 0,0 0,4 1,7 2,7 9,8 41,0 444 0,0 0,0 0,0
T3 0,0 0,3 1,4 29 223 454 27,7 0,0 0,0 0,0
T4 0,0 0,0 7,5 37,7 357 19,0 0,0 0,0 0,0 0,0
T5 0,0 0,0 5,2 30,5 40,7 23,6 0,0 0,0 0,0 0,0

T2: BS pellets de B.carinata + EFO, agosto; T3: BS pellets de B.carinata, agosto; T4: BS pellets

de B.carinata + EFO, octubre; T5: BS pellets de B.carinata, octubre.

La evolucion de la temperatura a lo largo del dia medio para cada uno

de los tratamientos y profundidades registrados, se muestra en la figura 3. La

temperatura del dia medio fue entre 3 y 5 °C mayor en los tratamientos

realizados en agosto en comparacion con los realizados en octubre.
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Figura 2. Evoluciéon de la temperatura a lo largo del dia medio para cada uno de los

tratamientos y profundidades registrados.

Los tratamientos de agosto se mantienen de manera casi permanente
entre 34-40 °C. El suelo enmendado con “EFO + pellets de B. carinata”, se
mantuvo durante el 89,1 % del tiempo que durd la biosolarizacién por encima
de 35 °C a los 15cm de profundidad y el 85,4 % del tiempo a los 30cm de
profundidad. EI tiempo por encima de 35 °C en el suelo enmendado
exclusivamente con pellets fue inferior que para los tratamientos
suplementados con estiércol, el 79 % del tiempo a 15 cm vy el 73,1 % a 30 cm,
es decir, 898,1h; 860,8 h; 796,3 h y 736,8 h respectivamente por encima de los
35 °C de temperatura.

La temperatura del dia medio de todos los tratamientos de octubre se
mantiene por debajo de los 35 °C a lo largo de todo el dia. De manera absoluta,
el suelo de los tratamientos de octubre acumula menos del 25 % del tiempo
por encima de esa temperatura. T4 a 15 cm se mantiene durante el 23,6 % de
las horas por encima de 35°C; T5a 15cmel 16,4 %; T4a30cmel 19,0 %y
T5 a 30 cm el 23,6 %, es decir 237,8 h; 165,3 h; 1915 h y 237,8 h

respectivamente.
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El tratamiento con pellets en agosto sobrepasé los 40 °C a 15 cm de
profundidad durante 206,6 horas de un total de 1.008 horas, mientras que el
suelo del tratamiento con pellets en octubre no alcanzé esa temperatura, solo
super6 los 37,5 °C durante 4 de las 1.008 horas que durd el tratamiento.
Ademas se mantuvo por debajo de los 35 °C durante el 83,6 % del tiempo.

A 15 cm de profundidad la variacion térmica a lo largo del dia ha sido
mayor que a 30 cm, donde la temperatura es mas estable. La variacion térmica
también es mas acentuada en agosto que en octubre.

La temperatura del suelo a 15 cm de profundidad ha sido superior que a
30 cm en los tratamientos de agosto durante la mayor parte del dia. Esta
variacion ha sido mas acentuada en el tratamiento con pellets mas estiércol
gue en el tratamiento con pellets solos. En octubre, en cambio, la variacion
térmica entre los 15 y los 30 cm de profundidad es menor, llegando incluso a
invertirse en el tratamiento 5, donde la temperatura a lo largo del dia medio a

30 cm es superior a la temperatura a 15 cm.

43
41 —T215¢cm

—T230cm
T315¢cm
T330cm

— T4 15¢cm
T4 30 cm

—T515¢cm

—— T530cm

Temperatura (°C)

25

1 2 3 4 5 6
Tiempo (semanas)

Figura 3. Evolucién de la temperatura media diaria a lo largo de las 6 semanas del ensayo
de biosolarizacion.
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El siguiente esquema muestra el perfil térmico del suelo de los cuatro
tratamientos de biosolarizacion. Los datos, ordenados en columnas, expresan
el numero de horas acumuladas por encima de 40 y 35°C. Los ultimos 2 datos
muestran la incidencia de la enfermedad y el porcentaje de oosporas viables

tras la biosolarizacion.

AGOSTO OCTUBRE
P EFO +P P EFO+P
4 h
165 h
15 cm 1=0%
V= 27.9%
0Oh
30cm 191 h

1= 16,7%
W= 37.9%

Figura 4. Representacion del nimero de horas acumuladas por encima de 40 y 35°C para
cada uno de los tratamientos en las 2 profundidades evaluadas. Incidencia de la

enfermedad y porcentaje de oosporas viables en cada caso.

El in6culo de P. capsici sometido a biosolarizacién en agosto a 15 cm de
profundidad, tanto con “pellets de B. carinata” como con “pellets de B. carinata
+ EFO”, ha superado las 199 horas acumuladas superiores a 40 °C que
Etxeberia et al, (2011) estiman necesarias para matar al 100 % de las
oosporas en suelo humedo. Se han alcanzado 206 y 296 horas acumuladas
respectivamente.

El suelo de los tratamientos de agosto no ha alcanzado los 40 °C a 30
cm de profundidad. Es posible que el tiempo acumulado por encima de 35 °C
(736 y 860 horas) haya sido suficiente para incidir de forma total tanto en la
viabilidad, como la capacidad infectiva del in0culo. Los niveles térmicos letales
para los patdgenos y parasitos tellricos se sitia entre 36-50 °C (Katan, 1981).
Etxeberia et al (2011), encuentran una reduccion del 75 % de la viabilidad de
las oosporas de P. capsici sometidas a un régimen 5 horas diarias a 35 °C
durante 70 dias en suelo humedo, que suman 350 horas acumuladas.

Lacasa et al. (2004), relacionan la eficacia de la solarizaciéon con la

profundidad. La solarizacién es efectiva por si sola hasta los 30-40 cm de
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profundidad. Es posible que el efecto de la temperatura “enmascare” las
diferencias que puedan existir debido a la enmienda biofumigante en los
tratamientos de agosto, mientras que en octubre, cuando la temperatura es
mas baja y la solarizacion no llega por si sola a ser efectiva como desinfectante
de suelo, se puedan observar diferencias debidas al desinfectante utilizado.

En octubre, a 15 cm se han acumulado mas horas por encima de 35 °C
en el tratamiento con estiércol que en el tratamiento con pellets exclusivamente.
Esto podria ser debido al aumento de temperatura durante el proceso de
fermentacién de la materia organica.

A 30 cm de profundidad, el suelo enmendado Unicamente con pellets de
B. carinata ha acumulado las mismas horas por encima de 35 °C que el
tratamiento suplementado con estiércol a 15 cm de profundidad. El porcentaje
de oosporas viables y el indice de mortalidad de las plantas testadas, han sido
mayores para el tratamientos enmendado con brasicas exclusivamente
(“pellets B. carinata a 30cm” 41 % viabilidad y 33 % de infectividad; “pellets B.
carinata + EFO a 15cm” 9,6 % viabilidad y 0 % de infectividad), lo que sugiere
gue la temperatura no ha sido la Unica responsable de la respuesta del indculo
a la biosolarizacion. Puede ser que la distribucién desigual de la humedad o de
los gases en el suelo determinen la diferencia entre ambos tratamientos.

El debilitamiento de las oosporas de P. capsici bajo calentamiento
subletal, constituye una observacién atil que puede aplicarse en el control del
patdgeno mediante biosolarizacion. (Lacasa et al., 2004). La combinacion de
temperaturas subletales con enmiendas organicas puede realizar un control de
la enfermedad en regiones con condiciones climaticas adecuadas vy
calendarios de cultivo que no se ajusten a los calendarios normales de

solarizacion.
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Desarrollo del cultivo

A continuacidon se muestran los resultados de los parametros medidos

gue describen la influencia de la biosolarizacion sobre el desarrollo del cultivo.

Produccion

La produccion final acumulada de cada una de las categorias obtenida
para cada tratamiento se muestra en la Figura 5. La evolucion de la produccion

comercial a lo largo del tiempo para cada tratamiento se muestra en la Figura 6
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Figura 5. Produccion final media por categorias comerciales. Intervalos LSD al 95% con los
datos transformados con Logio(x+1).
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Figura 6. Evolucion de la produccién comercial media acumulada. Intervalos LSD al 95% con
los datos transformados con Logip(x+1).

La capacidad productiva de las plantas cultivadas en las parcelas
desinfectadas, ha sido similar en todos los tratamientos. Las plantas cultivadas
en suelo biosolarizado han obtenido una produccion comercial similar a la
obtenida para el caso del bromuro de metilo. La produccion se ha situado en
torno a 12 Kg/m2.

Sin embargo, si se han encontrado mejoras en algunas categorias
comerciales. El tratamiento con “pellets de B. carinata” realizado en agosto,
mas estiércol de ovino semi-compostado antes de plantar, ha proporcionado
una produccién de frutos de categoria extra, inferior al resto de tratamientos,

siendo a su vez el tratamiento con mayor produccion de frutos de primera.
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Desarrollo vegetativo de las plantas: altura.

La evolucion de la altura media de las plantas se muestra la Figura 7.
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Figura 7. Altura media a lo largo del tiempo. Intervalos LSD al 95% con los datos

transformados con Log;g(X).

Las parcelas desinfectadas con BM proporcionan plantas
significativamente mas altas que el resto de tratamientos.

La biosolarizacion con “pellets de B. carinata + EFO” realizada en
octubre, proporcioné plantas significativamente mas bajas que en parcelas
desinfectadas con el desinfectante quimico de referencia y que en las parcelas

desinfectadas en agosto.
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CONCLUSIONES

La eficacia de la biosolarizacion sobre la viabilidad y sobre la capacidad
infectiva de las oosporas de Phytophthora capsici, depende entre otros
factores, de la fecha en que se realice la misma y de la profundidad a la que se
evalle, asi como de la interaccidbn entre ambas, tal y como han descrito
anteriormente Lacasa et al. (2004). La desinfeccion mediante biosolarizacion a
15 cm de profundidad resulta independiente de la época de aplicacion; agosto
u octubre, mientras que ha 30cm se muestra dependiente de la misma.

El tratamiento influye sobre la viabilidad y sobre la infectividad de P.
capsici en la época de menor acumulacién térmica, octubre. Todos los
tratamientos han resultados eficaces en la reduccion de la infectividad de P.
capsici a 15 cm de profundidad, tanto en agosto como en octubre.

La homogeneidad de la eficacia de los tratamientos de biosolarizacion
de octubre, en el rango de profundidad ensayado, se muestra deficiente. La
reduccion de la viabilidad, y de capacidad de infectar del inéculo de P. capsici
a 30 cm de profundidad es inferior que en agosto.

La biosolarizacion con pellets de B. carinata solos es suficiente en
agosto para reducir la viabilidad y la capacidad infectiva de las oosporas de P.
capsici. En el mes de octubre se muestra insuficiente. ElI suplemento de
estiércol fresco de ovino se hace necesario para aumentar la eficacia de la
biosolarizacion, llegando a ser similar a la eficacia del bromuro de metilo a 15
cm de profundidad. En algunos tratamientos, aunque la viabilidad no se reduce
significativamente, la infectividad si que lo hace. Es posible que aunque la
biosolarizacion no reduzca totalmente la viabilidad, parte de las oosporas
pierdan su capacidad infectiva.

La temperatura alcanzada en agosto a 15 cm de profundidad fue
suficiente para eliminar la capacidad infectiva de P. capsici. Es probable que la
eficacia de la biosolarizacion a 30 cm también se deba al efecto térmico. La
temperatura no es el Unico parametro responsable de la respuesta de pérdida
de capacidad infectiva de P. capsici cuando es sometida a biosolarizacion.

Debido a gran variabilidad de las condiciones agroclimaticas en los
ecosistemas agrarios, seria interesante realizar la reiteracion de estos ensayos

varios afios, con el objetivo de constatar las hipétesis planteadas.
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