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RESUMEN

La produccién de muchos cultivos ha dependido oglleo del bromuro
de metilo como fumigante para controlar un gran emamde patdgenos
transmitidos por el suelo, pero este producto fedipido en 2005. Esta situacion
ha implicado un incremento en el interés por deHarr otras estrategias
alternativas para controlar los patégenos del suelo

Entre las alternativas no quimicas para reductoasumo de bromuro de
metilo destacan la biofumigacion y la solarizacifwa. biofumigacién es una
importante técnica de control bioldgico que empibafecto de las sustancias
volatiles que se liberan durante la descomposiciénla materia organica vy,
mediante la incorporacion de restos vegetales asnadb, mejora el rendimiento.
Ademds, los restos de cultivo pueden eliminarsenidisyendo su impacto
ambiental. Pero el principal problema de incorpoeaiduos vegetales en el suelo
es su riesgo potencial como foco de enfermedades.

La biofumigacion ha sido evaluada, bajo condicior@stroladas, para el
control de las bacterias patdégen&avibacter michiganensisy Ralstonia
solanacearumEl sustrato experimental (mezcla de turba y grerainfectado de
forma artificial con las bacterias patdogenas usamdtos frescos de tomate. Se
ensay0 el efecto de tres dosis diferentes de rahteregetal infectado
artificialmente (5, 10 y 15g) en 500g de sustratwadte 6 semanas a 25 °C
(considerado como biofumigacén) y a 45 °C (conadiicomo biofumigacion con
solarizacién o biosolarizacion).

La incidencia de la enfermedad no disminuy6 cdsidéumigacion, pero el
tratamiento de biosolarizacion controléo ambas besteDebido a este resultado, la
biofumigacidén con solarizacion muestra una graciesicia para emplearse como
técnica fumigante del suelo para el manejo de bastiitopatdgenas.

En el segundo experimento, la supervivencia debdaterias patdgenas,
tanto en sustratos como en las plantas infectagléericha artificial se estudié para

determinar el comportamiento de los patdégenos bhje condiciones



experimentales. Se identificaron distintas cepasbaeterias saprofitas de los
génerosBacillus, Paenibacillusy Brevibacillusy se observaron reacciones de
antagonisman Vitro entreBacillus subtilisy C.m.michiganensis

Finalmente, se estudié el efecto de diferentesirtnantos en restos de
coles de Bruselas para controlar la enfermedad alecina en anillo causada por
Mycosphaerella brassicicolé&Esta investigacion se llevo a cabo bajo condeson
de campo con el objetivo de prevenir la diseminaditngica. Los tratamientos
incluyeron el uso de productos biolégicos, queaeael la descomposicion de las
hojas, y de antagonistas fungicos. Estos tratansdriblogicos se compararon con
el efecto de la urea como producto quimico. També&n compararon la
esporulacién dé. brassicicolay su cantidad de ADN en muestras de hojas que
fueron tratadas. Los resultados mostraron la apfinade urea como el mejor

tratamiento contra la esporulacionMebrassicicoleen las lesiones tratadas.



ABSTRACT

The production of several vegetable crops has digubron the use of
methyl bromide soil fumigation to control a wideagr of soil-borne pathogens, but
this product was banned from 2005. This situatias lled to increase interest in the
development of alternative strategies to contrilsmrne pathogens.

Among the non-chemical alternatives to reduce tvesemption of methyl
bromide biofumigation and solarization are outstagd Biofumigation is an
important biological control technique that uses #ifect of volatile substances
that are released during the decomposition of acgaatter and by incorporation
of vegetal debris in the soil improves the yield.alddition, crop residues can be
eliminated decreasing their environmental impactt e main problem with the
incorporation of vegetal debris in the soil is fh&ential risk that these residues
have as diseases source.

Biofumigation was evaluated under controlled cdodg for control of the
pathogenic bacteri€lavibacter michiganensiand Ralstonia solanacearunThe
experimental substrate (peat moss and sand mix)aviifisially infested with the
bacterial pathogen using fresh tomato debris. Treeteof three different doses of
artificially infected plant material (5, 10 and }5g 500g of substrate was tested
during 6 weeks at 25 °C (considered as biofumigatmd at 45 °C (considered as
biofumigation with solarization or biosolarization)

Disease incidence had not decreased using bioftiogaand
biosolarization treatment controlled both bacterBecause of this result,
biofumigation with solarization shows potentiallie used as a soil biofumigant
technique for the management of phytopathogenitelac

In the second experiment, the survival of the pgginic bacteria in either
artificially infested substrate or in artificialipfected tomato plants was studied to
determine the behaviour of the pathogens underettgerimental conditions.

Strains of saprophytic bacteria in the gendacillus Paenibacillus and



Brevibacilluswere identified anah vitro antagonism betwedsacillus subtilisand
C.m.michiganensiwas observed.

Finally, the effect of different treatments on Byels sprouts debris was
studied to control the ring spot disease causedipgosphaerella brassicicola
This research was carried out under field condstionorder to prevent the fungal
dissemination. Treatments included the use of bio&d products that accelerates
leaf decomposition and fungal antagonists. Thessodical treatments were
compared with the effect of urea as chemical prodlibe sporulation oM.
brassicicolaand its amounts of DNA in samples of treated leavas assessed.
Results showed the application of urea as thettestiment against the sporulation

of M. brassicicolan the treated lesions.



RESUM

La produccié de molts cultius ha depes de 1'ocupacié del bromur de metilo
com fumigant per a controlar un gran nombre de patogens transmesos pel sol, pero
aquest producte va ser prohibit en 2005. Aquesta situacio ha implicat un increment
en l'interes per desenvolupar altres estratégies alternatives per a controlar els
patogens del sol.

Entre les alternatives no quimiques per a reduir el consum de bromur de
metilo destaquen la biofumigaciéo i la solarizatcio. La biofumigacio és una
important técnica de control biologic que aprofita l'efecte de les substancies volatils
que s'alliberen durant la descomposicié de la matéria organica i, mitjangant la
incorporacio de restes vegetals en el sol, millora el rendiment. A més, les restes de
cultiu poden eliminar-se disminuint el seu impacte ambiental. Pero el principal
problema d'incorporar residus vegetals en el sol és el seu risc potencial com focus
de malalties.

La biofumigacié ha estat avaluada, baix condicions controlades, per al
control dels bacteris patogens Clavibacter michiganensis 1 Ralstonia
solanacearum. El substrat experimental (barreja de torba i arena) va ser infectat de
forma artificial amb els bacteris patogens usant restes fresques de tomaca. Es va
assajar l'efecte de tres dosi diferents de material vegetal infectat artificialment (5,
10 i 15g) en 500g de substrat durant 6 setmanes a 25 °C (considerat com
biofumigacié) i a 45 °C (considerat com biofumigaci6 amb solarizatcid o
biosolarizatcio).

La incidéncia de la malaltia no va disminuir amb la biofumigacid, pero el
tractament de biosolarizatcié va controlar ambdos bacteris. A causa de aquest
resultat, la biofumigacié amb solarizatcié mostra una gran eficiéncia per a usar-se
com técnica fumigant del sol per al maneig de bacteris fitopatogens.

En el segon experiment, la supervivéncia dels bacteris patogens, tant en
substrats com en les plantes infectats de forma artificial es va estudiar per a

determinar el comportament dels patogens baix les condicions experimentals. Es



van identificar diferents ceps de bacteris saprofits dels geéneres Bacillus,
Paenibacillus 1 Brevibacillus i es van observar reaccions de antagonisme in Vitro
entre Bacillus subtilis i C.m.michiganensis.

Finalment, es va estudiar l'efecte de diferents tractaments en restes de cols
de Brusselles per a controlar la malaltia de taca en anell causada per
Mycosphaerella brassicicola. Aquesta investigacid es va portar a terme baix
condicions de camp amb l'objectiu de prevenir la disseminaciéo fingica. Els
tractaments van incloure 10s de productes biologics, que acceleren la
descomposicio de les fulles, i de antagonistes fungics. Aquests tractaments
biologics es van comparar amb I'efecte de la urea com producte quimic. També es
van comparar la esporulacié de M. brassicicola i la seva quantitat de ADN en
mostres de fulles que van ser tractades. Els resultats van mostrar l'aplicacié de urea
com el millor tractament contra la esporulacié de M. brassicicola en les lesions

tractades



l. INTRODUCCION

1. Desinfeccion de los suelos y sustratos: contd# patdégenos

La desinfeccion de suelos se considera una inteie®en los sistemas de
cultivo siendo el principal objetivo en cualquigpot de intervencion sobre los
sistemas agrarios la mejora de calidad de los ptodwbtenidos.

En referencia a la importancia del suelo en digis®emas de cultivo, se
busca la optimizacion de su manejo, reduciendonphcto ambiental de las
practicas agricolas y estando relacionada est@cigiutanto con una disminucion
en la contaminacion provocada por el uso de agmiqas, como con una buena
gestion de los residuos agrarios.

Los patégenos del suelo son los causantes de |gsresapérdidas
ocasionadas en algunos cultivos de gran impodaaconomica en el sur de
Europa vy, por esta razén, la desinfeccion en hdtti@a intensiva representa una
practica crucial para combatir no sélo los patégete las plantas sino también
malas hierbas y plagas de artrépodos permitiendatenar los altos niveles de
productividad (Gullino, 2000). En Espafia, las téaside desinfeccion de suelos
adquieren una gran importancia en relacion a la gtgerficie de cultivos bajo
invernadero (Tello, 1998) ya que el control dedaggenos tellricos, en el caso de
los sistemas de produccion intensiva, es una tamegplicada porgue aunque entre
las distintas estrategias de control se encuen@mnde rotacion y el uso de
variedades resistentes, ambas son de dificil apdicalebido a la propia intensidad
de cultivos asi como a la falta de cultivares testes a varios patdgenos (Didnez,
2005).

En general, las préacticas horticolas actuales s la repeticion de
cultivos, o grupos de cultivos, en la misma pareeldajo invernadero sin haber
dejado un tiempo de descanso, por lo que resulstatie frecuente que se
presenten problemas de acumulacion excesiva dsitoarén el suelo que también

hace peligrar la viabilidad de los cultivos quemoo consecuencia, pueden
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presentar un crecimiento anormalmente lento aso@adna disminucion general
de vigor. Asi, cuando se desinfectan suelos yaostse pretende lograr el control
de las poblaciones de microorganismos patdgenoshgbgan en ellos y que

pueden afectar al buen desarrollo de los cultivesmando su rendimiento.

Con todo ello, la desinfeccién de suelos y susdrgermanece como una
practica esencial en la horticultura intensiva nodepara resolver los problemas
asociados tanto a la presencia de patdégenos cdemdmenos de fatiga de suelos
y sustratos (Maroto, 1990; Gullino, 2000; DianeX)%).

1.1. Utilizacion 6ptima de los métodos mas comunde desinfeccion de suelos

La desinfeccion de suelos y sustratos puede lagraesliante la aplicacion
de diferentes técnicas debiendo realizar la elacd&®los métodos de desinfeccion
de acuerdo con las condiciones de cada sistemaultdeoc En funcion a su
actividad, los diferentes tratamientos desinfeewmnpueden tener una accion
biocida total o resultar biostaticos y tener podtévalad bactericida.

Las técnicas de desinfeccidén de suelos se pugdsificar como quimicas
0 no quimicas existiendo la posibilidad de combasarcon la finalidad de
aprovechar y mejorar al maximo los efectos berwfas que estas ofrecen y, en
algunas ocasiones, la combinacion de técnicas gasmion otros métodos de
control garantiza un buen resultado (Rodriguez-Kab&998). Entre las técnicas
empleadas, la desinfeccion con fumigantes quimyceksuso de calor tanto seco
como humedo, incluyendo el aprovechamiento de Riac&n solar o las
desinfecciones con vapor de agua, son las practeaentrol mas difundidas tanto
en los cultivos horticolas como ornamentales (Dia2605). No obstante, lo mas
frecuente es recurrir al uso de productos quimimisdo, principalmente, a sus
sencillez de aplicacion (Barres, 2006).

La eleccion del método de desinfeccion adquiereortapcia a la hora de
catalogar la produccion agricola, como ecolégicaadicional, o debido a las

actuales normativas de certificacion. Como ejemplastualmente existen
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normativas de certificacion que incorporan la nielees de implantacion de
metodologias que garanticen la calidad medioanddieie los productos agrarios
evaluando una serie de pardmetros entre los geecsentran el uso de productos
fitosanitarios o el tratamiento de residuos agaisobndureciendo la metodologia
de manipulacion de productos quimicos. Entre estamativas encontramos la
certificacion MPS (Sistema de Calidad Medioambieptaa flores y plantas) que
afecta, principalmente, a viveristas y cultivadadescultivos ornamentales (MPS,
2005). Asi, en la metodologia seleccionada parablaatoria desinfeccion de
suelos y sustratos donde crecen las plantas nssipenaliza el uso de productos
guimicos favoreciendo el uso de técnicas menoyvagci

Por otra parte, en la busqueda actual de solesipara cualquier plaga,
enfermedad o malas hierbas, se tiende a que edtam$oses estén “idealmente”
fundamentadas en el concepto de IPM, del ingléedhated Pest Management”
gue se traduce como Manejo Integrado de Plagagjasisu principal objetivo la
minimizacion del empleo de biocidas de amplio epggara evitar o reducir los
problemas como la contaminacion medioambientaklilminacion de enemigos
naturales y la induccion de resistencias. Estetigbjese alcanza evitando la
aplicacion profilactica o programada de dichos &egerbiocidas de modo que
cualquier aplicacion deberia ser necesaria y editdqgida contra patégenos
especificos (Matthiessen y Kirkegaard, 2006). Epeadimento practico mas
significativo en la implementacién del manejo imggtp de organismos presentes
en el suelo, se debe principalmente al trastosicofique supone colocar el agente
de control en el suelo en el lugar afectado popléga o enfermedad, efecto
exacerbado por la frecuente naturaleza fitotoxieala$ agentes de control de
amplio espectro.

No obstante, la metodologia mas empleada potbfacti efectiva para el
manejo de los organismos del suelo es la aplicad@éun método de control
(quimico, o no) como medida profilactica antes alesiembra del cultivo. Estos

métodos suelen emplear agentes de amplio espextmcepminar el mayor rango
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posible de amenazas latentes o procedentes deesuexternas. La eleccion de
cada estrategia de manejo dependera también de@riencia en cada sistema
de produccion; por ejemplo, las adecuadas parsidtamas de cultivo extensivos
con rotaciones discontinuas seran diferentes atat extremo de los sistemas de
cultivo intensivos, con cultivos de alto valor yncfsecuencia de produccion casi
continua que se interrumpe solo durante el tiemgiente para esterilizar el
suelo. En ambos casos, el producto empleado masiarnitente ha sido el bromuro
de metilo (BM) o metilbromuro (C§Br) teniendo que esperar hasta su disipacion

antes de plantar el cultivo siguiente.

1.2. Problemética del BM

Desde hace tiempo, el empleo de fumigantes se hwidewado
potencialmente dafiino para el medio ambiente y comuasecuencia se han
impuesto muchas restricciones para la regulaciGedoccion de su uso. Un gran
namero de los fumigantes actualmente disponibligs estrictamente regulados v,
de hecho, algunos de los mas efectivos han qudadtalmente prohibidos debido
a su daino medioambiental (Gullisbal, 2003).

El BM ha sido ampliamente utilizado en el mundoredado multiples
usos que incluyen la fumigacion de suelos, fumigaale grano almacenado,
tratamientos de control de cuarentenas tanto dertqin e importacion y la
fumigacion de estructuras, conocida como “fumigacéstructural” (Ohret al,
1996). Pero los escapes de metilbromuro a la a@r@dfas su aplicacion son
importantes. Estos Ultimos autores confirman quéadmantidad total de producto
aplicado al suelo aproximadamente un 87% se pimda atmosfera en tan solo 7
dias y, al alcanzar la estratosfera, sufre unadwidacion, liberando atomos de
bromo que son responsables de la reduccién totakoeo. Debido a este efecto,
en la IV reunién del protocolo de Montreal (PM)eatwhda en Copenhague en
noviembre de 1992 se plante6 la retirada del ptodaeandose un comité de

expertos cuyo obijetivo seria el de encontrar ateras. Este comité es conocido
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como MBTOC (“Methyl Bromide Technical Option Comte#”). Ademas otro
comité seria el encargado de la evaluacion ecoROGTIEAP “Technology and
Economic Assesment Panel) (Tello y Bello, 2002)dierembre de 1995, en la VI
reunién de Viena se establecié un primer calenapréprohibia el uso de BM en
el afio 2010, en el caso de los paises desarrall@aos, el 17 de septiembre de
1997 el PM reunido esta vez en Montreal tomé lasi@at de establecer un nuevo
calendario para la eliminacion del BM quedandofel 2005 como nueva fecha
méaxima de uso, exceptuando los denominados “udtisosi’ 0 esenciales. El
calendario definitivo para la eliminacion del usoBM como fumigante de suelos
se muestra en la tabla 1 (Cebolla, 1998; LopeziyaGul998)

Tabla 1. Calendario para la eliminacién del uso de bromieometilo

como fumigante de suelos acordado en septiembt@8%e (fuente: Cebolla, 1998)

Para los paises desarrollados Paises en viasaeal®
% de reduccion tomando como base el
Afio consumo 1991 Consumo medio 1995-1998
1997 congelacion
1999 25
2001 50
2002 congelacion
2003 70
2005 100 20
2015 100

"Para la Uni6n Europea esta reduccion se adelaafioal 998

Observando el calendario anterior cabe indicaxtzgcion anteriormente
mencionada de “usos criticos”, asi como para ctemes y productos de
exportacion. Acerca de los “usos criticos” seguimfarmacion aportada por Bello
y Tello (1998) consultando la decisién 1V/25 del Abk criterios para determinar

tales usos son;



- El uso de una sustancia regulada sera esenciaisolo

0 Es necesario para la salud o la seguridad o sagescindible
para el funcionamiento de la sociedad (incluidesdspectos
culturales e intelectuales)

o No hay sustitutos ni alternativas técnicas y eooocamente
viables y aceptables desde el punto de vista dealiome
ambiente y la salud

- la producciéon y el consumo de una sustancia regulzara usos
esenciales podra autorizarse solamente si:

0 se han tomado todas las medidas viables econémitampara
reducir al minimo el uso esencial y la correspameiemision
de la sustancia regulada

0 no se dispone de la sustancia regulada en canjidadidad
suficiente en las reservas existentes, sin olwdale la

necesidad de sustancias reguladas de los paigesamollo

Estos mismos autores ya indicaron en 1998 que pafias atendiendo a
los conocimientos cientificos y técnicos, los “usmdticos” corresponderian
Unicamente a los cultivos de pimientos y fresas.

De la evolucion en el empleo de BM, entre los afi885 y 2005, se
observa una dréstica disminucion segun cultivoshetsho en 2005 se concede
permiso de aplicacién para los “usos criticos’riéfidose estos Unicamente a 4
cultivos (tablas 2 y 3). Ya en 2008 en el Diariac@f de la Union Europea se
publica la decisién de la comision de 25 de marz@@D8 por la que se determinan
las cantidades de bromuro de metilo que se podil@mauen la Comunidad desde
el 1 de enero hasta 31 de diciembre de 2008 deomnidfad con el reglamento
(CE) n° 2037/2000 sobre las sustancias que agateaph de ozono. En el articulo
1 “se autoriza al Reino de Espafa y a la RepubkcRolonia a utilizar un total de

212671 kg de bromuro de metilo para usos critidéstas cantidades, con respecto

6



a Espafia, quedan desglosadas en las cantidadésgyréas recogidas en la tabla
4.

Tabla 2. Cultivos con mayor consumo de BM en Espafia en @|1895
(Fuente: Bello y Tello, 1998)

Cultivo Provincia  BM(t)
Papa Valencia  328°
Tomate Alicanté 110
Almerid 1022
Murcia 26
Judias Almerfa Ver tomate
Sandia Almerfa 1732
Valencid Ver papa
Calabacin Almerfa Ver sandia
Melén Almeria Ver sandia
Pepino Almeria Ver sandia
Zanahoria Cadiz 21

Hortalizas en generaBarcelona 39
Valencid 75

Cadiz 122

Ornamentales Barceloha 39
Cadiz 321

Sevilld 31

Fresas y freson Barcelona 52
Huelva 897

Pimiento Alicante 305
Almeria 203
Murcia 668




Cultivo Provincia  BM(t)

Viveros fresas Segovia 157
Avila 101
Navarra 90
Palencia 33
Huelva 27
Citricos’ 78
Canaria$ 79

S6lo se usaba BM con una frecuencia biarfte cultivo forma parte de
un sistema de rotacion con otros 2,3 6 mas cultf@®8M se utiliza cada 30 afios

y esta prohibido en produccién integrada y ecolidi€anarias no especifico el
tipo de cultivo

Tabla 3. BM concedido como usos criticos para Espafia enfi@l2805
(Fuente: Bello y Diez Rojo, 2004)

Cultivo Lugar BM(t)
Fresa Huelva 556
Fresa viveros  Castillay Leon 230
Pimiento

Alicante y Murcia 200

Flor cortada Cadiz y Sevilla 53

Cataluia 20




Tabla 4. BM concedido como usos criticos para Espafia erfiel2808

(Fuente: Comision Europea, 2008)

Categorias de usos criticos autorizados kg

Estolones de fresa (cultivados a gran altura) 20000

Flores de corte (investigacién Unicamente) 25

Fresa y pimiento (investigacién Unicamente) 151
Total 200176

'Existencias de BM disponibles para usos criticosl éstado miembro
6288,12 kg

En los ultimos afos, y de acuerdo con todo lo amtdrespecto a la
prohibicién del BM para su uso en la desinfecciéhglielo) se ha acentuado la
necesidad de estrategias alternativas para el mdeegnfermedades y plagas del
suelo, y no so6lo para los consumidores de BM, snoun sentido general
(Matthiessen y Kirkegaard, 2006).

1.3. Alternativas al BM

El MBOTC define una “alternativa” como aquellos téirmientos o
procedimientos quimicos y no quimicos que son ¢énénte viables para el
control de organismos patdégenos permitiendo laimdioidn del BM y establece
diferencias entre las consideradas “alternativasstemtes” y “alternativas
potenciales”. Las primeras se corresponden coguasse estan aplicando o se han
aplicado en alguna region concreta mientras quélltaeas estan en proceso de
investigacion o desarrollo (Bello y Diez Rojo, 2D(&stas alternativas, a su vez,
se clasifican en tres grupos (tabla 5): alternative@ quimicas, alternativas
quimicas y alternativas de control integrado (Rpdrz-Kabana, 1998; Tello y
Bello, 2002).



Tabla 5. Alternativas al bromuro de metilo y su empleo erpdis

(Fuente: Bello, 2004; Tello y Bello, 2002)

Alternativas

Cultivos donde son eficaces

Alternativas no quimicas
Rotacion de cultivos

Enmiendas organicas y compost
Biofumigacién

Practicas culturales

Medidas sanitarias

Hortalizas
Hortalizas
Hortalizas, pimiento, flor cortadad v
Hortalizas

Todos los cultivos

Uso de semillas libres de patdégenos y trasplantes

Cultivos sin suelo y sustratos
Variedades resistentes
Injertos

Resistencia inducida
Agentes de control biologico
Solarizacion

Vapor de agua

Fuego y otros medios fisicos

Tabaco, tomate roiidlor y pimiento
Tomate, clavel, pimiento

Cucurbitaceas, pimiento y tomate

Hortalizas y fresén

Flor cortada

Alternativas quimicas
1,3 Dicloropropeno
Metam-sodio
Dazomet

Combinaciones

Fresoén y flor cortada
Freson

Fresén y pimiento

Control integrado

Tomates, hortalizas, pimiento, frutales

* En blanco: cultivos sin especificar
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Es a partir del afio 1992 cuando las investigaci@me&spaia tienden a
buscar alternativas surgiendo una serie de proyepie Bolivar (1998) clasificd
en 7 grupos:

- Desarrollo de la solarizacion y su combinacion awas fumigantes

- Utilizacién de antagonistas para lucha biol6gica

- Reduccién de emisiones a la atmdésfera de bromuroetiéo mediante

el empleo de plasticos virtualmente impermeables

- Utilizacion de las propiedades fumigantes de laenmatorganica

(biofumigantes)

- Utilizacion de injertos sobre pies resistentes

- Manejo integrado del cultivo para disminuir el atagle patégenos del

suelo

- Estudios de viabilidad econdmica y de su aceptaqidn los

productores de diversas alternativas: cultivos sirlo, empleo de
vapor de agua, etc.

No hay que olvidar que Espafia ha sido uno de lisepae referencia en la
bldsqueda de alternativas al BM debido a su grasurna que le llevé a ocupar el

cuarto puesto tras EE.UU., Italia y Japon (Beligz Rojo, 2004).

1.3.1. Alternativas quimicas al BM

Ademas de por su sencillez de aplicacion, la desoidn quimica de los
suelos se caracteriza por su elevada eficaciatioske; nematicida, fungicida y
herbicida. La toxicidad de los productos para métatos de suelos es un factor
gue aconseja limitar su utilizacion (Cenis, 199tpyno recoge Barres (2006), a la
hora de seleccionar este tipo de desinfeccion eomviconocer el alcance
medioambiental de los efectos de su aplicacioncasio de la evaporacién y
degradacién de los productos quimicos, de la faldnade metabolitos, de su

capacidad de percolacién y de su posible traslonami las plantas.
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No hay que olvidar que el fundamento de la destid® de suelos o
sustratos empleando productos quimicos esta basadi capacidad que tienen
dichos productos de pasar a estado gaseoso enméntw de ser liberados,
haciéndose necesario el impedir el escape de digasss al medio ambiente
reteniéndolos durante el tiempo necesario paragaecion resulte efectiva.

Junto con el BM, entre todos los métodos quimicesiesinfeccion los
mas utilizados y cuyos efectos adquieren una magmarcusion tanto en el medio
ambiente como en los sistemas de cultivo han $idotoropicrina (PIC), el 1-3
dicloropropeno y los productos generadores deoisiatiato de metilo entre los que
se encuentran el metam-sodio y el dazomet

Desde 1992, son multiples los trabajos que recagiEmmacion sobre
resultados de alternativas al BM. Asi, respectasalternativas quimicas, mientras
muchas de las registradas y disponibles (Barfi¥g)2ienen una buena actividad
contra hongos, nematodos y malas hierbas, caredeanplio espectro de accién
del BM en preplantacion, de aqui la necesidad atiar aumentar efectividad con
mezclas. Entre los métodos de control alternats®sencuentra el uso de otros
fumigantes, destacando el 1,3-dicloropropeno (1,3KD cloropicrina (PIC), los
generadores de isotiocianato de metilo como el mstzdio y el dazomet, asi
como también son ampliamente conocidos Yy utilizastoss productos obtenidos
de la mezcla de los anteriores como el telone €8ar2006; Rodriguez-Kabana,
1998; Matthiessen y Kirkegaard, 2006). De estamradtivas la que ha ofrecido
mejores resultados ha sido la mezcla de 1,3-D mopcrina (Ajwaet al., 2003;
Martin, 2003).

Recordando que el BM se incluye entre los fumigggiaseosos de amplio
espectro que se difunden y penetran rapidamenéd suirelo, el empleo de dichos
fumigantes queda restringido debido a su alto cpstda necesidad de cubrir el
suelo con plastico para retener los gases genemignsras actian. Como una de
las principales alternativas al BM se emplea elamesodio, caracterizado por ser

menos potente, suponer un menor coste y genetacianato de metilo una vez
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en contacto con el suelo humedo (Smelt y Leist@/4L Precisamente ese
isotiocianato posee un amplio espectro de activiatbgica contra nematodos,
patégenos fungicos, insectos y malas hierbas, n@gasgoso a temperatura
ambiente por lo que se difunde a través del susletio en agua. Este método de
actuacion permite aplicaciones mas uniformes aéftes aprovechando el riego
mostrandose, ademas, altamente eficaz a distinteBindidades en suelos
arenosos. Se aplica, al igual que todos los furtégaren altos volimenes (dosis
minimas en Espafia de unos 600 litros por hectéeeds normales entre 1000-
1200 litros) sin olvidar la importancia de la humddlel suelo ya que por muy
altas que sean las dosis, sin la humedad adecoataabservara efecto alguno (El
Hadiri et al, 2003). Otras caracteristicas del isotiocianaartilo incluyen su
rapida descomposicion en compuestos inocuos (Tyr@rden, 1963) y, a pesar
de su eficacia de amplio espectro, en el casordple® de metam-sodio este se
encarece en muchos sistemas de produccion, loaqlieva la busqueda de otras
alternativas, aumentando durante los ultimos a@osldmanda de alternativas
biologicas ya que, como indican Matthiessen y Kjdaad (2006) se prefiere su
uso al de agentes sintéticos de amplio espectro.

Estos autores hacen referencia en sus trabajogemdmeno observado en
las aplicaciones al suelo de isotiocianato de mediligual que ocurre con muchos
de los pesticidas no residuales, al ser susceptéker biodegradado por parte de
algunos microorganismos (mayoritariamente bacfermsando se adaptan al
medio, de modo que las poblaciones de dichos mmgaoésmos, y tras una
seleccion natural, son capaces de usar el pestoi® fuente nutricional y de
energia. Este fendmeno se ha observado tanto wso @le metam-sodio como de
1,3-D al ser susceptibles a este tipo de biodegiélala cloropicrina, que
normalmente se mezcla con 1,3-D se descompone nmi@haapido que el BM vy,
principalmente, por causas de degradacion micrabiga en las ultimas décadas

cuando ya no se cuestiona que tanto la mineralimacbmo la degradacion
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completa de un compuesto en el medio ambientestsieanpre consecuencia de
una actividad microbiana (Alexander, 1980).

Volviendo al fenébmeno de biodegradacion, este ipodstar relacionado
sin duda con la frecuencia y numero de aplicaciatelspesticida y con las
propiedades del suelo, influyendo desde el pH,oattenido en calcio y, por
supuesto, al tipo de suelo. Asi, Warton y Mattleas§2005) modificando los
niveles de pH y de calcio en un suelo arenoso.eewein la degradacion de
isotiocianato de metilo, pero Unicamente al elévardos factores conjuntamente,
ya que solos, ni un aumento en el pH ni en el cichdeen calcio promovieron la
biodegradacion. Del mismo modo, consiguieron efediferentes con diferentes
tipos de suelo, indicando que el tipo de suelonefactor crucial que puede incluso
anular la poderosa interaccién calcio-pH.

La sustitucién general del BM por 1,3-D, cloropieriy metam-sodio,
aumenta el riesgo de una rapida biodegradaciémegllas sistemas que no tienen
experiencia en este fenobmeno o, simplemente, laodesen. La prevencion
cuidando el manejo y frecuencia de aplicacion tadal mejor de las estrategias
(Matthiessen y Kirkegaard, 2006).

Gullino et al (2003) ademés de dazomet y metam-sodio, proddetdss
que indica su aplicacion tanto en campo abiertoocemcultivos protegidos, junto
con cloropicrina y 1,3-D cita como alternativasmygias el tetratiocarbamato de
sodio, formaldehido y las azidas inorganicas deosgdpotasio (estas Ultimas
todavia estaban en estudio) insistiendo en quesd@sgunto de vista técnico, la
desinfeccion del suelo debe llevarse a cabo ddarma efectiva pero con costes
aceptables, resultando el empleo de fumiganteséaiado con amplio espectro de
actividad y costes relativamente bajos. Pese a amte,c inferior al de las
alternativas no quimicas, los fumigantes generadate metil-isotiocianato
resultan poco efectivos contra algunos patégenssula@es asi como contra

patdgenos con densidades de indculo extremadansbdewadas mejorando su
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resultado cubriendo el suelo con capas plastieasstr aplicacion o recurriendo a
otras combinaciones con alternativas no quimicas.

Rodriguez-K4dbana (1998) ademas de incluir en &hduquimica el
dibromuro de etileno (EDB) aporta resultados s@bempleo de la azida de sodio
(Rodriguez-Ké&bana, 2002) aplicada a través del dguaego, en formulaciones
liquidas, sin precisar de un equipo especifico pareacorporacion en el suelo. La
azida de sodio, téxica para humanos, también gegidica para nematodos, malas
hierbas y patégenos fangicos del suelo debido posente accién de inhibicidn
metabdlica. No necesita de cubiertas plasticas drasplicacion aunque estas
mejoren su eficacia estando su actividad claramigfiigenciada por el pH del
suelo, pero con las dosis ensayadas (100 a 150aKglds resultados fueron
similares a los obtenidos con BM, contra malashlaiely nematodos.

Por su parte, Ohet al. (1996) estudiaron como alternativa el ioduro de
metilo IM (CHgl) al ser analogo al BM en su capacidad biocidaeBios estudios
de campo y laboratorio demostraron una efectivigadl o incluso superior en el
control de patégenos y malas hierbas sin estaridagy en la destruccion de la
capa de ozono. El IM se distribuye uniformementelescéano y es producido por
algas marinas. Su ventaja radica en que sufreatabsfs atmosférica eliminando
los productos residuales en las capas bajas denfessfera estimandose el tiempo
de permanencia en la misma entre 4 y 8 dias enaracipn con los dos afios en el
caso del BM. Respecto a sus caracteristicas, eédMiquido con su punto de
ebullicion en 42,5° C y se destruye rapidamente leoluz UV. Pese a la
oportunidad de aprovechamiento de este productsug aesultados prometedores,
no se han encontrado datos acerca de su elevadaaox(Bello y Tello, 1998) ni
otros trabajos relevantes sobre su aplicacién éhitaa década.

En nuestro pais y debido a la existencia de adtde gran valor, entre los
gue se encuentra la fresa, se siguen solicitansios“ariticos” de BM, aunque se
mantienen todos los esfuerzos en busqueda deaitas (Bolivar, 2002). Asi, De

Cal et al. (2004) evaluaron los distintos fumigantes deso#hdos anteriormente
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incluyendo el dimetilsulfoxido, todo ello en comaaidn con diferentes tipos de
cobertura pléstica, opcion también elegida por sotgoupos de investigacion
(Cebolla, 1998; Guerreret al, 2002) basandose en que el polietileno (PE) e ba
densidad normalmente usado como cerramiento eddsisfecciones de suelo,
resulta permeable al BM escapandose grandes maggsdUna de las mejoras en
las técnicas de aplicacion es el uso de Films &limente Impermeables (VIF) al
BM para retener el gas evitando su emision a trdeda lamina de cobertura. Los
plasticos VIF suelen ser mas finos que los normadéePE estando formados por
tres capas de manera que la interior suele servV@@HE(ELtil Vinil Alcohol) o
Poliamida para conferir impermeabilidad a las ddgreas de PE. Bello y Tello
(1998) indican que aunque el empleo de estos pi&gtiermiten reducciones en las
emisiones de hasta el 80% no supondran una soldeidaturo aportando datos
sobre su elevado coste (de 4 eurod) laflemas de presentar una cierta fragilidad
gue da lugar a su ruptura, especialmente cuandplisan mecanicamente.

Las mezcla de 1,3-D y cloropicrina aplicadas eagela del riego se ha
considerdo como alternativa al BM para la desinécde suelos de invernaderos
donde se practica el monocultivo de pimiento. Gareet al (2006a) estudiaron el
uso reiterado de estos productos en el contraPligophthoray Meloidogyne
concluyendo que la eficacia de la mezcla es estalardo se reitera su uso en el
mismo suelo. Del mismo modo se ha estudiado el eongeé dimetil disulfito y
cloropicrina para la desinfeccién de estos suelsngernaderos de pimientos
(Martinez et al, 2006a) y la dosis adecuada de cloropicrina pardrolar los
mismos patdgenos en las mismas condiciones de/cultsultando las mejores
dosis entre 40 y 50 ghfRoset al., 2006).

Segun Tello y Bello (2002) se puede concluir qeelak alternativas
quimicas al BM la mezcla de 1,3-D con cloropicriBg%) a la dosis de 40cc/m
tiene una elevada eficacia pero esta alternativauede considerarse debido a sus

efectos cancerigenos y altamente contaminantes. ttaiamientos quimicos

16



empleando dazomet y metam-sodio en combinacionsotarizacion ofrecen los

mejores resultados en cultivos como fresones ytwaizes.

1.3.2. Alternativas no quimicas: solarizacién

Como es conocido, el incremento de la presion kgclagislativa para
restringir el uso de fumigantes quimicos ha creadointerés en evaluar el
aprovechamiento de alternativas para el manejo rderreedades del suelo
(Chellemi et al,1994) despuntando, entre estas, las distintagic#c de
desinfeccion no quimicas.

De las alternativas al BM recogidas en la tablads, tres las técnicas de
desinfeccion no quimica que interesan en este jtrabba solarizacién la
biofumigacién y el empleo de microorganismos dentrol biol6gico, asi como
las posibilidades de combinacién entre ellas.

Acerca de la solarizacién, se describe por prinvera por Katanet al
(1976) en Israel donde el método mas usado haktaoms para la desinfeccion de
suelos era la fumigacion siendo el alto coste demisma su principal
inconveniente, por lo que quedaba restringidaroseultivos y épocas de cultivo.
Se observo que al cubrir el suelo con laminas detpeno transparente (figura 1),
de unos 0,03 mm de espesor, durante las estacgd@iesas se incrementa su
temperatura debido al calentamiento solar, logrémdma gran reduccion en las
poblaciones de determinados patdgenos (principaénteangos) que repercutia en
la reduccion de plantas afectadas por las enfemtesdasociadas a los mismos. El
método de control de enfermedades es similar ahtahiento artificial por vapor
u otros medios, los cuales alcanzan temperatutas 80 a 100 °C, pero existen
importantes diferencias biolégicas y tecnoldgiqems; ejemplo, con la solarizacion
no es necesario conducir el calor desde su fuém@ngo (Katan, 1981). Aunque
el uso de laminas de polietileno para mulchingggitaltura era en la época de los
setenta una técnica relativamente nueva, lo qule eoa es la idea de usar calor

solar para la proteccion de las plantas y menotsrael donde el mulching de
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semilleros de tomate empleando serrin se utilizéelewalle del Jordan para
incrementar la temperatura del aire del mismo pocinea de los 46 °C,
previniendo la infestacion de las plantulas de ten@on la mosca blanca del
tabaco Bemisia tabagi el vector del TYLCV (“tomato yellow leaf curl nis”).
Ademas, el efecto que ejerce el vapor de agua cdesinfectante de suelos
pudiendo matar a los patdgenos pero dejando seq@afimpetitivos se conocia de
tiempo atras, pudiendo actuar la solarizacién dmdosimilar, exceptuando las
temperaturas maximas alcanzadas (que son menordsligmpo de tratamiento
(que es mayor). Asi, la solarizacion se considecab#o un tratamiento intermedio
gue en ocasiones solo debilita o hiere a los patsysin matarlos (Eladt al,
1980; Kataret al., 1976).

En cuanto al efecto de la técnica, se sugiereante un control biol6gico
como térmico podrian tener lugar. Las temperataleenzadas en las capas altas
del suelo estan en el rango de las que se consibitedes para los patdégenos. En
las capas mas bajas del suelo, donde las tempmeyaton inferiores, las
poblaciones de patégenos, tras solarizar, tamldéeducen. Esto puede deberse
tanto a un efecto acumulativo de temperatura sall#etlos patbgenos como a una
combinacion de control térmico y biologico. Para@htrol de hongos patégenos
Katanet al (1976) indicaron al menos tres maneras en lagheoentrol biolégico
puede tener lugar en suelos que han sido cubiersodtando muy interesante ya
que puede aplicarse también al control de otrostaggatogénicos:

[) Fungistasis: que mantiene a los propagulos fiosyien un estado de
resistencia pasiva y se anula parcialmente a 4%:58si, los propagulos quedan
expuestos a la accion de microorganismos liticasoyros factores detrimentales
del suelo.

II) Temperaturas subletales pueden debilitar lasiesiras de resistencia
haciéndolas mas vulnerables a la microflora antatgn

[II) Creacién de una modificacién en las poblacemécrobianas del suelo

a favor de los saprofitos resistentes al caloo Estespera ya que la mayoria de los
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patdgenos son generalmente menos resistenteoaboa muchos saprofitos. Una
consecuencia muy beneficiosa del cambio en la pidislamicrobiana en suelos
cubiertos podria ser su proteccion a la reinfeStaci

El control de numerosos patdégenos del suelo, mayainente fingicos
(Mansoori y Jaliani, 1996; Martyn, 1986), y baaeans (Khlaif, 2003; Raiet al,
1997) junto con reducciones en la densidad de pidiolade nematodos se han
logrado tras aplicar la técnica de solarizacionhi@arth y Gaona, 1982; Chen y
Katan, 1980; Katan, 1980; Katan, 1981; Pullneaal, 1981b; Stapleton y DeVay,
1982a; Stapleton y DeVay, 1983; Stapletbvml, 1983).
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Figura 1. (A) Solarizacién. (B) Quema de restos en campos deacQyjperus

sculentum (B) localizados ambos en la provincia de Valencia
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1.3.2.1. Beneficios adicionales de la solarizacidncremento de crecimiento

Esta técnica se parece y recuerda a la fumigagénsuelo y a los
tratamientos térmicos en que tiene beneficios aides como son un control de
las malas hierbas y una mejora tanto del crecimieotno del estado de las plantas
(Katan et al, 1976; Gamlielet al, 1991; Gamliel y Katan, 1993), incluso se
incrementa el rendimiento (Gamlie al,, 1989; Katan, 1981), si bien es cierto, que
este fendbmeno de crecimiento de las plantas amek parcialmente esterilizado y
libre de patdgenos se conoce desde hace décaddsayobservado en multitud de
experimentos, incluyendo aquellos en los que dbsage esteriliza con vapor o en
los fumigados (Katan, 1981).

La solarizacion supera a la fumigacién en quelta@suas barata, mas
segura, no implica ni toxicidad ni la presenciaekduos de pesticidas y, ademas,
no requiere maquinaria sofisticada. El cubrimiedgbsuelo puede llevarse a cabo
de forma mecénica, a gran escala, 0 manualmentmitigndo su bajo coste
extender su uso a un amplio espectro de cultivesregucen los riesgos de
fitotoxicidad que tienen lugar a altas temperatyrassulta menos dafino para el
equilibrio biolégico del suelo. Por lo tanto, seega resumir como un método
simple, que no conlleva riesgos y no implica mates toxicos (Mansoori y
Jaliani, 1996); de este modo, se evitan ciertost@fenegativos observados con
técnicas que emplean vapor de agua (Hoitink y Fa886; Chellemet al.,1994)
como la fitotoxicidad debido a la liberacion de mameso u otros productos
toxicos (Katan, 1981) asi como su impacto ambiébtalCaraet al, 2004).

En determinadas zonas, la solarizacién es capaedieir el nimero de
microorganismos fitopatégenos del suelo por delugb punto en el que se
convierten en factores limitantes para el crecitiate las plantas (Stapleton y
DeVay, 1984) y controla las malas hierbas, llegaagerdurar la efectividad del
tratamiento un afio entero, incluso mas (Katan, 1981

Las poblaciones de malas hierbas son muy diversdiendo diferir en su

sensibilidad al calor aunque, mayoritariamente, rf@@as hierbas anuales se
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controlan de manera efectiva siendo este controlbaneficio adicional al
considerarse cierta similitud con los patégenos pen diferencias en cuanto a su
sensibilidad al tratamiento solar (Katan, 1980;aRatL981).

El incremento de crecimiento de las plantasn suelos solarizados es un
fendbmeno muy bien documentado que se muestra een@asde patdgenos
conocidos y que se ha verificado en multitud deeggpcias llevadas a cabo tanto
en campo como en invernadero (Duniway, 2002; Gaymkatan, 1989; Gamliel y
Katan, 1992; Greenberget al, 1987; Kloepper y Schroth, 1981; Kloepgtral,
1980a; Kloeppekt al, 1980b Stapleton y DeVay, 1982b; Stapleton y &gV
1984; Suslow y Schroth, 1982).

Son muchos los mecanismos que podrian ser respessde este
fendmeno, incluyendo la liberacién de mineraleseksuelo, la estimulaciéon de
microorganismos beneficiosos y el control de patége'menores” (Katan, 1981).
Gamliel y Katan (1993) atribuyen esta respuestars factores quimicos, fisicos
y bibticos, al observar importantes cambios enctavidad microbiana durante y
tras la solarizacion, indicando que los propiosratumanismos del suelo juegan un
papel crucial en el fendmeno del incremento dedigriento. Indican estos autores
gue los suelos solarizados se vuelven supresipasogenos, es decir, en ellos las
enfermedades causadas por determinados patégerses manifiestan o lo hacen
minimamente, a pesar de que dichos agentes edifnalmeente presentes o han
sido artificialmente introducidos (Dianez, 2005, que la supresividad (inducida)
a enfermedades puede lograrse mediante la marifpulael ambiente fisico-
quimico y microbiologico (Whipps, 2000). En cambidros patégenos como las
bacterias Pseudomonadluorescentes aumentan tras solarizar, colonizalado
rizosfera y las propias raices tanto de suelo cdmanedios contenedores. En
contraste con este hecho, se suprime el estabttionide hongos en raices y
rizosfera tras la solarizacion (Gamliel y Katan93p

El mayor crecimiento promovido por las pseudomosascree que se

obtiene como consecuencia de un antagonismo, &strde una produccién
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antibiotica, a través de mecanismos de competicam los patégenos por los
nutrientes esenciales como el hierro o, mas diretée, a través de la promocion
del crecimiento ya que, algunos estudios sugieree ¢ps pseudomonas
fluorescentes pueden estimular el crecimiento sigliantas mediante la supresion
de microorganismos dafiinos (Schippetral, 1987).

Stapleton y DeVay (1984) acuiian el término IGR idglés “increased
growth” y en espafiol “Incremento del crecimiento& dnodo que tras la
solarizacién, dicho incremento supondra un indicagormal de la aplicaciéon
satisfactoria del tratamiento (Katan, 1981; Pulln@nal, 1981a; Stapleton y
DeVay, 1982a; Stapleton y DeVay, 1983).

En otros estudios adicionales acerca de lo quere@irproducirse este
fendmeno, diversos autores apoyan la teoria detigne lugar cuando no se
detectan en el suelo neméatodos ni patdgenos stggrantre los que se encuentran
los hongos y las bacterias del suelo (Chen y Kdta80Q; Katan, 1981; Stapleton y
DeVay, 1982b; Stapleton y DeVay, 1983). Otras vesespunta a un incremento
en los niveles de nutrientes minerales solubleeiiGhKatan, 1980; Stapleton y
DeVay, 1982a; Stapletast al, 1983).

Acerca del aumento de estos minerales solublesdtaszar, Stapletoat
al. (1983) indican que tras un tratamiento de 6 semén temperaturas entre 44
y 46 °C y profundidad de 15cm) se incrementaromiesles de N@ y de NH, en
todos los suelos a profundidades de 0 a 15 cm. Adean ocasiones, se observo
un incremento en fosforo, magnesio y calcio, acdiaga de incrementos tanto de
crecimiento como de peso (fresco y seco), comparamempre con zonas no
solarizadas y variando los resultados en funcidrtide de suelo. Katan (1981)
indica que también se incrementa la cantidad dasfK (junto a NQ, NH," y
cd"), asi como de materiales organicos en todos aguslielos calentados de
forma solar.

En aquellos suelos que son cubiertos con polietillegro y donde tienen

lugar pequefias elevaciones en las temperaturasalemtamiento solar, también se
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observa un incremento del crecimiento de las pdaatanque lo normal es cubrir
con polietileno transparente, como ya se ha indicddrante un periodo de 4 a 6
semanas; lo que supondra la esperada reduccioerdgddd poblacional de los
microorganismos y nematodos de suelo que es etoefetacionado con el

esperado incremento de crecimiento (Stapleton y dye\M982b; Stapleton vy

DeVay, 1983).

Otros microorganismos beneficiosos como la bact&ram positiva
Bacillus spp. son capaces de sobrevivir a la solarizac#rsuaelo, mostrandose
beneficiosa, también, para el crecimiento de lastpk (Stapleton y DeVay, 1984).
No hay que olvidar los importantes cambios biolégicausados por la técnica y
gue se asocian a la destruccién de importanteanganismos mesofilos y que
crean un “vacio bioldgico” parcial donde sustratowgrientes quedan disponibles
para una recolonizacion, una vez finalizado ehtri¢nto. Muchos parasitos de las
plantas que habitan el suelo y patdégenos, no spacea de competir con otros
microorganismos adaptados a sobrevivir en el suduyendo a muchos
antagonistas de plagas de plantas que recolonizaénfacilmente el sustrato
sobreviviendo a la solarizacion. Este grupo inclaydas bacteriaBacillus y
Pseudomonaspp., hongos comdrichodermay algunos nemétodos (Stapleton,
2000).

Otras ventajas del método incluyen su considerad&mro del control
integrado al estar involucrados mecanismos fisycasnbién bioldgicos asi como
por controlar, de manera simultanea, una gran dadiele patégenos y de malas
hierbas, como se ha indicado. Ademas, como seeregpigrafes posteriores, la
integracion de la solarizacion con otros métodosatgrol puede incrementar sus
beneficios (Katan, 1981).

1.3.2.2. Solarizacion estructural
La solarizacion estructural de los invernaderodinidia como tal por

Shlevinet al. (2004 a y b), se incluye dentro de los procediiede saneamiento

24



no quimicos siendo una herramienta muy util denflescion para el control de
aquellos in6culos que quedan adheridos a la esteucte invernaderos (como
paredes y soportes) pudiendo convertirse en unaefude reinfeccion de suelos
desinfectados. El saneamiento reducira la pobladén plagas evitando la
supervivencia de patdgenos (en tiempo y espaciog eunltivos. Se trata de un
aprovechamiento térmico ya que se lleva a cabam@orel invernadero durante un
cierto periodo de tiempo (durante la estacion dpd#) atrapando asi, el calor en
su interior, controlando los patégenos que persistesuelo y/o en estructuras. Se
considera un calor seco, con temperaturas maxirea60d°C y una humedad
relativa cercana al 15%. No hay que olvidar, gumkdntamiento en seco es menos
efectivo para la inactivacién de patdégenos gualeintamiento himedo y por ello,
este tipo de solarizacidn, necesita aplicarse teingarias semanas. Ademas de la
temperatura, otros factores como la humedad resahaciales en el control de
patogenos (Shleviet al, 2003; Shleviret al, 2004-b; Stapleton, 2000).

1.3.2.3. Condiciones de la técnica

La solarizacion se ha empleado en un gran numerpagses; en el afio
1994 se contabilizaron un total de 38 paises egueda técnica se habia evaluado
para el control o supresion de diversos patogeabsuglo (Chellemet al, 1994)
siendo el objetivo principal el alcanzar una redut@condémica en la incidencia
de las enfermedades, aunque sea durante un cictoltlo (Katan, 1981). Se
aplica en tantas zonas que resulta inevitable [éredtes denominaciones
adjudicadas a esta técnica (calentamiento sol&rinsiento con plastico o PE,
cobertura del suelo con PE) pero lo que mas llaretdncion es que también se
puede considerar como una “pasteurizacion solar"gya el método incluye
calentamientos diarios y repetidos a temperatusgian (Katan, 1981).

Entre las condiciones de aplicacion, los resutadonsiderados como
satisfactorios se obtienen en climas caracterizado® calidos y con un régimen

de pluviometria bajo (Chellengt al, 1994). El cubrimiento del terreno debe
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llevarse a cabo durante el periodo de altas temyaese intensa radiacion solar,
por lo que la consideracion de las condiciones oneliggicas mas favorables es un
punto importante a tener en cuenta (Katan, 1981).

Entre los principios de la solarizacién de Kata88(l), este autor indica
gue a la hora de cubrir el suelo, este debera perea himedo consiguiéndose un
incremento de la sensibilidad térmica de las estras de resistencia de los
patégenos y mejorando la conductividad del caltmo®estudios anteriores (Katan
et al, 1976) confieren gran importancia a la superfitde terreno cubierta, ya que
al emplear tiras de plastico quedan zonas de sireforoteger, donde continuara la

presencia de patdgenos vy, por lo tanto, aumemeligko de reinfectacion.

1.3.2.4. Mecanismos para el control de enfermedadegdiante solarizacion

Katan (1981) indica que la reduccion de la inciiede la enfermedad que
se observa tras el tratamiento, es el resultadosdefectos de la solarizacion sobre
cada uno de los tres componentes involucrados eanfarmedad: huésped,
patdégeno y ambiente tanto fisico como quimico;tgsesfectos pueden continuar
tras la retirada de los plasticos, incluso de dafalcion.

El mayor efecto obtenido tras cubrir el suelo cplastico serd,
I6gicamente, fisico al provocarse un incrementdaetemperatura durante varias
horas al dia. Pero otros efectos que incluyen aasnbin las poblaciones de
microorganismos, en la estructura fisica y comp@siguimica del suelo, un
incremento de humedad bajo el plastico junto conbias en la composicion de
gases del suelo, son efectos a considerar al an&g mecanismos de control de
la enfermedad.

Referente al mecanismo d®activacion térmica de los patdégengseste
mismo autor indica que cuando los organismos estaretidos a calor hiumedo, su
viabilidad se ve reducida. El ratio de muerte téemdependera tanto de la
temperatura como de tiempo de exposicion, factopes estan inversamente

relacionados. Asi, a una temperatura dada, y aiempb de exposicion
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determinado, el ratio de mortalidad dependera tdeta sensibilidad inherente de
los organismos al calor como a las condiciones amblies.

Ya se ha indicado en varias ocasiones, la impodadel nivel de
humedady que resulta un factor crucial en el buen funamiento de la técnica
(Katan, 1981; Shleviet al, 2004-b); su mecanismo para el control de patégeno
esta basado en la mayor resistencia de los mianmmos al calor bajo
condiciones secas. El efecto de la humedad pugde&ase por la “estabilidad
calorica” (del inglés “heat stability”) de las peftas (Katan, 1981) segun la cual,
en presencia de agua se requiere menos energidgsgriagar la cadena peptidica
de las proteinas implicando una disminucion ermsistencia al calor. Mediante el
calentamiento de suelos secos, el control de Itisgpaos no resulta efectivo, asi
gue en zonas aridas y aunque las temperaturas dadtos desnudos son similares
a las alcanzadas en suelos solarizados, el efedttécnica no es el deseado. Se
ha sugerido que los organismos que requieren umgeratura maxima de
crecimiento mayor que la de otros, son tambiénnegistentes al calor letal, lo que

se conoce muy bien en los organismos termdfilosafika 981; Dianez, 2005).

1.3.2.5. Limitaciones de la solarizacion

Entre sus principales limitaciones se encuentrbeeho de que solo se
puede utilizar en regiones con climas adecuadosondel el suelo pueda
permanecer libre de cultivos durante un periodoimidnde un mes o incluso
durante todo el verano (lo que no encaja bien ertas rotaciones de cultivo)
recomendando zonas de elevada temperatura e iidsostival con maximas por
encima de los 32-34 °C, dependiendo de las alasetaturas del aire, resultando
mas efectiva cerca de la superficie del suelo gigmado su puesta en marcha de
disponibilidad de film plastico. Ademas puede resulin método caro en el caso
de determinados cultivos y resultar poco efectimoek control de determinadas
enfermedades causadas por plagas tolerantes at talerancia que podria

aparecer tras aplicaciones repetidas de la téenitteluso se puede incrementar la
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poblacién de patégenos por posibles efectos daf@émosus antagonistas. Del
mismo modo en que tiene lugar un incremento ddroresto de las plantas, por
razones contrarias a este podria producirse unardision del mismo. Por dltimo,

la variabilidad de sus resultados, derivada deafl&@eion del clima, hace que sus
efectos sean relativamente impredecibles, excegpuannas muy calidas y secas,
caracteristica que resulta problematica con lassi@ades de la produccién
horticola intensiva, que no permite la toma degudesen cuanto al control

fitosanitario (Cenis, 1991; Katan, 1981; Staple&#0Q0)

Sin embargo, todas las limitaciones que se acdeaindicar, también
afectan a cualquier otro método de desinfecciésugéos, por lo que, como ocurre
para cualquiera de las técnicas de desinfecciommpalantar, el uso de la
solarizacion deberia ser evaluado en cada caso.

Algunos autores como Cenis (1991) sugieren quejddeb la alta
variabilidad de sus resultados, antes de inicaatnientos a gran escala y que
implican una considerable inversion, es aconsejaalizar pequefios ensayos que
permitan una primera idea del rango de temperatwagueden alcanzarse y, por

tanto, de la eficacia de la técnica en determinadadiciones.

1.3.3. Alternativas no quimicas: biofumigacion

El término biofumigacion fue propuesto por J.A.Keigaard (Kirkegaard
et al, 1993) para hacer referencia a los efectos supseasociados a la liberacion
de isotiocianatos durante la hidrélisis de los ghigolatos presentes en las
Brassicas (Rosat al, 1997; Kirkegaard y Matthiessen, 2004; Lazzgral, 2004,
Matthiessen y Shackleton, 2005). Estos isotioc@néienen actividad bioldgica
(Ahmad y Warren, 2003; Anguet al, 1994) siendo comparable a la del metam-
sodio, pesticida de amplio espectro y caracteriZadmo se recoge en apartados
anteriores) por generar metil-isotiocianato. Comsiddo esta definicién, se
acentua el interés por el aprovechamiento de dighsss para el control de plagas

y enfermedades del suelo (Daeisal, 1996; Gimsinget al, 2007;Johnsoet al,
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1992; McLeod y Steele, 1999; Mojtaheedti al, 1993; Muelcheret al, 1990;
Stephengt al, 1999) intentando abarcar, de una forma simpieamcepto para el
fendbmeno que incluye los efectos alelopaticos ebsers durante siglos en
asociacion con las Brassicas (Matthiessen y Kirkeh&006).

Desde esta primera acepcion, el adjetivo “biofumiga ha entrado a
formar parte del 1éxico empleado para el manejpldgas ya que el concepto se
amplia y se aplica al efecto beneficioso de lospumstos volétiles liberados en el
suelo a partir de la descomposicién de la matergnica y de los residuos
agroindustriales (Bello, 1998; Bek al, 2002; Stapleton, 2000).

Tello y Bello (2002), definen biofumigacién coma‘&ccion de sustancias
volatiles producidas en la biodegradacion de laerraiorganica en el control de
los patogenos de las plantas” aumentando la edicdeila técnica cuando forma
parte de un sistema de produccion integrada. efesna, la biofumigacion se
considera una alternativa no quimica al BM (MBOTI®97) que regula la
presencia de patégenos del suelo a través de taeqws de degradacion de la
materia organica (Bellet al, 1997 a; 1997 b). Los gases obtenidos son el
resultado de la biodescomposicion de esta mateganwa mediante el efecto
biomejorador de los organismos del suelo o de Bmiejue se encuentran
asociados a las enmiendas organicas sin conocts®ms negativos sobre el
ambiente y la salud (Bello at., 2000).

Para prolongar el efecto de la biofumigacion secipegede un manejo
adecuado del sistema agrario, especialmente ééalddn plantas-medio ambiente.
De ahi la necesidad de un disefio de manejo integrad deberia considerar la
realidad social y econdmica de cada zona, e inclusoestudio de sus
caracteristicas agroecoldgicas particulares (B&888). La técnica se ha ensayado
usando una amplia variedad de materias organicgsig@ualquier resto organico
puede actuar como biofumigante, dependiendo la@éicde sus caracteristicas,
dosis y método de aplicacion. Se han estudiadeflxsos de estiércol de ganado

(cabra, oveja, vaca y gallinaza), residuos de vamdtide arroz, residuos de
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industrias forestales y de papel, residuos de trnidesde pescado y marisco,
numerosos subproductos agricolas (incluso desetimgardines), comida y otras
industrias asi como residuos procedentes de plgo@apresentan compuestos con
efectos alelopéticos, donde incluiriamos a lassiras (Belloet al.,2000; Belloet
al., 2002).

Al afiadir la materia organica al suelo se produses serie de cambios
microbiologicos y el incremento de la actividad mliana lleva asociado un
incremento de los niveles enzimaticos del sueltn &llo le confiere a la técnica la
misma eficacia que los pesticidas convencionalegleocontrol de nematodos,
hongos, bacterias, insectos, malas hierbas y adaredps problemas con virus
controlando a los organismos vectores.

Durante la biodescomposicion de la materia orgasiealiberan gran
cantidad de productos quimicos que ayudan al dodérdos patégenos del suelo.
Entre estos compuestos se encuentran amoniacatosijtrsulfuro de hidrégeno,
acidos organicos, un gran numero de otras sustanolatiles asi como enzimas
(peroxidasas, quitinas) y fenoles (Barres, 2008loBet al, 1997 b; Gamliel y
Stapleton 1993; Rodriguez-Kabana 1998). Acerda tiberacion de gases, ya en
1970, Lewis y Papaverizas(1970; 1971; 1974), pabdic que las hojas de
cruciferas y tejidos de sus tallos se descompoeianel suelo formando
compuestos azufrados volatiles (metanetiol, sulfdeodimetilo y disulfuro de
dimetilo) detectdndose por cromatografia de gasssladla primera y hasta la
cuarta semana de su descomposicion. Estos autt@escomo fuentes con un
mismo comportamiento las coles rizadas, mostazes ae bruselas o nabos,
sorprendiendo como dato que también se detectdroa compuestos (metanol,
etanol, acetona, quetonas acetaldehido y aldetész®nocidos) tanto en brassicas
COMoO en ensayos con makef mayy curiosamente base del desarrollo actual de
biocombustibles.

De entre los diferentes productos liberados arpdetia materia organica,

la cantidad de amoniaco variaréa con los nivelesitiégeno del sustrato organico,
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siendo también importante el contenido en carbohalepender de éste la
metabolizacion del nitrdgeno, de modo que, en aisele fuentes del carbono, el
amoniaco Yy los nitratos pueden acumularse y cditstoxicidad. Atendiendo a la
legislacion relativa a la proteccion de aguas eolatrcontaminacion producida por
los nitratos usados en agricultura (Directiva 98/6EE) se marca la cantidad de
170 kg ha' como aportacion maxima (Cebo#igal., 2004; Ramost al, 2004).

Para la deteccion de problemas aparecidos debigoraal manejo de la
técnica se utilizan distintas especies de brassioa® bioindicadores. Estas se
seleccionan debido al bajo coste de la semillarquéene problemas técnicos de
siembra (excepto la necesidad de riego abundardaedwrapida germinacién. Las
semillas son sensibles a las sustancias fitotoxpcalendo actuar como plantas
trampa e incorporarlas posteriormente al sueloocoimfumigantes (Tello y Bello,
2002).

Otro de los problemas relacionados con la biofuniiyaes el impacto
ambiental producido por la capa de plastico redaepara atrapar los gases
procedentes de la descomposicion de la materianicagaEste problema puede
solucionarse pasando un rodillo que compacte sdrtery manteniendo el suelo
huimedo durante todo el proceso de biofumigacidamité con resultado altamente
satisfactorio en el caso de los suelos arcillos&®. han realizado estudios
novedosos sobre el impacto de las ldminas plagiogéeadas en agricultura como
el publicado por Van der Meulet al (2006) que cabe comentar por su curiosidad
ya que se estudia el efecto de las cubiertas g@dstjue han sido abandonadas en
Lorca (Valle del Guadalentin) al ser troceadas yzakeelas con el suelo,
observando que no afectan a la estabilidad dedosgados ni a la porosidad,
incluso se mejoraron las condiciones hidrologicasipiendo la evaporacién’de la
humedad. Pero es importante que las laminas seegnttas ya que abandonarlas
imperturbables implicaria problemas de erosionateancos y escorrentias.

Para un resultado 6ptimo se precisa la adicionrdedgs cantidades de

materia organica al suelo (valores superioresta 5@") quedando su uso limitado
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por la disponibilidad de material y por el costétdensporte, problema este ultimo
facilmente eludible si se emplean residuos agrarioganos cercanos al lugar de

aplicacion.

1.3.3.1. Condiciones de la técnica

Bello et al (2002) catalogan la biofumigacion como una técfécil para
agricultores y técnicos que, como ya se ha comerdateriormente, solo difiere
de las enmiendas organicas en la eleccién del rhighnte que debera ser
parcialmente descompuesto, asi como en el métodaplisacion. Este método
debe considerar la necesidad de retener, por lmsndarante dos semanas los
gases producidos, ya que su efecto, en la mayeri@sdcasos, no es biocida, sino
biostatico. Por esta razon se precisara prolongaiesnpo de accién sobre los
patégenos. Se ha demostrado que cualquier resigumndustrial o aquellas
combinaciones con una relacion C/N entre 8-20 puetkner un efecto
biofumigante, evitando efectos fitotdxicos sobre tmltivos sin perder actividad
biocida (Rodriguez-Kabanat al, 1983). Como ya se ha indicado, el uso de una
dosis de 50 t hhes recomendable, aunque cuando los problemas wuyos y
nematodos son muy serios, la dosis deberia inctansera 100 tn Ha Cantidades
extremadamente elevadas pueden reducirse a travi&cmicas de cultivo como,
por ejemplo, la aplicacién en surcos.

La biofumigacion surge como variante de la adicid® enmiendas
organicas al suelo (Piedra Buegtaal.,2007). La técnica se diferencia del uso de
estas enmiendas por las caracteristicas de losiakedeutilizados, dosis y método
de aplicacion (Tello, 2002). Para que un materijaoico tenga funcion
biofumigante debe estar en las primeras fasessimuigosicion, o que no sucede
con la materia organica que se agrega normalmente abono (Garcia-Alvarez y
Bello, 2004) que se trata de materia organica #igeda (compost o estiércoles
maduros) (Piedra Buermd al, 2006).
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Segun la metodologia explicada por estos mismazesi(Tello y Bello,
2002), los biofumigantes deben esparcirse de foum#iorme para que no
aparezcan focos de patégenos en las zonas noasatadque estos focos podrian
resultar en problemas para el cultivo. Una vezregiha el biofumigante debe ser
incorporado de forma inmediata en el suelo y, urapase de rotovator, se riega el
terreno, preferiblemente por aspersion aunque sdeptegar a manta o instalar
goteros, hasta que el suelo queda saturado. Uniinedizado el proceso se cubre
el terreno con plastico durante al menos dos sesnavétando la salida de los
gases producidos en la biodegradacién de la maiggénica. Cuando los suelos
son poco profundos (< 30 cm) no se necesita eldesplasticos, y los gases se
retienen con la aplicacién de riegos frecuentesngaetengan una delgada capa de
arcilla en la superficie, recomendando efectuarbigfumigacion cuando las
temperaturas superan los 20°C, aunque la temparatues un factor limitante
(Bello et al,, 2003).

Puede aparecer alguna dificultad en los primer@gartiientos de
biofumigacién, pero a medida que pasa el tiempaggtultor se va familiarizando
con el método, seleccionando las dosis mas efictar@® desde el punto de vista
de su eficacia en el control de patégenos comoedelspunto de vista econémico
(Tello y Bello, 2002).

1.3.3.2. Materia orgéanica y biofumigacion

Al considerarse la biofumigacion una variante deadécion de materia
organica al suelo, cabe recordar que el emplestdepara mejorar la fertilidad y
controlar plagas y enfermedades es una practica taas antigua como la
agricultura (Bellcet al, 2003) y los propios cientificos reconocieromcdr mucho
tiempo, la importancia de esta materia organicaccehfiactor mas importante que
influye en las propiedades quimicas de los su€lbguet al, 2003).

Existen datos mas que suficientes que indican gumdteria organica

reduce la incidencia de enfermedades causadasi@nplio rango de patégenos y
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plagas de plantas incluyendo bacterias, hongosmateelos (Abawi y Widmer,
2000; Conn y Lazarovits, 2000; Cook, 1986; Gandtedl, 2000; Lazarovitgt al,
2001). En la adicion de la materia organica estteres se centran en aquellas
enmiendas con alto contenido en nitrégeno, est&sop composts, estos Ultimos
como agentes de biocontrol responsables de conégide supresividad a
enfermedades.

Entre los principales problemas en el empleo deiesrdas organicas
aparecen su falta de homogeneidad, la acumulaei@ohpuestos contaminantes
y de metales pesados. De todos estos, el mayolepralal que se enfrentan los
agricultores en el empleo de enmiendas organicak dwterogeneidad en la
composicion de la materia utilizada en su prepamacgquiriendo metodologias
apropiadas que eviten la acumulacién de compuedddénos o, incluso, el
incremento del indculo de ciertos patdgenos emuelosdebido a un mal manejo.
Por todo ello, es necesario el disefio de metodmdogara la caracterizacion
agrondmica Y fitosanitaria de los materiales engeaasi como el desarrollo de
técnicas adecuadas de aplicacién en campo.

La materia orgénica es una fuente de elementakiziantes, especialmente
de N, que si bien se aporta en forma orgénica ppoapiada para una asimilacion
rapida y directa de los vegetales, gracias a lgangmos asociados y a los
presentes en el suelo se transforma en nitrogeraniacal primero y nitrico
después, quedando de forma asimilable. La adicgdesia materia organica se
realiza en un avanzado estado de descomposici®y estado perfecto de humus
(Aguirre, 1963). Las enmiendas (abonos organicesmgluyen estiércoles, abonos
verdes, basuras, gallinaza, etc.) son mas pobresirsipios fertilizantes que los
abonos minerales, pero la inmensa poblacion mianabque aportan tiene efectos
muy favorables, especialmente en la estructurasub; el menor contenido en
fertilizantes se resuelve aumentando la dosis deadi enmiendas. Aun asi, los
abonos minerales y organicos no se excluyen siesgucomplementan. Respecto

al abonado en verde (que se prefiere realizarlo legominosas) no hay que
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descuidar el encalado que facilite la descompasidé material aportado, excepto
en aquellos suelos clasificados como calcicos.URono, para terminar con esta
revision, desde antiguo se practica el aporte sieojas como fuente de materia
organica, aprovechando los residuos que dejarokechbas. Con estos restos eran
dos las formas de actuar: o se quemaban y se ti@mven cenizas o se enterraban.
En caso de eleccion de esta segunda opcion, hagatjuar su transformacion en
humus, por ejemplo, aplicando cualquier férmula fedilizacion nitrogenada
evitando un desequilibrio  carbono/nitrégeno degsfabie para los
microorganismos encargados de la humificacion (kguil971).

Hay que intentar comprender el modo de accion sleefamiendas para
poder mejorar su efectividad y poder incluirlasl@n sistemas de produccion de
cultivos (Lazarovitet al, 2001).

Muchos son los mecanismos involucrados en el dowkeopatdégenos
incluyendo la accion de los compuestos que restitanos (Shettyet al, 2000;
Tsao y Oster, 1981), la alteracion de las propiesladel suelo que afectan la
supervivencia de los organismos (Keinath, 19963stanulacion de la actividad de
los organismos de control bioldgico (Dutta e Isd®¥9; Jordaret al, 1972) asi
como la mejora e induccion de resistencias (Holioehm, 1999).

Respecto a los compuestos toxicos contenidos esnfagendas orgénicas,
pueden estar pre-formados dentro de las plantaso dosy fenoles, taninos,
azadiractina y ricinina o derivar del proceso @scdmposicion de la materia
organica en el suelo, como amonio, nitritos, adetddo, formaldehido,
isotiocianatos y sulfuro de hidroégeno (Piedra Bueoa4).

Desde antiguo se han ensayado una amplia varteladateriales como
enmiendas capaces de controlar enfermedades ttatesmpor el suelo (Cook y
Baker, 1983). Del mismo modo que desde los aficedta documentado que las
enmiendas organicas son capaces de controlar dedelos patdgenos del suelo o
la enfermedad que estos causan en las plantaswBell929; Gilpatrick, 1969;
Jordanet al, 1972; Tsao y Oster, 1981; Wilhem 1951; Zentm{&63), no hay
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que olvidar que también pueden incrementar el e@fedé determinadas
enfermedades (Chattopadhyay y Mustafee, 1978; Huybeknderson, 1976;
Mcllven y Cole, 1977; Wilhem, 1951) como ocurreedrcaso de los cultivos de
patatas con la sarna comuStreptomyces scabjesaconsejando no emplear
estiércoles frescos de animales en suelos dessirrado produccion (Lazarovies
al., 2001). Respecto al empleo de mezclas, Sun yndH(E85) emplearon una
compleja mezcla a base de subproductos derivadi@s atgicultura, acuicultura y
de la industria del acero como fuente de mategaroca e inorganica e incluso
llegan controlar la presencia de algunos patégademas de intentar potenciar el
crecimiento de las plantas afiadiendo diferentedt@uiones de fertilizantes. La
mezcla que ensayaron contenia desde biomasa pnbeeatkd cultivo de cafa de
azucar, cascarilla de arroz, polvo de conchas timspsurea, nitrato potasico,
superfosfato calcico y un alto porcentaje de cenizénerales. Aplicaron esta
mezcla, muy rica en calcio, inhibiendo la germidacide esporas de algunos
hongos Fusarium oxysporunf. sp. riveumy f. sp. raphani), reduciendo el
porcentaje de plantas afectadas €dasmodiophora brassicaeontrolando las
enfemedades causada prinytophthora melonjsRhizoctonia solaniSclerotium
rolfsii, y reduciendo drasticamente las poblaciones de [tetia Ralstonia
solanacearum .

Los beneficios de aplicar enmiendas orgénicas precontrol de
enfermedades transmitidas por el suelo pueden &feetos acumulativos (Bailey
y Lazarovits, 2003).

También se han empleado como enmiendas al suetsiat@s con un alto
contenido en nitrdgeno que generan amoniaco, etite la adicion de quitina o
materiales quitinosos que no sélo generan amonisiocm que estimulan las
actividades de la microflora quitinolitica del sméBello et al, 2003). Lazarovits
et al. (2001) corroboran que el mecanismo de control igjerpor las enmiendas
con un alto contenido en nitrégeno se debe a fadoibn de amoniaco y de acido

nitroso durante el proceso de degradacién por phrtkds microorganismos del
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suelo y, que en un suelo se alcancen, o no, coacaries letales para los
patégenos depende del pH, de la cantidad de maiegénica aportada, de la
velocidad de nitrificacion, del contenido en argrde su capacidad tampoén.

La incorporacién al suelo de enmiendas con altdecitio en nitrégeno
(materiales ricos en proteinas, ricos en quitisigeeoles animales y restos de
plantas) pueden controlar un gran numero de patéggmplagas (Aryanthat al,
2000; Bellet al, 1998; Candole y Rothrock, 1997; Kaplan y No&3tZakaria y
Lockwood, 1980). La muerte de los patdgenos sbugtei a diferentes efectos
incluyendo el incremento en la actividad de losaaigmos de control bioldgico
(Dutta e lIsaac, 1979; Jordast al, 1972), a la generacién de condiciones
anaerdbicas (Blokt al., 2000) y a la acumulacion de amoniaco. El papetsde
producto en el control de organismos patégenosdbaasnpliamente estudiado a lo
largo de los afios (Gilpatrick, 1969; Huber y Watsd970; DePasquale y
Montville, 1990; Michel y Mew, 1998; Punja y Grogdr®82; Tsao y Oster, 1981;
Chun y Lockwood, 1985; Smilest al, 1970).

Para Lazcanet al (2004) el exceso de residuos organicos (espesidaém
los procedentes de la ganaderia industrial) y Ifisulfades derivadas de su
aplicacion directa a los cultivos, hacen necesarigansformacion en un material
mas estable, no agresivo para las plantas y namominte, convirtiéndose en un
producto agronomicamente util que pueda ser ufiizeomo enmienda organica
en suelos

Estos ultimos autores indican que, tanto en comwis de laboratorio
como en campo, la biofumigacion estimula la ac#didiologica de los suelos
incrementando las poblaciones de antagonistas tigegras como las bacterias
Pseudomonas fluoresceasBacillus spp. En funcion de estos resultados, existiria
una relacion entre la actividad biologica de loslesiy la supresion de la actividad
patogénica.

Cuando se usa la biofumigacién es preciso diseifar metodologia

adecuada a cada situacién. Lo que puede encafepesceso es la eleccion de
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tratamientos con estiércoles animales debido akparte, pero el coste puede
disminuirse usando técnicas agricolas que dismmugadosis de aplicacion y

recurriendo al empleo de recursos locales.

1.3.3.3. Efectos de la biofumigacion: probleméticde los restos de cosechas

En la adicion de materia organica al suelo, son regeriales mas
recientes, especialmente si se trata de restosadtag, los que se descomponen
mucho mas deprisa que la materia organica propiasuelo y como efecto
asociado aceleran la descomposicion de la mismaa@®ent, 1947; Thompson,
1962).

En la revision realizada por Bellet al. (2002) se recoge que la
biofumigacién tiene un efecto beneficioso en lagpf@dades fisicas del suelo,
particularmente respecto a su compactacion. Ematgtratamientos con brassicas,
cascara de arroz, cdscara de cafia de azUcar, hiemtla de olivo y paja de
cereales, aparece un descenso en el contenidtr@genio, volviendo a remarcar la
importancia de establecer programas de fertilizacgue consideren las
caracteristicas no so6lo del biofumigante, sino témidel suelo donde se aplica
(Matthiessenet al, 2004). No hay que olvidar que algunos productosdpn
acumular compuestos peligrosos e incrementar ses de algunos patégenos
edéficos.

Especialmente cuando se recurre a combinacionepuagen producir
estos fendmenos tanto de fitotoxicidad como decdgiftia en nitrogeno. Se
recomienda alternar el empleo de residuos agrados abonos verdes,
especialmente de brassicas empleando de 5 a 8°kip materia verde, aunque
también se pueden aplicar combinaciones de legwaénoon gramineas. En el
caso de usar abonos verdes cultivados en la miamalp, deben utilizarse plantas
de crecimiento rapido para incorporarlas al mendssa30 dias de haberlas

sembrado e impedir que se incrementen las pobkesida patégenos.
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La biofumigacion se ha establecido como una prattabitual que permite
la utilizacion de recursos locales en el control pdgdgenos de las plantas,
disminuyendo los costes de produccion y transfodoaa la agricultura en una
alternativa para resolver problemas de impacto emtdl, como los creados por los
residuos de cosechas y de la agroindustria (Bekd, 2003).

En los ultimos afios son multiples los trabajos chtbs al estudio del
control de enfermedades transmitidas por el suefo al manejo adecuado de
restos de cultivos (Bailey y Lazarovits, 2003).d8stesiduos considerados como
desperdicios sin ningun valor y que son catalogado® fuente de contaminacion
pueden usarse como materiales biofumigantes (Pi@drna et al., 2007).
Mediante su incorporacion al suelo, se aprovecbannietabolitos secundarios
producidos en el interior de los tejidos vegetaleque se liberan durante su
proceso de descomposicién (Gaméekl.,2000). Usando los residuos de cosecha
como biofumigantes, se liberan, principalmenteelaidos e isotiocianatos, ambos
con actividad biocida (Abawi y Widmer, 2000; Garéimarezet al, 2004).

En Espaia se generan toneladas de restos de cgseckan abandonados
en los suelos, convirtiéndose en un foco importdetplagas y enfermedades. En
el aflo 2003, la cifra de estos restos superab2009 millones de kg (Uclés
Aguilera y Hernandez Torrecillas, 2003) concentosedde forma mayoritaria en
las zonas de agricultura intensiva donde, ante egitas, los procesos naturales de
degradacion no eran suficientes. Camacho Ferrel(266ordaba que el residuo de
biomasa generado desde siempre por la agriculadicional no generaba
problemas empleandose, de forma mayoritaria, cdimesto para el ganado o los
restos se degradaban de forma natural incorporéandbgiclo trofico (abono
organico o alimento animal). Este ultimo autor cae en que la produccién de
residuos de forma concentrada (zonas y época) gouligra intensiva hace
inevitable su acumulacién, ademas de haberse digirel aprovechamiento
animal debido a la composicion muy variada y m{gtzando se mezclan material

vegetal y rafias). Como principal objetivo se péantin aprovechamiento de estos
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restos a la vez que una disminucion en su impaetticambiental. A las distintas
alternativas citadas por Camacho Ferre (compostajieracion o generacion de
energia), Piedra Buena (2004) afiade un uso comeriatabiofumigante lo que

revalorizaria estos materiales que ya no seriasetd®s” sino “subproductos” del
sistema con capacidad de aportar mejoras sobestikdad de los suelos y en el
control de patégenos.

Sobre los restos de cosecha, Aguilar (2002) cexutriabajo en Almeria,
concretamente en la zona de Campo de Dalias, urlosdiigares con mayor
concentracion de invernaderos, amplidndose loslgras de contaminacion no
s6lo a estos residuos sino también a la gran @htié plastico (Escobar, 1997).
La generacion de residuos en las zonas de expmatdniensiva se prolonga
durante todos los meses del afio, pero las époaaixiena produccion coinciden
con los ciclos productivos mayoritarios en los imasleros (Enero-Febrero y
Mayo-Junio). Al problema de la composicidon mixta lde restos se afiade una
acumulacion, en ocasiones excesiva, de plaguisidiandose a la imposibilidad
de consumo por parte del ganado. Por otra pariegilgeracion o quema de restos
(figura 1) no parece un método muy recomendablesdhm por la contaminacion
medioambiental debida a emisiones de,Céno también por el riesgo de
incendios (Escobar, 1997).

Los restos de cosecha son, a menudo, portadoré@sseletos, acaros y
diversos patdégenos de naturaleza fungica, virideaderiana, siendo mas que
conocida la capacidad de permanencia viable deatgde estos patégenos sobre
los restos vegetales, que pueden permanecer ygeaurante afios, como ocurre
con el caso de algunos virus como el virus de mosiel tomate ToMV (Vilaseca,
2007), o de algunas bacterias de los gén€lagbacter Agrobacterium Erwinia,
PseudomonasRalstoniay PseudomonagVidaver y Lambrecht, 2004; Biosaz
al., 2003). Estos restos infectados con agentes fitgpats, también pueden servir
de fuente de indculo para los cultivos colindarffeguilar, 2002). La eliminacién

de los restos vegetales de las inmediaciones dimesnaderos se considera un
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meétodo preventivo de luchar contra plagas y enfdames de los cultivos
horticolas, tanto en fitopatologia como en losesists de produccion integrada
(Aparicioet al.,1995) ya que, incluso a cierta distancia, los patog presentes en
los residuos pueden constituir el in6culo primgréra ocasionar enfermedad al
cultivo.

Bailey y Lazarovits (2003) indican que el manejordstos de cultivo
depende de su descomposicién pero con el objetivdedolver al suelo el carbono
organico. La descomposicion de estos residuos pearar en funciéon de la
profundidad en la que quedan dispuestos en el sideldipo de cultivo y cantidad
de restos adicionada, de las interaccionnes alitapantre la biota del suelo y del
tiempo transcurrido desde su aporte. Estudian eltrao de enfermadedes
transmitidas a través del suelo y se centran BoregjoCochliobolus sativuglito y
Kuribayashi) Drechs. ex Dastur, causante de laguhonbre comin de cereales.
Entre sus conclusiones encuentran que, trabajaro paja de trigo, su
descomposicién es mayor cuando se entierra quelcisandeja sobre la superficie
del terreno con una diferencia en el tiempo tramgtu hasta su total
descomposicion de 17 meses.

En el manejo de materia organica, segun Betlal (2004), se debe
procurar la creaciobn de sistemas cerrados, queebl@ru al suelo aquellos
materiales que proceden de €l, para que no se ectawvi en fuente de
contaminacién por restos de cultivos, sino quesimemten la fertilidad, mejorando
las propiedades fisicas del suelo y potenciandarstion biofumigante contra los
organismos patdgenos (Belkt al, 2003). Climentet al (1996), en términos
ecologicos, también razonan sobre la devoluciéoderesiduos a su punto de
origen, cerrando asi el ciclo de la materia defarraa natural.

Para Garcia Izquierdo y Hernandez (2004) la aetivichetabodlica que
muestre un suelo se vera afectada por problemascataminacion y
descontaminacion, relacionando dicha actividadlagosibilidad de degradacion

de compuestos que pueden haber sido adicionadapagénicamente. Por ello es
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importante, especialmente en los Ultimos afiosddebila adicion a los suelos de
materiales organicos de diverso origen (como lesyados como biofumigantes)

conocer sus efectos y particularidades (aportengrgeion de biomasa microbiana
al suelo, contenidos a veces no deseables de doatass como metales pesados,
etc.).

Durante los ultimos afios se ha incrementado eldiestdel efecto
supresivo de distintos restos de cosecha adiciesnaldsuelo (Bailey y Lazarovits,
2003) asi como su efecto biofumigante frente aramddades. No hay que olvidar
gue los factores quimicos del suelo (pH, conten@lo calcio, las formas
nitrogenadas, disponibilidad de nutrientes, etefetn un papel fundamental en la
expresion de determinadas enfermedades. Asi, losalpghlinos pueden ser
responsables de la supresividad, como ocurre énflsencia sobre la marchitez
bacteriana producida p&. solanacearurtMessiaeret al.,1995).

Otro concepto importante en el manejo de plantaduyendo sus restos)
es el de alelopatia. Kim y Kil (2001) definen la&lapatia como un importante
mecanismo mediante el cual determinadas sustammadsicidas por una planta le
proporcionan beneficios al provocar determinadosctes sobre otras. Estas
sustancias se denominan aleloquimicos incluyendenhésion de sustancias
volatiles procedentes de exudados radiculares,uddescomposicion, etc. Los
suelos enfermos en agricultura podrian estar meladios con la acumulacion de
estas sustancias, problema solucionado desde ardmu la introduccion de la
rotacion de cultivos en los sistemas agricolas.

Kim y Kil (2001) estudiaron los efectos alelopasiate algunas de estas
sustancias liberadas de las plantas de tontateopersicon esculentyngue se
recogen en la figura 2, informacién que se complge con otros trabajos como
los realizados por Riast al (2008) sobre los gases liberados en la degraddeio
los carotenoides de tomate (tabla 6) o por Yu (199%rca de la supresion
alelopatica de la bacterRalstonia solanacearuren la combinacién de cultivos

de tomate con ajos chinoélijum tuberosum Los extractos acuosos de hojas,
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raices y plantas enteras son altamente toxicosemiemido entre sus acidos
fendlicos: &cido tanico, hidroquinona, acido p-bidbenzoico, acido vanilico y
acido ferulico. Entre las sustancias citadas, dastda actividad antifingica
reconocida del xyleno estudiada por Abdel-Maklal (1995) contra los hongos
transmitidos por semilla en soja y que inhibe ladpccion de aflatoxinas por
Aspergillus flavusasi como detitronellol contraAspergillus flavus Alternaria
alternata Colletotrichum capsicy Sclerotium rolfsii(Tripathi et al., 1985; Saikia
et al, 2001) De los resultados obtenidos por losrdisti grupos de investigacion,
se puede concluir que la alelopatia relacionadarigs de tomate se debe a la
presencia de sustancias quimicas volatiles, suatargue deberian ser todas
estudiadas debido a su posible toxicidad contardmasuelos y perjudicando

cultivos o a su capacidad de controlar los patégenesentes en el mismo.
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Keys to numbers: 1. Methylbenzene; 2. Decane; 3. Hexanal; 4. Dodecane; 5. iso-amyl alcohol; 6. trans-2-Hexe-
nal; 7. 1-hexen-3-ol; 8. n-Hexanol; 9. cis-3-Hexenyl acetate; 10. cis-Hexen-1-ol; 11. Tetradecane; 12. trans-
2-Hexen-1-0f; 13. Linalocloxide; 14. Acetic acid; 15. Pertadecane; 16. Benzaldehyde; 17. Linalool; 18. Hexadecane;
19. B-Caryophyllene; 20. Phenylacetaldehyde; 21. a-Terpineol; 22. Methyibenzoate; 23. Ethylphenylacetate; 24.
Methylsalicylate; 25. Geraniol; 26. Guaiacol; 27. Benzylalcoho!; 28. 2-Phenylethylalcohol; 29. p-Caryophyllene
epoxide; 31. Heneicosane; 32. Eugenol 33. Thymol; 34. Docosane; 35. Tricosine; 36. Tetracosane; 37. Pentaco-
sane; 38. Hexacosane; 39. Tetradecanoic acid; 40. Hexadecanoic acid. Components are listed only if their
presence was confirmed by mass spectral analysis.

Figura 2. Cromatografia de gases de aceites esencialesandejomate
(Fuente: Kim y Kil, 2001)
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Tabla 6. Compuestos encontrados asociados a plantas deet¢fusnte:
Rioset al, 2008)

COMPUESTO CANTIDAD DETECTADA
B-CitronelloP 2,58
Toluend 3,53
m-Xylend 14,9
6-Methyl-3,5-heptadien-2-oha 0,37
6-Methyl-5-hepten-2-orfa 1,69
Ethanona, 1- (methylphen$l) 0,75

4Datos expresados en porcentaje respecto al tosalgiancias volatiles
® Compuestos derivados de terpenos

“Compuestos procedentes de la degradacion térmicardenoides

Piedra Buena (2004) se refiere en su trabajo alta fle informacién
acerca del aporte de enmiendas organicas y restodtid/o desde el punto de vista
de los biominerales. Estos son minerales produgidodos seres vivos estando,
los mas frecuentes, formados por oxalato de cat@ohonato célcico y silice
amorfa. Los oxalatos abundan en angiospermas yogipermas, por lo que el
estudio de los biominerales brindaria un nuevo @spde interés a los restos de
cosecha que permanecen en el suelo. Estudios mmmdgi&ntes se refieren a la
biofiltracién, entendiendo como tal a la filtracida compuestos téxicos en el suelo
empleando microorganismos aerébicos que se inmanilen particulas solidas de
los sustratos (turba, compost, etc.) dependiendoadsorcion de vapores
perjudiciales (como los de tolueno) de la estracfisica del suelo, de su pH y
temperatura, asi como de la humedad relativa faséagaseosa (Chen y Wu, 1998;
Chiuet al, 2003; Singlet al, 2006).
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1.3.4. Combinacion de las técnicas expuestas

El calentamiento del suelo ha demostrado tenertcfecariables en el
control de enfermedades y Katan (1981, 1983) saiger algunas de las carencias
de los tratamientos podrian compensarse mediant®rdinacion de distintas
técnicas. Stapleton (2000) para la mejora de tmef de la solarizacion en caso
de situaciones adversas como condiciones medioatal@e marginales, presencia
de organismos patdégenos termotolerantes o quesséudyen en el suelo a gran
profundidad y con el objetivo afladido de minimifarduracion del tratamiento,
aconseja combinar la solarizacion con otras tésnice resulten compatibles. La
solarizacién se puede combinar con otros métodosodtol fisico, quimico y
biolégico (Stapletort al, 2000).

Combinando enmiendas del suelo con la solarizas®nncrementa la
efectividad contra patdégenos y se reduce la cahtigamateria organica aplicada
por hectarea (Bellet al.,1998; Gamliel y Stapleton, 1993).

Existen numerosos trabajos en los que se combiaantécnicas de
desinfeccion quimica con la solarizacion y con mbree de materias organicas,
principalmente con materiales con actividad biofyamte, combinacion que se
puede denominarbiosolarizaciori’. Entre los beneficios de combinar enmiendas
organicas y solarizacién se encuentra la reduaté&fas temperaturas necesarias
para el control de las poblaciones de patégenagajeeespecialmente importante
en aquellas zonas donde la aplicacion de la téqueadaba restringida debido a
condiciones ambientales adversas (Keinath, 1996).

Eladet al (1980) comprobaron la eficacia del agente derobhiol6gico
Trichoderma harzianumcontra Rhizoctonia solaniy Verticillium dahliae
combinando el agente biolégico con la solarizagiézon tratamientos quimicos
(BM y metam-sodio) encontrando, ademas, que si heefectividad de los
tratamientos solos contra los esclerocios del ho8gterotium rolfsii estaba

cercana al 75%, al combinar las técnicas el paafeese elevod hasta el 90%.
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Otro ejemplo de la combinacion de técnicas se maest el trabajo de
Ramirez-Villapudua y Munnecke (1987; 1988). Estatores indicaron que la
poblacién del hong&usarium oxysporurfisp. @nglutinansse redujo al combinar
solarizacién con enmiendas de coles en una relagbh% empleando una lamina
de PE transparente durante 4-6 semanas. De formkarsiGamliel y Stapleton
(1993) valoraron el efecto de los compuestos Vetsobre los hongos patdégenos
del sueloPhytium ultimumy Sclerotium rolfsiiusando restos de coliflor. Estos
ultimos autores justifican la combinacion de téasimdicando que la solarizacion
es pasiva y dependiente de las condiciones mebgicak, de modo que su
integracion con otros métodos de control fisico$micos y bioldgicos mejoran la
eficacia en el control de patégenos.

Quizas uno de los trabajos mas completos y qudajdormacion muy
interesante sobre el funcionamiento de las técmisaa realizado por Chellerat
al. (1994) llevado a cabo en Florida estudiando festes de la solarizacion y
fumigacién, solas o combinadas, en la supervivedeichongos K. oxysporum
f.sp. Radicis-lycopersici F. oxysporum lycopersiciPhytophthora nicotianae®
parasiticg y de la bacteridalstonia solanacearunia solarizacion del suelo se
realizé durante un periodo entre 32 y 49 dias usamd film de PE de baja
densidad y fotoselectivo. Como tratamiento quinsieceligié la mezcla de BMy
cloropicrina (67:33) y las temperaturas alcanzadasel suelo fueron: suelo
desnudo (sin cubrir) a profundidades de 5, 15 gr@5se alcanzaron 43.8, 38.9 y
36.5 °C. Cuando se solariz6 las temperaturas damena 49.5, 46 y 41.5 °C,
respectivamente. Como resultados, la solarizaaéansipuso una disminucion de
Phytophthoray de la bacteria a profundidades de 25 y 15 cspe®ivamente.
Para los otros dos hongos, tras solarizar, séloolsgervaron reducciones
significativas en los 5 primeros cm. Fumigando doémente se redujeron
significativamente las poblaciones de los hongataha 35cm, en cambio para la
bacteria el resultado fue muy variable. Esto esddea que el BM es muy poco

efectivo sin proporcionar un control duradero e pablaciones bacterianas del
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suelo y, aunque la cloropicrina si que puede dismestas poblaciones, su efecto
sobreR. solanacearumesulta erratico. Hasta la fecha eran variosrisajos que
documentaban las reducciones de bacterias fitopa#dg empleando la
solarizacion (Stapleton y DeVay, 1982a; Tjambsl, 1992) asi como los efectos
sinérgicos entre solarizacion y enmiendas organcagimicas que suponian
reducciones en las poblaciones de determinadoggraié bacterianos. Gamliel y
Stapleton (1993) procuraban resultados esperaremdpara el resto de
enfermedades bacterianas, incluida la marchitezetiaca producida poR.
solanacearum Chellemi et al en 1997 realizaron un estudio similar en
metodologia al que realizaron en 1994 pero engloeresultados en el control
de la bacteriadR. solanacearunmo fueron los esperados justificAndolos con una
mala aplicacion de la solarizacion ya que los gastse dispusieron en bandas
estrechas quedando zonas sin cubrir totalmente yaguwaron como reservorio de
patogenos. Ademas, la materia organica no se adigle una forma uniforme
poniendo de manifiesto la importancia de la apli@aadecuada de los métodos de
desinfeccion.

También contra hongos, Yucel (1995) compar6 latefded de la
solarizacion sola y combinada con una dosis redudi&l BM (40 g i) en el
control de Phytophthora capsici Para este caso, resultan interesantes las
condiciones en que se realizd la solarizacion, eamgo una lamina de PE
transparente y con un espesor de 0,03 mm durasgen@nas facilitando datos de
las temperaturas alcanzadas que fueron de 47 ¢€ 3bptofundidades de 5y 30
cm, respectivamente. Comparando tratamientos loeptajes de eficacia varian
cuando se aplica solarizacion con bajas dosis de(@¥55,8 al 68,9 %) o sélo
solarizacién (39,5-54%). Sobre profundidades agias la solarizacion resulta
efectiva Mansoori y Jaliani (1996) indican que pospagulos de determinados
hongos Phytophthora drechslerFusarium solaniy Pythium aphanidermatunse
redujeron o se eliminaron totalmente a profundidasemprendidas entre 0 y 25

cm en suelos que permanecieron solarizados du3are dias.
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Ademas del reconocido efecto para conrolar pat&efimgicos o
bacterianos, las técnicas de desinfeccion tamtaénde ser capaces de controlar
malas hierbas, evitando problemas de competenmiasiones o evitando que
actlen como reservorio de patdganos. Benliaglual (2005) recogieron los
resultados de las distintas técnicas ensayadasmcabigunas malas hierbas. Entre
los métodos ensayados se encontraba la solariz&gitmsola como con estiércol
de pollo (gallinaza), el BM, TeloDrip (1,3-D maskbpicrina) y solarizaciones de
corta duracion combinadas con dosis reducidas dmenmsodio y Telo-Drip.
Todos los tratamientos proporcionaron un contr@ctfo contraPoa annua
Portulaca oleracepaAmaranthus retroflexug Echinochloa crus-galli

En Espafia, la desinfeccion de suelos es una m@attabitual, vy
especialmente necesaria en las zonas de agricirtaresiva del sureste peninsular
(Lacaseet al, 2002). Son muchos los resultados aportados tdukas tltimos afios
por los distintos grupos de investigacion en bukalternativas al BM algunos de
lo cuales se muestran en la tabla 7, datos querspletan con los facilitados por
Bello et al (2003) que recogieron los distintos cultivos @ due, hasta la fecha,
se habia ensayado la biofumigacién sola con reldtaatisfactorios: fresas (en
Andalucia y Valencia), pimientos (en Murcia y Chesti La Mancha),
cucurbitaceas (en Valencia, Castilla- La Manchaadhtl), tomate (en Valencia y
Canarias), viiiedos (en Castilla-La Mancha), plat¢en Canarias), zanahorias
(Andalucia y Alicante), acelgas (en Madrid) y floortada, citricos y arboles
frutales (en Valencia)

En el caso de cultivos para los que se sigue &oiad el empleo de BM
dentro de los “usos criticos” se encuentran eléfieg el pimiento, encontrando
resultados favorables en la combinacion de técrpema reducir el empleo de
productos quimicos. Asi, en la zona del Levanta@spCebollaet al, en el afio
1999 ensayaron las alternativas al BM donde, adel®da mezcla de 1,3-D con
cloropicrina en uno de los cultivos mas delicadom@ es el fresén, también

resulté efectivo el ensayo de biofumigacién empleanolarizaciéon combinada
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con estiércol (biosolarizacion). Por su parte, dzpranda (1999) en el sudeste
espafiol y para el mismo cultivo también obtuvo Itados satisfactorios con
aplicaciones de 1,3-D con cloropicrina y con dazoemsayando la solarizacion
combinada con metam-sodio y con gallinaza como nmaterganica. Para el
pimiento, Lacas&t al, (1999) y en la zona de Murcia encontraron quaéacla
1,3-D con cloropicrina tiene el mismo rendimientcefyjcacia en el control de
patégenos que el BM. La biofumigacion junto coradgmhcién también resultd
efectiva en los meses de mas calor (desde julaiude) (Guerreret al., 2004).

Durante los ultimos afos, los trabajos han contlauaportando nuevos
datos sobre el comportamiento de las técnicas.

Cebolla y Maroto (2005) estudiaron distintas akéiias al BM para la
desinfeccion de suelos centrando su trabajo emra zZle Valencia, en terrenos
donde se cultiva chufa incluida dentro de un pnograle rotacién de cultivos.
Como tratamientos ensayaron la mezcla 1,3-D cawgicrina (65:35) y la técnica
de solarizacién pero aprovechando restos de csiltipevios de coles que
incorporaron al terreno, tratdndose por tanto de Umosolarizacion. Las
desinfecciones protegieron al suelo del ataquéalayjoSclerotinia sclerotiorum
aunque también matizaron que aunque la solarizeitam el cultivo de coles
supuso resultados excelentes (comparables a I&Mdg sin los problemas que
podria comportar el uso repetido de aportes de rimabeganica mas rica en
nitrégeno) tenia como inconveniente la larga ddéradel tratamiento y que no
todas las rotaciones pueden incorporar un cultevoal en primavera.

Debido a que el tratamiento de biofumigacion comarszacion ve
aumentado su poder biocida con la repeticion daatmiento en el tiempo
(Yélamoset al, 2002), una de las dudas que se intenta resestéarinfundada en
los peligros relacionados con la repeticion dedsirfeccion y la adicion continua
de materia organica, que llevaria asociados prasddanto de contaminacién por
metales pesados como por lixiviacion de nitraBsbre el riesgo de acumulacion

de metales pesados, Flores al (2006) lo estudiaron en suelos sometidos a
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desinfecciones sucesivas combinando las técnicas sdrizacion con
biofumigacién concluyendo que tras seis afios deti@@n no se observo
acumulacion de los metales estudiados (Cd, CoOEuPb, Ni y Zn) por lo que
califican la combinacién como de alternativa seguUPascualet al (2006)
centraron sus investigacibnes en la dindmica debbgeno y su potencial
contaminacién por lixiviacidbn de nitratos en lateeacion de biosolarizacion
durante 5 afios, en cultivos de pimiento en el sarespafiol, afadiendo
importantes cantidades de materia organica. Comgareon suelos desinfectados
guimicamente con BM, la cantidad de nitratos lex@lds para el suelo
biosolarizado fue de 1453 mg mientras que en éb siesinfectado quimicamente
fue de 8010 mg.

También sobre reiteraciones Guerragb al. (2006-b) compararon la
eficacia de solarizacidén y biosolarizacion aplicada forma consecutiva con un
tratamiento quimico, de modo que a partir del séguafio de biosolarizacion se
logré una misma incidencia del patégeno en est(Miloidogyne incégnifaque
en los tratamientos empleando un desinfectanteefigencia. Desprendiéndose
también de sus resultados que la biofumigacion (gplael caso considerado de un
cultivo de pimiento y en la zona de Murcia) no @lla incidencia de nematodos
aunqgue se aplique al mismo suelo durante tres af@¥jo necesario combinarla
con solarizaciones. Resultados similares los obtami Martinezt al (2006-b) y
en Cartagena, donde el cultivo de pimiento sereeéa el mismo suelo desde hace
mas de 25 afios. En este caso, se reitero la higsgiédn durante 6 afios para el
control de hongos fitopatbgenos y se compard can resultados del BM,
igualandose la produccion a partir del segundo afio.

La mayoria de los efectos beneficiosos de la bimfaoidn han sido
obtenidos empleando como biofumigantes estiércdéesabra, oveja y vaca y
residuos de arroz, setas, olivares, brassicaglings (Bello, 2004). Pero Regalado
et al (2006) aportan informacién sobre la incorporadi@restos de cosecha de

pimiento, calabaza y tomate indicando que la atiiian de restos se considerara
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una alternativa viable siempre que se disponga daritidad adecuada de biomasa.

Como resultado sorprende que los residuos que nfejacionaron contra

nematodos formadores de nédulos del géetoydogyneueron los de tomate.
Del mismo modo, Piedra Buenet al. (2006, 2007) emplean contra estos

nematodos la combinacion de técnicas aprovechamslaelstos de pimiento y

Vilaseca (2007) estudia el efecto biofumiganteeftas de tomate en el control de

los virus ToMV y PepMV asi como del hon@tpidium brassicae

Tabla 7. Algunasalternativas al BM ensayadas durante los Gltimass afi
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en Espafa
Técnica de desinfeccién Cultivo Patdgeno(s) Lugar drerencid
Solarizacion i i i
. L Hongos y bacterias . Diaz-Hernandez
Biosolarizaciof tomate Canarias
_ (s.ef et al. 2002
Metam-sodio
. L o . Castilla- Diez-Rojoet al
Biofumigacion (s.e) Xiphinema index .
Ledn 2002
_ L Phytophthora capsici .
Biofumigacion o ) _ ) Sureste Martinezet al
_ o pimiento Meloidogyne incognita
Biosolarizacion espafiol 2002
Cyperus rotundus
BM o Hongos y bacterias ) Yélamoset al
] L pimiento Murcia
biosolarizacién (s.e.) 2002
Biofumigacion i Aguirre et al.
. o fresén (s.e)-p Huelva
Biosolarizacion 2004
Solarizacion Alonsoet al.
] patata Globodera spp. Mallorca
1,3-Dicloropropeno 2004
Bejarano-
Solarizacion ) o ) . Alcazar
_ o olivo Verticillium dahliae Cérdoba
Biofumigacion 2004-a
2004-b
. L Fusarium oxysporum Boix et al
Biofumigacién melén ysp Almeria
f.sp.radicis cucumerinum 2004



Técnica de desinfeccion Cultivo Patégeno(s) Lugar dRerencid
_ o Fusariumspp. _ Cebollaet al.
Biosolarizacion escarola o ) Valencia
Sclerotinia sclerotiorum 2004
Biofumigacion i Cioduraset al
. o tomate (s.e)-p Almeria
Biosolarizacion 2004
Solarizacion i i
. L Pyrenochaeta _ Diaz-Hernandez
Biofumigacion tomate . Canarias
) lycopersici et al.2004
Metam-sodio
Telone C-35 ) _ Lacaseet al
tomate Meloidogynespp. Murcia
BM 2004
_ L Lépez-Martinez
Biofumigacion i
_ - fresén Flora arvense Huelva etal.
Biosolarizacion
2004
Biosolarizacion o ) . Sureste Martinezet al.
pimiento Fusarium solani .
BM peninsular 2004-a
B.M. ) . o
o Microbiota fangica:
Cloropicrina .
o Fusariumspp. ) 3
Cloropicrina con 1,3-D o Murcia Martinezet al
(s.e) Penicillium .
Otros productos con ) Alicante 2004-b
o Aspergillus
escasa actividad )
o Alternaria
fungicida
Biofumigacién ]
. o ] i Piedra Buena
Biosolarizacion (s.e) Meloidogyne Almeria 2004
Tratamientos quimicos
Microbiota fangica:
Biofumigacion Verticillium dahliae Reyeset al
Solarizacion olivo Fusarium Jaén 2004-a
Biosolarizacion Pithyum 2004-b
Phytophthora
Biofumigacion Remolacha ) ) ) Sacristaret al.
Rhizoctonia solani Burgos
Pseudomonasp. azucarera 2004
Biofumigacién pimiento Phytophthora capsici Almeria Santoset al 2004
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Olpidium brassicae

Técnica de desinfeccion Cultivo Patégeno(s) Lugar drerencid
_ o Fusarium oxysporum Segureet al
Biosolarizacion tomate o o Almeria
f.sp.radicis lycopersici 2004
Biosolarizacion
BM Fusarium oxysporum Cebolla 'y
Solarizacion con metam-  escarola Flora arvense Valencia Maroto
sodio 2005
Cloropicrina
Biofumigacion horticolas ) ) Arranzet al
) Meloidogynespp. Madrid
1,3-D varios 2006
Biofumigacion,
o . Patacao Barrauet al
solarizacion tomate Phytophthora infestans
. o (Portugal) 2006
biofungicidas
Biofumigacion
. S o ) | Berbegakt al
Biosolarizacion alcachofa Verticillium dahliae Catellon 2006
Metam-sodio
Biosolarizacion o ] . Guerreroet al
_ L pimiento Meloidogynespp. Murcia
Biofumigacion 2006b
Biosolarizacion o ) ) ) ) Martinezet al
pimiento Microbiota fangica Murcia
BM 2006b
_ L ) ~ Regaladeet al
Biofumigacion tomate Meloidogyne spp. Canarias
2006
_ o ) Romeroet al
Biofumigacion (s.e) Phytophthoraspp. Sevilla
2006a
. o ToMV )
Biofumigacion _ Vilaseca
. o tomate PepMV Valencia
Biosolarizacion 2007

#Se considera biosolarizacion a la combinacién diibiigacion y solarizacion

®(s.e.): Sin especificar

¢ (s.e)-p: no se especifica y el estudio se cemtta produccion del cultivo

Referencias ordenadas cronolégicamente
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1.3.5.Agentes de control biol6gico

El control biolégico consiste en el empleo de oigans antagonistas y
ha sido ampliamente estudiado durante las Ultind@sdhs como alternativa a la
aplicacion de los pesticidas para el control dégextos (Baker, 1987; Becker y
Schwinn, 1993; Deacon y Berry, 1993; Piedra Bu&tf)4; Potera, 1994). La
eficacia de los agentes de control bioldégico vadp diferentes condiciones de
cultivo y su aplicacion no ha sidouy satisfactoria en suelos con alta
biodiversidad pero su uso se considera de intexeslp recuperacion de aquellos
suelos afectados por el uso intensivo de agrogqoéniue tienen baja o nula
biodiversidad. Segun Hoitink y Boehm (1999) el cohtiolégico de amplio
espectro requiere de la introduccion o presencitueietes edéaficas de nutrientes
organicos en el suelo para alimento de los agetgebiocontrol. El nivel de
descomposicion de la materia organica afecta deafaritica a la tasa microbiana,
poblaciones y a la actividad de los agentes deohitoal. Competicion, antibiosis,
parasitismo y la resistencia inducida se ven todf@xtadas. Las enmiendas
organicas como estiércoles en verde, estiércotables y el compost sirven como
fuente de nutrientes e incluso puede ofrecer ummatwpdad para introducir y
establecer en el suelo agentes de biocontrol dégpaciLa cantidad y calidad de la
materia organica son criticas para la supervivegoiicacia de los agentes de
biocontrol como por ejemplo de las bacteRagsudomonaspp. yPantoeaspp.

Al final de la década de los 80 existia la opinia que el control
biolégico podia tener un papel importante en ldcafjura del futuro y muchas
empresas comenzaron a implantar programas de désade agentes de
biocontrol como productos comerciales y actualmaiganos de estos agentes ya
estan disponibles como preparados comerciales @n@UANTUM 4000 de
Bacillus subtiliso SoilGard deGliocladium (Bergeret al., 1996; Piedra Buena,
2004; Weller 1988). Este interés renovado es, etmepana respuesta a la
preocupacion publica respecto a los dafios asocedmsplicacion de pesticidas

guimicos.
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1.3.5.1. Principales agentes de control biolégico

Los métodos de control biolégico incluyen a micgaotismos
antagonistas, que, establecidos en el lugar dddadion previamente al ataque del
patégeno, pueden prevenir la infeccion o coloniepados invadidos deteniendo el
desarrollo de la enfermedad (Gonzaeal., 2004).

La presencia de organismos antagonistas de pa®gehsuelo ha dado
origen al concepto de suelos supresivos pudienddassupresividad natural e
inducida asi como general y especifica (Tello, 1888nez 2005). El concepto fue
ampliado a sistemas supresivos incluyendo el anwignlas plantas (Tello y
Rodriguez Molina, 1998). El aislamiento de antagfasi a partir del suelo
supresivo es una alternativa para el manejo degpats del suelo. Un aspecto de
importancia al introducir un agente de control djito al suelo es que para que
éste pueda establecerse necesita encontrar uno“mcblégico” que no esté
ocupado (Rodriguez-Kabana, 1998) y/o introducirseantidades muy altas para
poder competir con los organismos autoctonos.

Los microorganismos que crecen en la rizosfera mimales para
emplearse como agentes de biocontrol ya que éefsonoiona una barrera de
defensa para las raices contra el ataque de léggrats. En los Gltimos afios se ha
estudiado, principalmente, el efecto de bacter@saces de proporcionar un
control sustancial de la enfermedad en el campenypcasiones, el control se
consigue por medio de estas en suelos supresiveiefyv1988). Uno de los
efectos beneficiosos observados de forma frecuened estimulo del crecimiento
de las plantas por la accién de las rizobactedesqui el nombre que reciben de
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal wmhglés “Plant Growth
Promoting Rhizobacteria, PGPR” (Piedra Buena, 2060depper, 1998, Weller,
1988). EIl término rizobacteria fue acufiado pasablacterias con la capacidad de

colonizar las raices de forma agresiva (Schrotlayddck, 1981; 1982).
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Las bacterias que muestran o que se piensa qe® jeder de biocontrol
se encuentran en muchos génerAstinoplanes Agrobacterium Alcaligenes
AmorphosporangiumArthrobacter AzotobacterBacillus, Enterobacter Erwinia,
Flavobacterium Hafnia, MicromonosporaPseudomonadasteuria Rhizobiumy
BradyrhizobiumSerratia Streptomyceg XanthomonagWeller, 1988).

El gran ejemplo de un agente de biocontrol bacteri@s el de
Agrobacterium radiobactecepas 84 y 1026 (K-84 y K-1026), que figuran entre
los microorganismos con cierta introduccion en etgado comercializandose en
varios paises para el control de la enfermedadadausorA. tumefaciengBarres,
2006).

Bacillus spp. ha sido probado en una amplia variedad de espexsés,
Bacillus subtilis puede mejorar el crecimiento de las plantas alimimpdos
patdbgenos no pardsitos de las raices o median@olduccién de sustancias
biol6gicamente activas (Broadberdt al, 1977). Bacillus brevis produce
gramacidin S con alto podemn“vitro” contraBotrytis cinereay Bacillus subtilis
CL27 produce dos antibidticos con alta actividachta el mismo patdégeno
(Leifert et al., 1995). De gran interés es Bacillus subtilisA13 que inhibe ih
vitro” varios patdgenos de las plantas mejorando elmrento de las mismas en
suelos desinfectados con vapor de agua o0 en lasafes. Desde 1988. subtilis
A13 ha sido comercializado como tratamiento ercld8vos de cacahuetes bajo el
nombre de QUANTUM-4000 (Gustafson, Dallas Texas:. Birkpatrick). Segun
Berger ¢ al. (1996)Bacillus subtilisCot 1 previene las enfermedades causadas por
Phytophthoray Pithyum en microplantas déstilbe, Photiniay Hemerocallis
Reinoso (2007a; 2007b) aislé del suelo distintaasgertenecientes a las especies
Bacillus subtilis Paenibacillus polimixay Bacillus licheniformisdeterminando su
efecto antagénico frente Alternaria solaniy Rhizoctonia solani Existe una
tendencia a usaBacillus y otros géneros afines, comBrevibacillus y
Paenibacillus,para la induccion de resistencias sistémicas antgd que supone

una protecciéon efectiva frente al atague de horigopatdgenos causantes de
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enfermedadefoliares (Silvaet al, 2004) Algunas especies de estos tres géneros
producen varios tipos de metabolitos, algunos ctimidad antifangica, como es el
caso de los compuestos de naturaleza peptidipayeptidica (Soutet al, 2004)

y otros volatiles con enzimas quitinoliticas (Edegy Seddon, 2001; Foldesal.,
2000; Montealegret al, 2003; Sadfet al, 2001).

En estudios realizados por otros autores se engblsaelo para obtener
aislados de estos géneros, ya que, a pesar dielédaldl de estos microorganismos
el suelo es su principal habitat (Garbeval., 2003). Reinoset al.(2007-a; 2007-

b) determinaron el posible efecto antagdnicovitro” de Bacillus Brevibacillusy
Paenibacillusaislados de muestras de suelo frente a las besRectobacterium
carotovorum P. atrosepticumy Dickeya chrysanthemy frente a los hongos
indicados anteriorment®&hizoctoniay Alternaria solani En este caso obtuvieron
gue las cepas mas prometedoras para el contragigol corresponden a las
especies Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Paenibles polimixa,
Brevibacillus brevisy Brevibacillus laterosporusEste ultimo microorganismo
también fue estudido por Justo de Oliveira (20@&lxpdo de suelos brasilefios.

Respecto a laBseudomonaspp. también tienen gran importancia como
agentes de biocontrol (Nagarajkunedral, 2005). En 1978, Buret al indicaron
gue razas dé. fluorescensy P. putida aplicadas a las semillas mejoraban el
posterior crecimiento de patatas ampliGndose despoé&os cultivos como la cafia
de azucar o el rdbano. En 1982, Schroth y Hancocokinuaron estos estudios
confirmando los resultados para los mismos cultistas razas y similares son
las primeras que recibieron el nombre de PGPR.

Singhet al (1999) encontraron que las cepas de bacterigmaliticas
Paenibacillus sp. 300 yStreptomycessp. 385, eran capaces de suprimir la
enfermedad causada pBusarium oxysporunf.sp. aicumerinumen cultivos de
pimiento y experimentaron mezclando ambas cepagniemdo los mejores

resultados.
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También se han obtenido resultados satisfactoriosele empleo de
Coniothyrium minitangontraSclerotinia sclerotioruny Pseudomonas fluorescens
o C. globosuntontraBotrytis cineregBergeret al, 1996; Kéhlet al, 1995).

Los hongos Coniothyrium y Microsphaeropsis estan distribuidos
ampliamente y se aislan de forma comudn asociaddsrantes habitats, recibiendo
especial atencion al considerasrse agentes dentioty por su produccion de
compuestos con capacidad antibiética (Verldesl.,2004).

Coniothyrium minitans Campbell y Coniothyrium pyrinum (Phoma
pomorumvar. pmorum Thim) se han identificado como potentes agentes de
biocontrol. Conneret al (2000) identificaron la eficacia del hondgehoma
pomorumecontra la mala hierb&ynoglossum officinaJecausante de la muerte
prematura de hojas y de su defoliacion.

C. minitans, ha sido descrito como micoparasito qummbate
satisfactoriamente enfermedades causadas por hg@agégenos formadores de
esclerocios comdS. sclerotiorum (Gerlagh et al., 1999; Joneset al, 2004;
McQuilkenet al, 1997)y S. minor(Partridgeet al, 2006; Rabeerdragt al, 2006).
Para un amplio rango de cultivos ha demostrada teme mayor eficacia que los
fungicidas en distintos ensayos realizados tant@agnpo como en invernadero
suprimiendo por completo la producciébn de apotecyosesclerocios. Los
investigadores sugieren que la reduccion del imbdel patogeno es la clave del
biocontrol.

Durante los ultimos afios se han aislado variospcestos procedentes
de distintas especies @®niothyriumestudiandose su actividad (Kodkad 2007)

y algunos autores (Reat al, 2007) sugieren que la degradacion del acidoicaxal
por parte del hong€&. minitanspuede anular el efecto del pH condicionado por
este acido y mejorar su micoparasitismo soBresclerotiorumestimulando la
produccion yl/oactividad del enzimg-1,3-glucanasa por parte del agente de

biocontrol.
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El efecto deConitohyriumsobre las ascosporas Selerotiniaspp. podria
ser el mismo contra otros hongos que también poaduestas estructuras como
Mycosphaerella brassicicola

El género Coniothyrium esta relacionado conMicrosphaeropsis
diferenciandose por la presencia de anélidas (&ayiBernier, 2002). El Bassam
et al (2002) propusieron qudicrosphaeropsis ochracg&arisse y Bernier) podia
combatir al patbgen¥enturia inaequalisnediante la produccién de compuestos
liticos. Butleret al. (2005) afiadieron que la pared celular de melgmiesente en
los hongos fitopatdgenos puede incrementar el efiedtibitorio de los hongos
antagonistas. Son numerosos los estudios que ant@pttimizar la aplicaciéon de
aislados dévlicrosphaeropsi®n técnicas de biocontrol como las ensayadas contra
la sarna del manzano (Carisseal, 2000; Carisse y Bernier, 2002; Carisse y
Rolland, 2004).

M. ochraceafue capaz de inhibirifi vitro” la produccién de ascosporas
de Gibberella zeagBujold et al, 2001). Carisset al. (2001) propusieron que
como tantoV. inaequaliscomo G. zeaeproducen ascosporas en estructuras con
melanina (pseudotecios y peritecios), se suponevic®sphaeropsisp. podria
inhibir la produccion y germinacion de otras eduitas fangicas con melaninas,
como son los esclerocios. Asi, evaluaron el efdetMicrosphaeropsisp. en el
control deRhizoctonia solanieduciéndose la germinacion de esclerocios. Ademas,
estos mismos autores indicaron que los mecanismeslucrados en este
antagonismo fueron la antibiosis y el micoparasitis

Del mismo modo, también se estudié el efectoMieochraceaen la
produccion de esclerocios y conidios Bietrytis squamoséCarisseet al., 2006).

En este caso, el nimero de conidios producidosdiga en ensayos en campo en
cultivos de cebollas dond®. ochraceasélo colonizé6 hojas senescentes o
necroticas reduciendo la produccién de conidios.

En la tabla 8 se recogen algunos de los trabajgdeanmdo organismos

antagonistas realizados en Espafia durante loo§l@ifos.
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Tabla 8. Aplicacion de control biolégico en algunas investigaciones
realizadas en Espana.

Control biolégico Cultivo Patégeno(s) Referencfa
Pseudomonas fluorescens . Agustiet al.
freson Phytophthora cactorum
Pantoea agglomerans 2006-a
Pseudomonas fluorescens ) ) _ Agustiet al
Prunussp. Meloidogyne javanica
Pantoea agglomerans 2006-b
Varios fagos aislados de ) Alvarezet al.
i tomate Ralstonia solanacearum
agua de rio 2006
Trichoderma harzianum i i
L Pyrenochaeta Diaz-Hernandez
con solarizacion y restos tomate o
lycopersici et al. 2006

de coles

Rhizopus stolonifer

Botrytis cinerea

) o Francést al
Pantoea agglomerans  frutos varios  Penicillium expansum

- 2006
Monilia laxa
Colletotrichum acutatum
Pseudomonaspp. i Garcia-Gutiérrez
. melén Podosphaera fusca
Bacillusspp. et al. 2006
Pseudomonas i
Gonzalez-
fluorescentes o ) i
_ aguacate Rosellinia necatrix Séanchezt al
Bacillus cereus
_ - 2006
Bacillus subtilis
Aguacate Rosellinia necatrix Martin -Pérezt
Pseudomonas fluorescens _
tomate Fusarium oxysporum al. 2006

Penicillium expansum
Morenoet al

Pantoea agglomerans  frutos varios Monilia laxa 2006
Rhizopus stolonifer
Pseudomonaspp. aguacate Rosellinia necatrix Pliegoet al 2006

60



Control biolégico Cultivo Patégeno(s) Referencfa

Trichodermaspp. Con Colletotrichumspp.
L fresa Porraset al.2006
solarizacion Phytophthora cactorum
Empleo de oxilipinas ) Botrytis cinerea Ramos-Solanet
o geranios .
naturales y artificiales Xanthomonas campestris al. 2006
) . ) ] ) Rincénet al
Trichoderma harzianum tabaco Rhizoctonia solani
2006
_ - » Romeroet al
Bacillus subtilis cucurbitaceas  Podosphaera fusca 2006b

o ) Fusarium oxysporum  Sabuquilloet al.
Penicillium oxalicum tomate

f.sp.lycopersici 2006
_ Fusarium oxysporum Trillas et al
Trichoderma asperellum tomate ) ) )
Rhizoctonia solani 2006

. Penicillium digitatum
Pantoea agglomerans citricos S Usallet al 2006
Penicilliumitalicum

. - - Xanthomonas campestris Zeriouhet al
Bacillus subtilis cucurbitaceas o
Erwimia carotovora 2006

1.3.5.2. Modos de accién y aplicacion

El control biologico depende del umbral de estabiEnto de la
poblacion de microorganismos tanto en el mateggktal como en el suelo. Entre
los muchos factores edéficos que influyen se yerida temperatura (Lopet al,
1985; Weller y Cook, 1983), la humedad del suelor(Bt al, 1978; Campbell y
Clor, 1975; Dupler y Baker, 1984; West al, 1985), pH (Westt al, 1985), el
establecimiento de los agentes de control y suaotgn con los patégenos
(Weller, 1988).

En el caso de bacterias, la manera en que seasultiprocesan afectara a
su viabilidad y tolerancia a las condiciones aca®&r§on varias las razones para la

obtencion de resultados inconsistentes dependigacdoultitud de factores debido
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a las complejas interacciones entre huésped, paipgantagonista y las
condiciones ambientales. En la justificacion deultados variables siempre se
manejan tres posibilidades: la pérdida de compet@woldgica (se define como la
capacidad de una bacteria para competir y sobreasvia naturaleza), ausencia del
patégeno seleccionado como “blanco” o interfererdgaotros patdégenos “no
blancos” y una variable colonizacion de la rizosfer

Respecto a la supresion de los patdogenos Well@8jlifidica la accion
de cuatro mecanismos: 1) Competicion por el susyatxclusidn de nichos; 2)
Sideréforos que son compuestos que se producenoediciones de hierro
limitante, con bajo peso molecular y que actlanacagentes quelantes, con gran
afinidad por el Fe lll. Koepplegt al. (1980a) fueron los primeros en demostrar la
importancia de la produccion de sideréforos comoamismo de control bioldgico.
Como estos secuestran el Fe lll limitan su disphdén para los patdégenos
suprimiendo su crecimiento (Diat al, 2002); 3) Produccién de antibiéticos que
juegan el papel mas importante en la supresiom @éafermedad y 4) Resistencia
inducida.

Butler et al. (2005) estudiaron un modo de accién especificdianée el
que los agentes de biocontrol incluyendo hongostebias y neméatodos pueden
limitar la acumulacion y persistencia de patogenesliante la degradacion de sus
melaninas o inhibiendo su produccion. Muchos hormogucen estas melaninas,
gue son pigmentos asociados a la patogénesis &lfiglas-Flores, 2006) y que
confieren a sus esporas 0 esclerocios una pexsstenedioambiental. Son
numerosos los articulos que informan sobre el papelas melaninas en la
efectividad de algunos antagonistas cdvhycosphaerellsspp. (Islas-Florest al,
2006; Mehrabi y Kema, 2006; Stiedeal., 1991).

La efectividad del control biolégico también deperdddel ambiente en el
gue se realice. EI ambiente de las superficiearfedi difiere en muchos aspectos

del suelo, dos habitats donde se han aplicadédascas de biocontrol. En el suelo
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las condiciones ambientales pueden variar entrarésg pero son relativamente
estables en el tiempo en comparacion con las rafligztuaciones de la filosfera.

Kohl y Fokkema (1998) estudiaron el control biotmide patdégenos
foliares diferenciando entre patdgenos necrotréficbiotroficos ya que uno de los
mecanismos mas importantes de control como esi@eticion por los nutrientes
sb6lo es aplicable a los patégenos necrotroficososEsutores centran sus
investigaciones en el control de hongos fitopatégeaxplicando su mecanismo de
accion en los tejidos foliares afectados. Considbyael control bioldgico se
diferencian tres estrategias: 1) infeccion dirigidkas esporas no germinadas o en
germinacion como el estado inicial de la fase paiama del ciclo de vida del
patdgeno. 2) Supresidn bacteriana de la colonigadél micelio y de la
supervivencia del patégeno en su estado saproéitidos tejidos necréticos de las
plantas como fuente inicial o indculo secundargpomsable de nuevos ciclos de
infeccién. 3) Degradacién microbiana de esclerocm®0 indculo inicial en las
siguientes fases de crecimiento.

El desarrollo tanto del patégeno y de los agergesodtrol bioldgico en la
filosfera esta determinado por varios factorestatié como la disponibilidad de
nutrientes, temperatura, humedad, radiaciones /dgposicion de agroquimicos
en la superficie foliar. En esta zona los mecanssniovolucrados en el
antagonismo son de nuevo la competicion por logiemies, antibiosis y
micoparasitismo. Acerca de la antibiosis, los nooganismos productores de
antibiéticos fueron los primeros en considerarselaeblsqueda de agentes de
biocontrol ya que su seleccién puede realizarse pwo esfuerzo empleando
medios de cultivo donde observar zonas de inhibicié

La utilizacion de antibioticos foliares esta lingiéapor distintos factores.
Asi, para resultar efectivos tienen que estar ptesede forma continuada con la
superficie protegiendo a las hojas de nuevas iidfees, pero los antibidticos,
generalmente, no son altamente estables bajo ¢onelicde campo. No hay que

olvidar que las poblaciones de antagonistas delstar @resentes de forma
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continua y en densidades suficientemente altass praducir nuevos antibidticos
(Kohl y Fokkema, 1998). Estos autores tambiéncendlicomo factor limitante la
aparicion de resistencias por parte de algunogeat® como la desarrollada por
Botrytis cinereaa Bacillus subtilisen cultivos deAstilbe

Acerca del micoparasitismo este se define para asuchteracciones
hongo-hongo. El parasitismo depende del estrechtacio entre el antagonista y
el hospedador, de la secrecién de enzimas y dehtento activo del pardsito en
el hospedador. El desarrollo del micelio de losbgahnos necrotroficos también
puede controlarse por micoparasitos. Asi, el micgit Coniothyrium minitans
penetra dentro del micelio @&klerotinia sclerotiorungue se colapsa y se necrosa
(Adams, 1990; Whipps y Gerlagh, 1992). También rehgonistaLimonomyces
roseipellis tiene actividad quitinolitica y puede emplearse teiPyrenophora
triticirepentis en restos de cultivo de trigo (Pfender, 1988). &flabily et al
(2000) estudiaron la supresion del crecimientdsdeninorpor parte de distintas
bacterias con altos niveles de quitinasa asi comoaldunos actinomicetos,
obteniendo los mejores resultados con los hori@ominitansy Sporidesmium
sclerotivorum

Dentro de los mecanismos de accion cabe indicatifezencia entre
alelopatia y antibiosis asi como la combinacionédaicas. Segun Barres (2006)
en el concepto de alelopatia sobre patégenos pifmrale las plantas se puede
considerar el efecto pernicioso, directo o indwgejercido sobre aquellos por la
produccion de compuestos quimicos liberados al en@dir parte de algunos
vegetales. Los residuos en descomposicion presenéxas por la presencia en los
mismos de compuestos aleloquimicos indicando elhdse mas comunes
acetogeninas, alcaloides, fenoles, fenilpropantsjooides, poliacetilenos y
terpenoides. Respecto a la antibiosis, se entieod® un antagonismo influido
por metabolitos de origen microbiano, entre los sgi@ncuentran agentes liticos,

enzimas, compuestos volatiles y otras sustanciasag)
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La combinacion de los agentes de control biologion otras técnicas
como las rotaciones de cultivos, la esterilizacfarcial del suelo mediante
solarizacién, enmiendas organicas y uso de furagcide realiza para lograr
resultados equivalentes a los fungicidas de sitéstluyendo el BM (Barres,
2006; Jacobsen y Backman, 1993; Kloepper, 1998)efeonplo, Gonzaleet al
(2004) y Santandeet al (2003) investigaron el control de los bioantagtas
Paenibacillus lentimorbus, Trichoderma harzianymTrichoderma polysporum
frente a distintos hongos fitopatégenos. Los apitaolos y en combinacion con
solarizacién y con BM, resultando siempre la combign con solarizaciéon la

técnica mas efectiva.

2. Patégenos ensayados
2.1.Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearunfE. F. Smith 1986) Yabuuchet al 1995, se
considera en muchos paises como una de las gram#geszas para varios cultivos
pudiendo afectar a mas de doscientas especiesan@aplen las zonas tropicales,
subtropicales y regiones templadas de todo el muithywood, 1991). Sus
huéspedes principales son los cultivos de tomadéata tabaco, cacahuete y
bananas (Flavieet al, 1997; Caruso, 2005) teniendo la capacidad dsatau
marchitamientos (Nesmith y Jenkins, 1983). Se ggapcon el agua de riego, en
asociacion con los restos de cultivo, herramientastaminadas y en los
movimientos de suelos infectados.

En Europa se considera patdgeno de cuarentenyéndase en la lista
A2 por la EPPO, con especial atencion a la razsBansable de las enfermedades

de ‘brown rot” (podredumbre marrén)en patata Yy “bacterial wilt”
(marchitamiento bacteriano) en tomate (OEPP/EPBM& 2004b). Actualmente

se encuentra ampliamente dispersa por todos Idseotes proponiéndose como
posible origen dé&R. solanacearunpoblaciones de bacterias saprofitas, basandose

en la habilidad de esta especie de sobrevivir ehodhabitat (Buddenhagen y
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Kelman, 1964). En la figura 3 se muestra la distion del patbgeno. Aunque en
Espafia no aparece, se considera coiisént, pest no longer preséer{patogeno
gue estuvo presente no hace mucho tiempo) (OEPR/EERIP6).

Atendiendo a sus posibles huéspedes y a la capadeatilizar azicares
y oxidar alcoholes, esta especie esta clasificadeireo razas y cinco biovares,
respectivamente (Caruso, 2005; Freethal., 1995; Haywardet al, 1990; Heet
al., 1983). Esta clasificacion se muestra en la t3bla

Algunos autores (Horita y Tsuchiya, 2001) considefa razas y 6
biovares y dos divisiones: la divisién “Americanugque contiene a los biovares 1,
2 y N2 y la divisibn “Asiaticum” con los biovares 8 y 5, de modo que las
divisiones son de tipo geografico, pero esta tamvactodavia se considera en
transicién y concordaria con lo expuesto por adisres (Poussi@t al, 2000) en
la existencia de dos divisiones en las especieRaligtoniaque representarian a
subdivisiones, concluyendo que la designacion deeédcanum” y “Asiaticum”
debe reconsiderase ya que diferentes analisisarewelun biovar africano que

puede tener su propio centro de diversidad genética

Tabla 9. Principales huéspedes Be solanacearurm(Fuente: Caruso,
2005)

Raza Biovar Principales huéspedes

1 1,3y4 Tabaco, tomate, patata, otras solanacaeahuete, malas hierbas

1,3y 4 Banano triploide ieliconiaspp.

2 Patata, tomate, otras solanaceas, geranioasrharbas

2
3
4 3y4 JengibreZingiber officinale} y Curcuma alismalifolia
5

5 Morera
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Distribution Maps of Quarantine Pests for Europe

Ralstonia solanacearum race 3

National record

EI Present

EI Present only in some areas

Subnational record

EI Present

@ Present only in some areas

2006-09-19

Figura 3. Distribucion mundial d&alstonia solanacearufifruente: OEPP/EPPO,

2006a)

Segun el seguimiento dBR. solanacearumen Espafia, segun recoge

Caruso (2005) la enfermedad causada por la basedatectod por primera vez en

1928. En 1992 aparece en las Islas Canarias y ysergetectd hasta 1996, de

nuevo en las islas y en Galicia. En las inspecsioealizadas entre los afios 1999 y

2005 se confirmd su presencia en varias comunidadégsmomas aislandose en

Extremadura y Andalucia a partir de tomate. De @mmueon Haward (1964 vy
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1991) en los paises del sur de Europa y de la zmditerrranea el biovar 2 es el

gue se detecta.

2.1.1. Caracterizacion bacteriana

R. solanacearures una bacteria Gram negativa, con forma de baSton.
tamafo oscila entre 0,5-0,7 x 1,5-2,5 um y no predendosporas. Las células
presentan fimbriapolares y contienen inclusiones de gbhidroxibutirato usadas
para su identificacién (Caruso, 2005). Su crecitoieGptimo se produce a
temperaturas entre 28 y 32 °C, excepto para siegpas de la raza 3 que son
capaces de crecer a temperaturas inferiores (T2@0&).

Las caracteristicas bioquimicas y fisiologicas nmportantes deR.

solanacearunse resumen en la tabla 10.

Tabla 10.Caracteristicas bioquimicas y fisiol6gicasRiesolanacearum
(Fuentes: Bergey’s manual of systematic Bacteryologn referencia Krieg y Holt,
1984; Schaad, 1988; Caruso, 2005)

Numero de flagelos >1

Pigmentos difusibles +/-, marrones

Arginina dihidrolasa -

Desnitrificacion +

Crecimiento a 41 °C -

Hidrolisis de gelatina -

Hidrélisis de almidén -

Oxidasa +
Catalasa +
Ureasa +

Utilizacién en el crecimiento de:

D-xylosa -
D-Ribosa +/-

L-Rhamnosa -
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Sacarato +

Levulinato +/-

Citraconato -

Mesaconato -
D(-)Tartrato -

meso-Tartrato +/-
Erythritol -
Adonitol -

2,3- Butileno glicol -

m-hidroxibenzoato -

Tryptamina -

a-Amilamina -

Geraniol -

Produccion de acidos a partir de:

Glucosa +
Fructosa +
Galactosa +
Sacarosa +
Glicerol +

Inositol +

Crecimiento a pH:
4,5 -
5,5 +
9,0 -

El crecimiento de la bacteria en medio de cultivovitro” es mas lento
que ‘in plantd’ y su identificacion puede resultar dificil debidbaspecto variable
de las colonias en placa (Caruso, 2005). Las cadomiieden ser: mucosas, opacas
No mucosas, N0 mucosas Yy tipos intermedios. Tamtos diferentes medios de
cultivo como en planta, se producen cantidadesvasgie EPS | (Polisacaridos

Extracelulares), importantes para una rapida ceémndn sistémica por parte del
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patégeno asi como para los sintomas de marchittmielnservados tras la
infeccion (Kanget al, 1999) existiendo evidencias de que ciertos sias
caracteristicos de la enfermedad bacteriana eat&ados por dichos EPS (Araud-
Razou, 1998; Ofuya y Wood, 1981; Schell, 2000).

Las células bacterianas formadoras de coloniasosasc son no
flageladas e inmoviles, mientras que las no mucfmagntes avirulentos que no
sintetizan EPS |) estan formadas por bacteriamatite moéviles y flageladas. Los
aislados virulentos en el medio general YDA (Yea&stxtrose Agar) son
blanquecinos, lechosos y mucosos mientras que dioreélido conteniendo sales
de tetrazoilo las colonias virulentas son redondgadlanquecinas y con una zona
rosada en el centro (Kelman, 1954). Por su partemedio con tetrazoilo las
colonias avirulentas adquieren una coloracion ogeura. Esta diferencia en la
morfologia de las colonias se debe a la escasdadinle los EPS para las formas
reducidas de las sales de tetrazoilo y por ellbctdonias mucosas desarrollan el
color rojizo mas lentamente en la zona central lageavirulentas no mucosas
(Caruso, 2005).

Existe una conversién fenotipica mediante la daal,colonias mucosas
pasan a no mucosas, representando una estratepeatach que permite a la
bacteria asegurarse la supervivencia en nichogiéisps y adaptarse a diferentes
condiciones ambientales. Este cambio es ventajosausencia de huéspedes,
cuando la bacteria vive en el agua o en el sualacdnversion fenotipica sélo ha
sido observadaifi vitro” aunque es muy posible que un comportamiento aimnsg
de en suelos, agua u otros sustratos en los qae puar la bacteria. Thera (2007)
recoge que en agua destilada y estéril el patégempuede mantener durante afios,
en condiciones ambientales, pero el largo tiempa@ldecenamiento en medio
liquido y la falta de oxigeno puede inducir la pdadde virulencia caracterizada
por cambios morfolégicos en las colonias. De nusy@onfirma que las colonias
virulentas son mucosas, con forma irregular, blanopas con el centro rosado-

rojizo tras mantenerlas en medio con tetrazoiloee®® y 48 h. Por otra parte, las
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colonias no virulentas son redondeadas, mas pesuefte color rojo oscuro
(Kelman, 1954). Los aislados de la bacteria tiaumn baja tolerancia a los medios
salinos y su crecimiento se ve fuertemente inhilpigloconcentraciones de cloruro
sédico entre 0,5y 1,7% (Caruso, 2005).

2.1.2. Ciclo del patégeno

Atendiendo al estudio de Caruso (2005) la bactsieapaz de sobrevivir
durante largo tiempo en el suelo, aun en ausereiplahtas hospedadoras. La
penetracion en las plantas ocurre, en la mayoriasdeasos, a través de heridas,
suponiendo que se mantiene en estado de latenci smelo y en el sistema
radicular de plantas. Cuando las solanaceas crémerexudados de las raices
llegan hasta las bacterias y actian como estinputa®cando una quimiotaxis del
patégeno hasta las raices. En un principio, laslaglbacterianas moviles y
avirulentas colonizan la rizosfera de las plantaéshedes, sin requerir de la
superacion de barreras endodérmicas suberizadatopnee el patdbgeno ataca las
zonas donde estan dafiadas. Tras 4 6 5 dias lasridaclienan los vasos
xilematicos probablementa ayudadas por la acci®udeenzimas celuloliticos que
actuan contra la pared de los vasos. Segun Timrsokét al (2001) y Rahman
et al (1999), las células en el xilema se expandertqua la planta estableciendo
focos de infeccion. Los factores de virulencia aqumeplea el patdgeno en la
colonizaciébn del hlesped son: enzimas liticos, apelisacaridos EPS,
endoglucanasas y endopoligalacturonasas, condd#nen los responsables de la
degradacién de tejidos. Asi, una vez invadidos, Bacterias virulentas se
multiplican en el interior de los vasos difundiésedacia la parte superior de la
planta hasta obstruirla. Transcurridos 7 dias ¢tdéebia ya se detecta en los tallos de
tomate y al llegar el octavo dia ya se puedenzaaliislamientos bacterianos de
hasta 18 células por cm de tallo (Sai& al, 1997; Schell, 2000). De acuerdo con
Saile et al. (1997) la produccion de EPS contribuye al migmaiento de las

plantas afectadas. Una vez las plantas se han itaaaly muerto, las bacterias
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virulentas llegan al suelo sobreviviendo en loso®sle plantas muertas. En este
momento también pueden sufrir la conversion fermjprecuperar movilidad y
volverse avirulentas. Tans-Kerstenal (2001) encontraron que, efectivameiire,
solanacearunresulta no maétil en los vasos xilematicos sugirgetadexistencia de
una “estructura reguladora” que respondiese a eifia por parte de la planta para
activar la invasion. Estos autores confirmaron &ilidad bacteriana (en medios
de cultivo) con la presencia de cuatro flagelosam@s, confiriendo esta
caracteristca el inicio de la colonizacion e indastle cultivos. Se demostro la
necesidad de motilidad para invadir de forma efagfiluego colonizar las plantas
huéspedes.

Esta bacteria presenta un estado “viable pero itivaiie” (VBNC)
haciendo referencia a la incapacidad de ciertadaseh crecer en un medio de
cultivo. Este fenbmeno es comdn a un amplio espeda bacterias Gram-
negativas, saprofitas, patdégenas de vegetales piddioas. Este estado se
considera una estrategia que permite a estasribacsmbrevivir en situaciones
ambientales criticas (Colwadt al, 1985; Roszak y Colwell, 1987). En cuanto a las
condicionesR. solanacearunse convierte en VBNC después de permanecer tres
dias en un suelo estéril o en agua durante lasi@ss frias (Grey y Steck, 2001;
Van Elsaset al, 2001). El factor mas importante en la inducail@neste estado
parece ser la baja temperatura (Van E&tagl, 2000). El restablecimiento de la
condicion normal de las células a partir del estdBbIC o resucitacion, no es un
mecanismo simple de instaurar. Lo#zal. (2003) indicaron que si estas células
no cultivables pueden o no ser capaces de infeataros huéspedes susceptibles y

desarrollar los sintomas de la enfermedad, esugstion sin dilucidar.

2.1.3. Sintomatologia relacionada y patogenicidad
Los sintomas en campo dependeran tanto de la dageale la infeccion
como de las condiciones ambientales. La enfermeéeawarchitamiento bacteriano

en tomate se caracteriza por la siguiente sintdogito las hojas jovenes son las

72



primeras en verse afectadas tomando una apari#éacida, normalmente en los
momentos mas célidos del dia. EI marchitamientoladglanta entera puede
acontecer rapidamente si las condiciones ambientate favorables para el
patégeno. Si por el contrario las condiciones antales son menos favorables la
enfermedad se desarrolla mas lentamente, tambiérpusele observar un
decaimiento y se producen un gran nimero de raidesnticias en el tallo. Los
vasos conductores en el tallo muestran coloracipaegas y si se realiza un corte
transversal, se puede observar un exudado mucdangulecino-amarillento
facilmente identificable en contacto con el agueRP®/EPPO, 2004a).

En relacién con la sintomatologia y deteccidon déados patdgenos, hay
gue hacer referencia a la respuesta hipersensiBedbservada en hojas de tabaco
tras infiltrar soluciones bacterianas. La HR esngtanismo de defensa inducido
en la planta por la presencia del patégeno trasnseulado en un huésped no
compatible. Lozano y Sequeira (1970) demostrarenl@weapacidad de provocar la
HR en tabaco es un método util y simple para détermia raza de los aislados
virulentos de este patdgeno. El colapso de ladasttias 12 h sugiere que es el
tiempo necesario para sintetizar la concentraciécesaria de sustancias para
causar la muerte del huésped y de las célulasalegeSe demostro que las cepas
de la raza 1, patdgena en tabaco, provocan unaéadmnecrotica rodeada de un
halo amarillo, las cepas de la raza 2 (no patégentabaco) inducen una réapida
HR en las areas infiltradas y la raza 3 (no patdgen tabaco) produce una
decoloracion amarilla. Estas reacciones dependewades factores como la
concentracion de inéculo, periodo de exposiciénaaluz y temperatura de
incubacién. Concentraciones inferiores a 3,5 % ddlulas mf no inducen o
retrasan la HR. Respecto a la temperatura la esipngile plantas infiltradas a 16

°C retrasa la aparicion de la HR hasta 72 h.
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2.1.4. Fuentes de in6culo, control y prevencion.

Como ya se ha comentad®, solanacearurtiene una gran capacidad de
diseminacion a través de distintos medios com@eaael suelo, herramientas de
trabajo, insectos, nematodos y malas hierbas guaracomo resevorio (Jackson y
Gonzalez, 1981). Ademas, las bacterias suelenriavem las plantas enfermas o
en los restos de plantas, 6rganos de propagacigetateya y sobre semillas de
algunas plantas huéspedes silvestres (Agrios, 2002)

Las bacterias infectaran a la planta a través dddse mayoritariamente
en las raices, por lo que la presencia de detadas especies de nematodos
incrementaran la infecciéon (Thera, 2007). De aaueah Deberdet al. (1999) las
poblaciones deR. solanacearumy de nematodos suelen coexistir en areas
tropicales y subtropicales; la presencia de nerpataeh raices incrementa la
incidencia de la enfermedad bacteriana.

La temperatura representa uno de los factores qas afecta la
interaccion entre huésped y patdgeno, asi comaplergivencia de la bacteria en el
suelo. En general, una temperatura entre 30 y 36?€cienta el porcentaje de
ataque deR. solanacearunaunque no todas las cepas se comporten exactemente
igual (Caruso, 2005; Hayward, 1991). En condiciashe@&ampo Yy bajo situaciones
favorables de humedad, se desencadena el mardntamde las plantas
dependiendo su severidad de la temperatura ded,shieimedad, tipo de suelo,
susceptibilidad de la planta huésped y de la viciede las razas. Momet al.
(2003) concluyen en su trabajo que temperaturadivainente elevadas y altas
humedades en el suelo son los factores mas impestasociados a la incidencia y
severidad de la enfermedad causaday@olanacearum

R. solanacearurpuede sobrevivir en el suelo durante varios afiasita
variabilidad en la incidencia de la enfermedadlaampo confirmaria que muchos
son los factores que afectan a su supervivenci erismo (Granada y Sequeira,
1981).
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En 1976, McCarter recogia en sus investigacioneslauacteria podia
persistir hasta 4 afios en distintos suelos infestde forma artificial, sefialando la
distribucion erratica y la persistencia impredezildel patégeno en caso de
infecciones naturales en condiciones de campo. Emtgportamiento también
quedo indicado por Nesmith y Jenkins (1983), seit@lda importante funcion del
amplio rango de plantas huéspedes (incluyendo rhadsas) y confirmando que,
aunque la enfermedad no se distribuye de formauméd en un mismo terreno
afectado (ni de campo en campo), las dispersi@mmedarias que afectan a zonas
mas delimitadas recuperan uniformidad, concluyemie la supervivencia
bacteriana quedaria limitada a pequefas zonasgrgeinfluenciada por factores
permanentes como el tipo de suelo, la topografidgedesno y la cubierta vegetal
asi como que en caso de suelos desnudos (mantemidmEbecho) la bacteria es
capaz de sobrevivir.

Davi et al (1981) estudiaron la supervivencia Resolanacearunen el
suelo y, bajo condiciones de laboratorio, comprotetiertos efectos ejercidos
sobre la poblacion bacteriana como consecuencita dalicion de enmiendas.
Ademas, el patdgeno sobrevivio en la rizosfera ae plantas no huéspedes
pertenecientes a las familidganthaceagy Leguminosagincluso en ausencia de
plantas huéspedes, pero su incidencia en la rizodgramineas y ciperaceas fue
menor.

Hayward (1991) también indicaba la temperatura cahdactor mas
importante que afecta la interaccion planta-patogesi como su supervivencia en
el suelo. Una temperatura ambiental de 30-35 °@mnenta la incidencia de la
enfermedad causada por algunas de las razas haate®n huéspedes como el
tomate y temperaturas cercanas a los 32 °C (aktaszde forma articial en
cadmaras controladas) incrementaron significativdmela severidad de los
sintomas incluso en dos variedades de tomate eetst al machitamiento
bacteriano causado p&. solanacearumPor otro lado, este mismo autor recoge

gue suelos sometidos continuamente a 43 °C dupsmiedos de 4 dias 0 mas,
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aparecieron libres del patdégeno. En cuanto a teahpas bajas, se comprobd la
supervivencia bacteriana a 4 °C en muestras dessidéctados de forma natural
que permanecieron encerradas en bolsas de pladtiante 673 dias. Altas

humedades en suelos bien drenados también favdeedéspersion del patdgeno.

También Melton y Powell (1991) indican la ausemigaenfermedad bacteriana en
zonas donde las temperaturas son inferiores a.10 °C

En cuanto a profundidad, en dos terrenos infectdddsrma natural con
la raza 3 de la bacteria, esta fue detectada amiiofades entre 15y 75 cm, para
ello Graham y Lloyd (1979) emplearon plantas indaras. Por otro lado, en
suelos que fueron arificialmente infectados, latdréec se recuper6 en mayores
cantidades en muestras de entre 55 y 65 cm denglidad, usando, en este caso,
placas con medio de cultivo selectivo. Estos radok sugieren que, en ciertos
tipos de suelo, el patégeno puede sobrevivir darkamtjos periodos de tiempo en
las capas profundas. En determinados terrenos glenes frias los suelos
permanecieron altamente infectados Rorsolanacearundurante un periodo de
dos afios y, otros estudios demostraron que panaz#abacteriana que afecta a
tabaco y en caso de suelos en barbecho, se corifirstapresencia durante mas de
4 afnos.

Para el control de la bacteria, las medidas queéos&an son tanto
preventivas como curativas. Las primeras incluyesdd el uso de material vegetal
sano al empleo de variedades resistentes. Denttasdeurativas se incluyen el
control quimico, bioldgico e integrado.

Ninguno de los pesticidas convencionales han poipmado un control
efectivo de la bacteria y &t al. (2005) recogen que los fumigantes tradicionales
empleados en la desinfeccion de suelos como el BMaportan un control
satisfactorio a la enfermedad bacteriana. Estosnasisautores insisten en la
dificultad de su control incidiendo en la probleitétrotacion de cultivos al
emplear plantas no huéspedes ya que las malasasignieden actuar como

reservorios y debido al amplisimo rango de plagtees pueden invadir. Sobre el
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uso de cultivares resistentes, sobre todo de tomatson facilmente aceptados por
los agricultores ni por la industria tomatera delédsu baja calidad horticola y a
los niveles variables de resistencia como consecmuele la variacion del patdgeno
en diferentes condiciones. También afirman que nalgucompuestos volatiles
liberados de algunas plantas tienen efecto posttivel control de la enfermedad,
basando su estudio en el uso de thymol, aceiteciesevbtenido de plantas
aromaticas y medicinales combhymus vulgaris Carum ajowan (Ptychotis
ajowan, Mentha longlifoliay Monardaspp.

Algunos productos como la cloropicrina, 1,3-D y ametsodio, han
mostrado cierta eficacia reduciendo la incidencigeyeridad de la infeccion
(Caruso, 2005). El uso de cloropicrina, cubrienti@welo tras su aplicacién o
sellado con agua, fue el mejor se los tratamiemb@sproporcind un cierto control
de Ralstonia solanacearurfEnfingeret al, 1979). Segin Melton y Powell (1991)
se recomiendan rotaciones de cultivos con durasientre 3 y 5 afos, el empleo
de cultivares resistentes y la combinacion de rotas, resistencias y
fumigaciones con 1,3-D con cloropicrina o con gheecdna sola.

Actualmente se han comprobado que no existe unratoquimico
totalmente efectivo representando las practicasturalés un importante
componente en el control integrado. La rotacion plamtas no huéspedes de la
bacteria representa un medio efectivo de desceglsopdtdgeno en el suelo. La
rotacion con cereales y/o gramineas reduce el gatette indculo presente en el
suelo. La siembra de liliaceas y brassicas favdeeediminacion de malas hierbas
que pueden servir de reservorio. Leguminosas yrbitdueas pueden emplearse
en programas de rotacion por no ser huéspedes@wit cultivo de solanaceas
como patatas, tomates, berenjenas, pimiento odabas practicas de irrigacién y
abono en bajas dosis son tamién importantes (Ca2066).

Para Thera (2007) la manera mas eficiente para oseftrat de
enfermedades es prevenir su introduccion en laaszda produccién de cultivos

mediante métodos de cuarentena y métodos fitosasitaPara un manejo
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adecuado de la enfermedad, después de la intrdtude métodos de manejo
integrado que incluyen controles culturales comtadiones con cultivos no
huéspedes, incorporacion de enmiendas en el spelipdos de barbecho o
inundaciones anaerobicas, es necesario el uso dentoaterial vegetal libre de
patégenos como de cultivares resistentes.

Respecto al empleo de enmiendas en el suelo, Igldmyota (2004)
concluyeron que la marchitez bacteriana del tonfaée suprimida en suelos
enmendados con gallinaza y FMY, del inglés “FarnaYilianure” (estiércoles de
corral) detectdndose una elevada actividad micnabigosible responsable del
efecto.

Alcala y Lara (1995) tras un analisis de suelo atrapon correlacion
entre el nivel de compost en el suelo y la presedeila bacteria que permanecia
durante mas tiempo en suelos con menor conteniduaggria organica.

Gorissenet al. (2004) demostraron que la adicion al suelo diéresles
liquidos de cerdo disminuyeron de forma significatias poblaciones dR.
solanacearuny también se redujo el numero de plantas infectgdam sintomas
de la enfermedad. Por otra parte, encontraronaygelérizacion del suelo también
redujo la supervivencia de la bacteria pero noeimemt6 la supresividad del suelo
evaluada por el desarrollo de sintomas en plattasscurridas 9 semanas tras el
tratamiento. Combinando estiércoles de cerdo yrigat@aén se obtuvieron los
mejores resultados, aunque plantas aparentemerde ea suelos tratados de esta
forma, en ocasiones, mostraron la presencia bantedan estado latente, sobre todo
en las partes bajas del tallo.

Michel y Mew (1998) determinaron la importancia ds iones
inorganicos de N producidos durante la descompbside la urea incluyendo
nitratos, nitritos y amonio en la supresién Ke solanacearumLa enmienda
empleada estaba compuesta por urea y CaO, obteagntha disminucién en la
poblacion del patégeno debido al elevado pH delosespecialmente durante la

hidrélisis de la urea.
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Los resultados obtenidos por Pradhanahgl (2003) mostraron el efecto de
distintos aceites esenciales obtenidos de plamids densidad de poblaciones de
R. solanacearuny en la incidencia de la marchitez bacteriana dehate
concluyendo que algunos de estos aceites, espeaig@nel de Thymol, las
redujeron mientras que se favorecio el crecimidettas plantas.

Los efectos de la adicion de compost y de unaisataén simulada en el
control del biovar 2 de la bacteria patégena esuelo fue estudiado por Schénfeld
et al (2003) que demostraron que la solarizacidn solae mostraba eficaz pero
si en combinacion con el compost empleado (despesdi domésticos)
disminuyendo el nimero de plantas enfermas trasdtamientos.

Mathiessen y Kirkegaard (2006) recogen el efectéadeiofumigacion,
empleando brassicas como material adicionado etrter en el control de la
bacteria. Se trata de una revision de los resadtadmenzando con los obtenidos
con B. juncea(mostaza india) que aplicada como abono verdetéestéctiva en
la reduccion del nivel de marchitamiento bacteriseguciendo la incidencia de la
enfermedad en un cultivo posterior de tabaco (Akiewevorrow, 1999). También
se ensayaron un gran namero de especies de bsassiiayendo, ademas d&
juncea B. napus Sinapis alba(mostaza blanca)Raphanus sativug B. nigra
(mostaza negra) todos ellos con actividad biofuntgdasada en la toxicidad de
sus isotiocianatos. La sensibilidad generaRdsolanacearuma los isotiocianatos
se confirmd mediante ensayos de laboratorio refizgor Smith y Kirkegaard
(2002) mostrandose el 2-phenylethyl isotiocianaima@ compuesto mas eficaz en
condiciones ih vitro”. Akiew et al. (2005) continuaron el estudio del impacto de
los isotiocianatos contra la bacteria demostrana® aguellas brassicas con una
mayor cantidad de glucosinolatos, precursores deidotiocianatos, como las
mostazas, resultaron mas efectivos que aquelloBirbigantes con menores
concentracones 0 que desprendian menos compuegsiliiles en su
descomposicién. La informacion aportada por loegrmntos llevados a cabo en

laboratorio apoyaria la obtenida por Matthiess&agkleton (2005) sugiriendo que
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las mostazas altas en propenil isotiocianato séwgamejores biofumigantes contra
R. solanacearunbajo condiciones adecuadas en el campo que faecaecia
distribucion de las sustancias volatiles. En eas® se compararon los efectos de
adicion al suelo tanto de brassicas como de otpos tde residuos vegetales,
seleccionando una leguminosa como la soja. Comaluesign, todos los
biofumigantes empleados retrasaron el comienzo dyjeeon la incidencia y
severidad de la marchitez bacteriana causadR pewlanacearuren las plantas de
tomate crecidas sobre el terreno tras los trataosenecordando que los mejores
resultados se siguieron obteniendo con el emplenaitazas.

Baptista et al (2007) estudiaron la eficiencia de la solarizacip
biofumigacién en el control de la enfermedad caaigaor R. solanacearunen
cultivos de tomate, aunque estudian sus efectosquarado, sin combinaciones.
Para ello emplearon gallinaza como enmienda (epopcines de ensayo de 2 y
5%) y laminas de PE transparente deun® de espesor. Como resultado mas
significativo obtuvieron que sélo la solarizaciarrahte un periodo de 4 meses y la
biofumigacién con 5% de gallinaza redujeron sigaifivamente la incidencia de la
enfermedad. Ademas, la solarizacion supuso unaceituen el contenido de Na y
K tras 4 y 6 meses de su aplicacion sin otros efesignificativos en las
propiedades quimicas del suelo. La biofumigaciocrementd los niveles de
nutrientes en el suelo y la biomasa microbianatefeeste Ultimo, obtenido

también por la solarizacion transcurridos 60 desld su aplicacion.

2.1.5. Metodologia de diagndstico

R. solanacearunes patdogeno de cuarentena en la Union Europea. Su
deteccion y control se describen en la DirectivébBEC con el proposito de
limitar la dispersién del patégeno. La EPPO recelgprocedimiento oficial para
detectar la bacteria tanto en muestras sintomaticasio asintomaticas
(OEPP/EPPO, 2004a).
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Frenchet al (1995) indican que uno de los principales prokleran el
desarrollo de estrategias eficientes para conttal@nfermedad causada [@er
solanacearunes la falta de métodos simples y rapidos para @etacpatdogeno en
muestras de plantas, suelo y agua. Los métodtisitnaales se basan en cultivos e
identificacion morfolégica y bioquimica de las auls asi como en los
comentados test de patogenicidad o el empleo deaglandicadoras (Graham y
Lloyd, 1978).

El aislamiento directo con aislamientos en med®sudtivo es el método
mas antiguo y utilizado para el diagnostico y datetde bacterias fitopatdgenas
(Chen y Echandi, 1982; Karganilla y Buddenhagery,219 Nesmith y Jenkins,
1979). Para que se desarrollen las colonias sesejeodejar las placas sembradas
en incubacion durante al menos 3 dias a 28 °Cuaymgede prolongarse hasta seis
dias. Aungue las siembras en medio selectivo putiilzarse como Unica prueba
de seleccidn, se pueden obtener resultados negativanhibicion del crecimiento
del patdgeno debido a la presencia de otras basteni el medio. Una vez aisladas
y purificadas se emplean varios métodos para gindsico. Entre los métodos de
diagnosis destacan los seroldgicos y, dentro detascas moleculares, la reacciéon
en cadena de la polimerasa (PCR). Diversos autoaes disefiado cebadores
especificos para la deteccion de la bacteria al ninteaespecifico como los
empleados por Boudazet al (1999). Van der Wolet al (2000) emplearon la
inmunofluorescencia para la deteccion y cuantifmacde R. solanacearum
verificando los resultados positivos mediante PGiRucion en placas de cultivo.

Segun Dittapongpitch y Surat (2003) son numerosms rhétodos
desarrollados para la deteccionRlesolanacearutrEstos autores también indican
como los mas comunes el cultivo en placas en mediectivo y la técnica
seroldgica ELISA. Por su parte, Gakdll al (2003) sugieren que al menos se
necesitan tres métodos cada vezita como ejemplos cultivos en medios
semiselectivos, test de inmunofluorescencia y gllende plantas bioindicadoras

como el tomate para la raza 3.
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Una de las razones para desarrollar métodos seglerateteccion se
relaciona con la catalogacion de la bacteria coatogeno de cuarentena ya que
hay que evitar su propagacion en el campo o enidonds de almacenamiento de
material vegetal, especialmente en ausencia densist ya que no siempre
significa la ausencia de patdégenos que pueden penealatentes (Frenat al,
1995).

Lépezet al (2003) indicaron como uno de los métodos madefiadl uso
de plantas trampa mediante la siembra en campondeultivo sensible como
patatas o tomates y el seguimiento de la aparid@rsintomas en las plantas.
También sefialaron otras ténicas de gran interés tanécnica DASI-ELISA con
anticuerpos monoclonales especificos, incluso utodoéde PCR cooperativa.
Estos autores son capaces de detectar la baciata én ecosistemas acuaticos
como en el suelo, permitiendo detectar las célulables como las VBNC.
Concluyen su estudio indicando que una vez intriddua enfermadad en el suelo
conlleva dificultades precisando del uso de medigl®ventivas, metodologias
sensibles y especificas que permitan su detecagircomo programas de control
integrado. También sefialan la importancia de coneceno sobreviven las

bacterias fuera de los huéspedes susceptibles.

2.2.Clavibacter michiganensis subsp.michiganensis

Clavibacter michiganensisubsp.michiganensigSmith 1910) Davi®t al.
1984, se describio en 1910 como causante del ahdacteriano del tomate, del
inglés ‘Bacterial canker of tomato Actualmente se trata de un patdégeno
ampliamente distribuido en todo el mundo incluyeta@azona EPPO donde se
considera un patdgeno de cuarentena, también peitete a su lista A2. En la
figura 4 se recoge su distribucion a nivel mungdiadiendo observar que en Espafia
se distribuye por todo el terrirorio nacional (OHEFPO 2005, 2006b).

Su principal planta huésped es el tomageopersicon esculentynpero

también se ha detectado en pimientos (Moffet y Wd@8B4), berenjenas y en
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malas hierbas solandceas co®olanum douglasiiS. nigrumy S. triflorum
Ademas, un amplio rango de otras solandceas saepies al realizarse
inoculaciones artificiales (Thyet al, 1975) asi como también se sefialan como
huéspedes artificiales y tras realizar inoculagoe@ el tallo: trigo, cebada,
centeno, avena, girasoles, sandias y pepinos. GCétaay (1992) identificaron
como reservorios para su distribucion epifita yapau distribucionDatura
stramonium Chenopodium alburg Amaranthus retroflexusAdn asi, en todo la
zona EPPO el tomate aparece como principal huésadras que algunas de las
malas hierbagertenecientes a las solanaceas, anteriormentéadagiason sus
reservorios mas importantes (OEPP/EPPO, 2005)s@studios se centran en la
superviverncia de la bacteria en el suelo e inckis@lgunas investigaciones se
encuentran referencias que indican Qua.michiganensipude permancer hasta 8

afios en el suelo (Trevors y Finnen, 1990).

2.2.1. Caracterizacion bacteriana

C.m. michiganensigresenta colonias lisas, brillantes con margenes
enteros y coloracion amarilla en medios nutritigenerales. Se trata de una
bacteria aerobia, gram positiva y que no espo€iga. metabolismo oxidativo de la
glucosa, catalasa positiva, oxidasa negativa, @adn de 4cido de la manosa en
condiciones aerdbicas positiva, crece en presealei@% de NaCl, hidrélisis de

almidon positiva y produccion de 43 a partir de peptona (OEPP/EPPO, 2005).
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Distribution Maps of Quarantine Pests for Europe

Clavibacter michiganensis

Mational record Subnational recond
E‘ Present IE‘ Present
@ Present only in some areas Present only in some areas 2006-09-19

Figura 4. Distribuciéon mundial deClavibacter michiganensisubs.
michiganensigFuente: OEPP/EPPO, 2006b)

2.2.2. Ciclo del patégeno
Las fuentes de in6culo del chancro bacteriano emat® incluyen: su

presencia en el suelo don@em.michiganensipermanece asociada a restos de
cosecha, las malas hierbas que emplea como reisstvel manejo de estacas
afectadas y la transmision por semilla. Ademasljdaminacion secundaria puede
tener lugar por medio de las salpicaduras de aguleo de maquinaria
contaminada o incluso a través de las manos deabajadores; del mismo modo
se puede inocular a través del empleo de estadasmas o en el momento del

corte para obtener trasplantes. En el caso deslasas, los primeros sintomas
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aparecen en el tallo, exactamente en los lugatesisi®mo donde han sufrido algun
tipo de abrasion. En el caso de los trasplantggréddo de latencia puede ser de 3
a 6 semanas, creando problemas en los programesrtifecacion basados en la
apariencia visual. Aquellas plantas infectadas guentes de semillas enfermas
sufren sintomas muy diferentes: como caso exteroexlgn morir, 0 pueden
presentar problemas en el momento de la fructificeo, incluso, no desarrollar
ningun tipo de sintoma. La infeccidn secundariaasecia, frecuentemente, con
sintomas foliares, sintomas de “ojo de pajaroreto$, 0 ambos sintomas a la vez.
Sin embargo, cuando esta infeccion secundariataesid la preparacion de
trasplantes dara lugar a infecciones sistémicasgpendran la muerte de la planta
(Joneset al, 1991).

La infeccion de la planta huésped se produce, uheafmatural, a través
de heridas, seguida de la invasion de los vasemdticos tratdndose, por tanto, de
una enfermedad sistémica vascular (Wallis, 197@ncla bacteria se localiza en
un principio en el xilema, el transporte de agu&esa perjudicado contribuyendo
al marchitamiento de las plantas afectadas @adlr, 1999). Estos mismos autores
recogen que, al igual que otras bacterias queaafextplantasC. michiganensis
produce exopolisacaridos (EPS) que determinan ragasr e importantes
funciones bioldgicas. Por ejemplo, estos EPS peoteg las bacterias de la
deshidratacion y las previenen de su deteccidonepaistema defensivo de las
plantas huéspedes y, ademas de inducir el margaiteonen el epicotilo de
tomate, provocan la desintegracion de la membiitatdidal de cloroplastos. Los

EPS deC.m. michiganensisieron caracterizados por Van der Betlal. (1991).

2.2.3. Sintomatologia relacionada y patogenicidad

Segun la OEPP/EPPO (2005) y de forma gen&ah.michiganensis
causa infecciones sistémicas en plantas de tori@atdosel sintoma principal un
marchitamiento sistémico (Jonesal, 1991). Esta bacteria también puede causar

la aparacion de manchas en hojas y frutos comdtadeude una infeccion local,
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normalmente en condiciones de riegos aéreos. Existenplio rango de sintomas
dependiendo del emplazamiento de las plantas (iadero o campo), de su edad
en el momento de la infeccion, de las practicatuales, etc. Ademas, existen
razas que producen sintomas menos severos que Gitadis et al (1991)
indicaron la presencia de la bacteria en plantastesaticas estudiando los
métodos de deteccidn para estos casos.

En invernaderos, la enfermedad bacteriana puedectdete en los
primeros estadios mediante coloraciones en vert#opaonas aceitosas entre los
nervios foliares que progresan hacia zonas sec&s aglguieren entonces
coloraciones claras y que avanzan hasta necro$ansgmente, toda la planta se
ve afectada tomando una apariencia de “desecac#bmilar a la causada por
fuertes intensidadesolares que llegan a quemarlas 0 a un tratamiecsi&o con
algun producto quimico. Los sintomas de marchitatniguese observan pueden
confundirse con los causados frsolanacearumiFusariumspp. yVerticillium
spp (OEPP/EPPO, 2005).

Conforme la infeccion sistémica va progresandoursdg de las hojas
pueden marchitarse y, con frecuencia, sélo afedias doliolos de una de las
mitades. Este sintoma se observa durante los peria® méaxima transpiracion. En
caso de condiciones favorables para el desarrella dacteria (25-30 °C y con
estrés hidrico)os sintomas de marchitamiento y posterior secatafea las hojas
completas en solo unos dias. Finalmente toda fdgpise deseca.

Los frutos de plantas infectadas, también en camis de invernadero,
pueden sufrir problemas en su desarrollo, caer gxgammente y madurar de forma
irregular. Las tipicas manchas bacterianas (tantdi@as como en frutos) no
aparecen en invernaderos si no se emplean riegeesaéespecialmente por
aspersion.

En el campo, segun Carltat al (1998) los foliolos de la hojas méas
viejas se rizan, los margenes amarillean y al figahecrosan debido a la entrada

del patégeno a través de los hidatodos. Las plameen poco y, conforme los
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sintomas avanzan, van desecandose de forma grdttudbs tallos se pueden
observar heridas longitudinales que pueden rajaadeirse formando chancros. La
médula puede colapsarse completamente y en eldeagus frutos, los sintomas
comienzan como pequefias lesiones con un halo l@emgu alrededor. Estas
lesiones van progresando hasta desarrollar mamcimasoloraciones marrones en
el centro y comunmente se dice que adquieren wctspe “ojo de péjaro”, del
inglés “bird’s eye”; estas lesiones en frut@nen un tamafio entre 3-6 mm de
didmetro. En su interior, el fruto puede contermras amarillentas que alcanzan a
las semillas. Algunas lesiones se observan cellcedtlie donde también pueden
distinguirse coloraciones amarillentas (Josiesd., 1991; OEPP/EPPO, 2005).

Independientemente de donde ocurra la infeccionegpecto a los
sintomas generales, los peciolos de las hojas peweaean turgentes hasta que los
foliolos se vean afectados. De forma general, tgashsituadas en las partes mas
bajas son las primeras en marchitarse, permaneclaadnas altas turgentes hasta
la fase final de la enfermedad. Sin embargo, sinfaccion comienza como
consecuencia de una herida durante la poda derla ferminal, la enfermedad se
desarrolla primero en la parte alta y rapidameetalispersa por toda la planta
hasta matarla. Del mismo modo, en el tallo pueganezer raices adventicias y no
siempre se observan chancros (Jated, 1991).

En ciertas plantas no huéspedes o resistentedataerias patogenas
pueden producir respuesta hipersensible (HR) cersild, como se ha recogido en
el apartado 2.1.3, como una rapida respuestalagaglde la invasion patogénica y
caracterizada por la muerte celular. Gitaitis (398dic6 que determinadas razas
virulentas deC.m. michiganensigmducian una reaccion hipersensible, en forma de
respuesta necrotica, en plantasMieabilis jalapa. En otros estudios (Gitaitis y
Beaver, 1990) se recogia la laboriosidad de latifitation mediante test de
patogenicidad asi como la dificultad de identifimbacteria en plantas, o partes
de éstas, que no presentan sintomas. Por ellg, @stores emplean el analisis de

lipidos, concretamente de ésteres metilicos d@sgchsos (del ingléddtty acid
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methyl estersFAMES”) analizados mediante cromatografia de gas®, ademas
de para identificar diferentes razas @em.michiganensjstambién ayudan a

distinguir la bacteria de otras gram-positivas prgsentan morfologias similares.

2.2.4. Fuentes de in6culo, control y prevencion

Las principales fuentes de indculo han sido citafagl apartado 2.2.2.
reconociéndose como las principales causas el engf@esemillas y trasplantes
infectados. Pero se ha demostrado que el patogeadepsobrevivir durante
muchos meses en asociacion con restos vegetatele goede invernar y esperar a
gue las condiciones ambientales resulten favorafeetando, de este modo, a las
plantas del cultivo siguiente (Moffet y Wood, 198A)in asi, se ha comprobado
gue las poblaciones bacterianas detectadas sonreseeon los restos enterrados
que en los abandonados sobre la superficie dehtedonde la descomposicion es
mas lenta y la interaccién con otros microorganse®menor (Chargfal., 1992;
Gleasoret al, 1991). También ha quedado demostrada la caphiitéctiva de la
bacteria por via radicular (Gémetal, 2006).

En 1967, Strider publicé estudios de superviveraafirmando que la
bacteria era capaz de invernar tanto en sueloEdfarenosos como en agua
(destilada previamente o corriente). Sin embargo,se detecté en suelos que
fueron secados al aire transcurridos 8 meses trasosulacion, ni tampoco en
asociacion con los alambres empleados para el eswjpatie cultivos tras 3 meses
de su contaminacién. Para estos mismos aut@.es,michiganensipermanecio
durante 18 meses viable y virulento en suelos gueosiservaron humedos en
frascos que se almacenaron a temperatura ambiehtstg 30 meses en agar
nutriente a 2 °C.

Por su parte, Echandi (1971) indicé que el patégemtia sobrevivir sélo
durante 2 semanas cuando se introducia en el soglo células libres, es decir,
directamente. Del mismo modo, encontré que erazcdpainvernar en material

vegetal en descompaosicion, corroborando los refsgtde Strider (1967).

88



Aungue la longevidad del patdégeno en el suelo @efzendiendo de la
region o localidad en estudio y de distintos faetogque incluyen la temperatura,
humedad, pH, y antagonismo microbiano, entre gBasu, 1970), son humerosos
los estudios realizados que facilitan avances dabreondiciones de supervivencia
de C.m.michiganensiéGleasoret al. 1988; Gleason y Braun, 1990; Gleastral
1991). Segun estos ultimos autores la bacteria sobrepeido menos 24 meses
en asociacion con restos de cosecha en la supedfitisuelo pero esta cifra se
redujo a 7 meses si estos restos se enterrabantrdsaarios de experimentacion en
campo verificaron que tanto frutos como foliolos plantas de tomate pueden
soportar elevadas poblaciones epifitasCd®m.michiganensjgranscurriendo entre
5y 7 semanas entre su establecimiento y el ddlsadie necrosis en hojas y entre
4 y 6 semanas hasta observarse la enfermedad reasphdyacentes e infectadas
de forma sistémica.

La temperatura aparece como uno de los princifadtsres que afectan a
la supervivencia de la bacteria. Basu (1970) e&tucthmo progresan las
poblaciones del patégeno asociadas a restos deheose condiciones de suelos
sometidos a bajas temperaturas (que incluso lladeatarlo) y en el caso de suelos
sometidos a altas temperaturas (que lo calientesi).la bacteria sobrevivio hasta
36 semanas en hojas de tomate mantenidas a -260r6Q\@ se detecté después de
tres semanas de tratamientos en un rango de temmaargomprendido entre 5 a
35 °C. De los resultados del estudio térmico sprdade que, bajo condiciones de
invernaderoC.m.michiganensiao es capaz de sobrevivir mas de 3 6 4 semanas.
Para evitar la posibilidad de infecciones primasigmrtir de suelo contaminado, el
suelo puede someterse a altas temperaturas ddraetmanas antes de sembrar o
trasplantar. También la humedad influye en la stpencia del patégeno, aunque
menos que la temperatura y, de hecho, la humedaglé®, per se no limita la
capacidad de supervivencia del patogeno (Basu,; Ma@fiet y Wood, 1984). EI
tipo de suelo también se ha indicado como facttnjente en el patbgeno cuando

éste se asocia a restos vegetales. Asi, Moffet ydMd984) recuperaron la
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bacteria a partir de tejido vegetal infectado quednterrado en el campo durante 3
meses en suelo franco-arenoso y durante 7 mesegknfranco-arcilloso.

Los estudios de supervivencia realizados por Chanhgal. (1990)
determinaron que el patégeno pudo recuperarsesogieaion con tallos de tomate,
tras 196 dias desde la infeccion. Estos tallos ofuesituados a distintas
profundidades en el terreno. Como resultados, smvobque el ratio de
supervivencia fue superior en superficie perosolservaron diferencias a 10, 20
y 30 cm de profundidad.

Fatmi y Schaad (2002) centraron su investigacibtaeasociacion de la
bacteria a los tallos de tomate en condicionesani@o, comprobando de nuevo
gue la supervivencia del patdbgeno disminuia sidsfos de tallo se enterraban en
el suelo.

También es importante la transmision de la bactarizavés de las
semillas (Shoemaker y Echandi, 1976; Tsiantos, 13¥85te modo de dispersion se
debe a que el patdégeno permanece en la superficiasdsemillas, sin existir
infeccion interna. Del mismo modo, hay que considda posible transmision por
medio de las plantulas dond m. michiganensipuede permanecer en estado
latente, esperando las condiciones adecuadas.spargion se puede favorecer
durante la manipulacion de los cultivos (defoliaeis, podas, recoleccion, etc.).
Una vez se detecta la enfermedad, las plantasadectdeben de ser destruidas vy,
en el campo, las zonas donde ha aparecido debarsail@©OEPP/EPPO, 2005).

Entre los métodos de control, se indica el tratameunimico con BM
(Munnecke y Ferguson, 1960; Strider, 1967). De Letoal. (2008) compararon la
eficiencia de distintos compuestos quimicos corldg que el sulfato de cobre
combinado con 8-hidroxi-quinolina podria controlas sintomas externos de
chancro bacteriano, en condiciones de invernageotegiendo el medioambiente
al reducir la cantidad de cobre aplicada a losvadt

Segun Jonest al (1991)el empleo de semillas y trasplantes limpios es el

principal método de control, de modo que recomierdalesinfeccion de semillas
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con hipoclorito sddico, hipoclorito célcico o ageeiente, al igual que proponian

Shoemaker y Echandi (1976). En el caso de invernadanto el suelo como las

macetas deben desinfectarse. Las herramientaglogdrhan de ser igualmente
desinfectadas durante y al final de su uso. Lasastpuede librarse del patégeno
con vapor de agua o con soluciones de hipocloditlice. En el caso de detectarse
suelos enfermos en el campo, las plantas de tdmatele incorporarsse al terreno
para favorecer la descomposicion de los restos ses@mienda la rotacion de

cultivos incluyendo plantas no huéspede€dr.michiganensis

Tras el estudio realizado por Gleasdral. (1991), donde demuestran que
la asociacion del patégeno con restos de coseckaepueducir de forma
significativa los rendimientos de cultivos de toengtosteriores, los autores
sugieren como medida de control la rotacion deivadtsin emplear tomates
durante un periodo de tiempo no inferior a un afio.

Jahret al. (1999) indicaron que el control quimico de t#€eemedad
usando antibioticos o compuestos de cobre no aesully eficiente y, ademas, su
empleo supondria importantes problemas medioanabésnt tampoco el uso de
cultivares resistentes ha resultado satisfactoelotado. También Changt al
(1991) sugieren las medidas de prevencion emplesedillas totalmente sanas,
certificadas y plantulas diagnosticadas librespagbgeno.

La solarizaciéon también ha sido ensayada para mratodel chancro
bacteriano del tomate (Antonicet al, 1995), resultando efectiva en el caso de
invernaderos. Para ello, el suelo se cubrié comni@snde PE transparente durante
unas 6 semanas reduciéndose de forma drasticaidkemcia de la enfermedad v,
ademas, se obtuvieron mejores resultados que ¢oatahiento con BM (aplicado
en dosis de 70g ) que no fue efectivo.

Segun estudios realizados en Esparia por Elostedh (2006), entre las
medidas tomadas para el control de la enfermedt edrgrave episodio de la
misma acontecido durante el otofio de 2002 en AntiglCanarias y el Levante

espafiol, lo mas comun fue la eliminacion de plaatdsrmas, el aislamiento de
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los focos y la desinfeccion de herramientas coondhipito sédico. Al finalizar el

cultivo, se eliminaban las plantas, incluyendo esjcy se aplicaron tratamientos
quimicos al suelo y estructuras y/o se solarizénddo que el resultado final fue
efectivo en casi todos los casos. Asi, de todaditaas afectadas s6lo un 2%

volvié a mostrar sintomas en la campafia siguiente.

2.2.5. Metodologia de diagnostico

La infeccion sistémica de la bacteria puede deteetaumergiendo un
trozo de tallo afectado en agua, de modo que emergexudado bacteriano
adquiriendo la suspension un aspecto lechoso en puops minutos. La
OEPP/EPPO (2005) describe la metodologia de diéigndscluyendo las técnicas
ELISA, PCR y tests de patogenicidad.

Son numerosos los estudios sobre medios nutrities permitan un
aislamiento facil de la bacteria (Kado y Heskef7Q@; Fatmi y Schaad 1985;
Dhanvantari, 1987; Fatmi y Schaad, 1988) a pagtimdterial vegetal infectado.

Por su parte, De Ledet al. (2006) compararon la eficacia de las técnicas
de deteccion tradicionales (serologicas, molecslarede aislamiento) con la
innovadora técnica de separacion inmunomagnéiid8)(que permite detectar
C.m.michiganensisubspmichiganensien semillas de tomate. Como resultado, la
IMS demostré la mayor sensibilidad y especificidddavorecer un aislamiento
selectivo y permitir la caracterizacion de los difdes aislados y la verificacion de

su poder patégeno.

2.3.Mycosphaerella brassicicola

Una de las enfermedades foliares mas importantesafgctan a las
brassicas es la conocida como “mancha en anillbindéés ‘Ring spot diseasey
gue estd causada por el honiytycosphaerella brassicicoldDuby) Lindau
(Kennedyet al, 1999; Van den Ende, 1993a). Su presencia ercutiivos de

brassicas queda restringida a aquellas zonas @sernan unas condiciones de
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elevadas humedades y temperaturas moderadas, caida® entre 5 y 20 °C
(Daly y Tomkins, 1995; Van den Ende 1993a; Van Bade, 1993b). Durante un
periodo de epidemia, el patégeno se disemina desdeestos de cultivo que
qguedan en el suelo (sobre el mismo o incorporadisted o de forma més directa,
desde cultivos ya maduros a otros colindantes.

M. brassicicolasoélo puede persistir en el suelo en asociacionrestos
de cultivo (UC Davis, 2007) y son tres las formadas que el hongo inverna: en
las partes de la planta que infecta, en los rafgosultivo y en semillas (Daly y
Tomkins, 1995).

En condiciones de campo, las zonas mas afectadasrepa se localizan
en los Paises Bajos y, respecto a los ciclos divaulas infecciones mas severas
se han observado entre la octava y décima semams<elt trasplante de las
plantulas de brassicas, asi como al final de veyamadncipios del otofio, cuando
las plantas en campo estan totalmente desarroljadks condiciones climaticas

resultan 6ptimas para el desarrollo de la enferch@dan den Ende, 1993a).

2.3.1. Clasificacion fangica

El patégeno responsable de la mancha en anilloassibas pertenece al
Reino: Fungi; Phylum: Ascomycota; Clase: Dothideoetgs;, Subclase:
Dothideomycetidae; Orden: Capnodiales; Familia: ddphaerellaceae; Género:
Mycosphaerella; Specie: M. brassicicola; Nombreobiial: Mycosphaerella
brassicicola(Duby) Lindau (1897). El estado imperfecto (anamprAsteromella
brassicicola(Chev.) Boerema y Kersten (1964). El hongo es héahoot (Siluéet
al., 1999).

2.3.2. Ciclo del patégeno
En condiciones de campo la descarga de ascospgree fener lugar en
un amplio rango de temperaturas comprendidas ényr&6 °C (Van den Ende,

1998). Sin embargo, en condicion#&s vitro la maxima temperatura para la
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descarga de las ascosporas se sitia en 22 °C gendeatrabajar siempre con
aislados holandeses). En hojas secas los cuermifdros necesitan entre 24 y 48
horas tras su humedecimiento para la descarga.

En cuanto al tiempo requerido para la germinaciérestas ascorporas
también depende, principalmente, de la humedadspecto a las condiciones
térmicas, la mayoria de las esporas necesitan 48 ko un rango de temperaturas
entre 18 y 22 °C, mientras que a bajas temperateraanas a 7 °C la germinacion
tiene lugar tras unas 96 horas. Una vez germindaasascosporas, las hifas
colonizan el huésped a través de los estomas drgesl periodos de humedad
elevada o humedeciendo las hojas (@btal, 1993).

Para la formacién de los cuerpos fructiferos, devada temperatura es
un factor importante. El hongo forma espermogoriosin rango entre 0y 22 °C y
esta fase del ciclo es independiente de la hum&iacembargo, al menos 4 dias
con humedades elevadas (> 98%) y temperaturas&mte0 °C se necesitan para
la formacion de pseudotecios. En condicioinegitro la produccién de ascosporas
de M. brassicicoladepende de la variacion de temperatura e ilumina@&dtz et
al., 1993; Kennedwt al, 1999).

2.3.3. Sintomatologia relacionada

Las lesiones causadas pdr brassicicolasélo aparecen en las partes
aéreas de las plantas afectadas. Las manchasllensani el tipo de lesion mas
comun con forma circular y méargenes definidos. €£désiones muestran una
coloracién caracteristica marrén-negruzca y dekanroespermogonios y
pseudotecios.

La dispersién de la enfermedad y posterior infatcdé plantas depende
de la produccién de ascosporas dentro de los pwmineM. brassicicolgproduce
un micelio filamentoso de coloracion grisdcea-blemina cuando se hace crecer

en medio con agar (Kennedyal, 1999).
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Tras la infecciébn de las hojas, el patégeno requide periodos
relativamente largos (de 10 a 28 dias) de humeddd superficie de las mismas
para el desarrollo de pseudotecios y produccidoms®sporas (Kennedst al,
1999). Los pseudotecios en las hojas aparecen basaoaras y, con frecuencia,
forman anillos concéntricos y liberan las ascospendo maduran. Estas, a su
vez, se diseminan con el viento llegando a alcamizstancias considerables
(Kennedyet al.,, 2000).

Los cuerpos fructiferos conteniendo ascosporas raadse forman,
mayoritariamente, en hojas viejas y que adquiecdoraciones amarillentas (Van
den Ende, 1998). Las lesiones que aparecen ers fyutdlos se caracterizan por su
color negro, por su forma irregular y no esporulan.

Las infecciones mas severas provocan un adelant sknescencia de
las hojas e importantes defoliaciones, de modcegtes dafios son responsables de
importantes pérdidas econdmicas al afectar al miedio de los cultivosM.
brassicicolatambién supone problemas serios en condicioneb@deanaje ya que
las lesiones que causa se convierten en puntosnttada para patdgenos
secundarios y, ademds, las manchas en anillo damtircreciendo aun en
condiciones de bajas temperaturas (0-5 °C) aundmtdm severidad de la

enfermedad durante las condiciones de almacenaniah den Ende, 1998).

2.3.4. Fuentes de in6culo, control y prevencién

La capacidad de dispersion del patégeno desdevasiltaltamente
infectados a otros recién trasplantados, es laga@enindculacion que requiere un
mayor control para evitar la enfermedad (Kennetlyal, 1999; Van den Ende,
1998).

El empleo de productos quimicos contta brassicicolaincluye el uso
de benzimidazoles (como benomilo y carbendazimg)femox, oxicloruro de
cobre e hidréxido clprico ya que se ha observadopgoporcionan altos niveles

de control cuando se aplican en campo al obsenl@sgerimeros sintomas o tras
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periodos de riesgo con altas humedades (Daly y Trank995; Sherf y MacNab,
1986; Van den Ennde, 1998).

Las restricciones sobre las aplicaciones y el defade resistencias son
las principales limitaciones en el uso de fungisid®or ejemplo, bajo la legislacion
holandesa, una de las zonas mas afectadas en Higbmi a las condiciones
ambientales Optimas para el desarrollo de la erfganh el nimero de aplicaciones
de fungicidas contra la mancha en anillo quedégingstia a dos tratamientos con
benzimidazoles y/o una vez pirifenox para cadeoaild cultivo (Van den Ende,
1998).

Continuando con los tratamientos quimicos, Wieksal. (1987) para
combatir las poblaciones di&. brassicicolaresistentes al empleo de carbendazima
y de otros benzimidazoles que afectaron a culiiosoles de Bruselas en el sur de
Australia, emplearon clortalonil, fenarimol, penaoal y triadimeton, obteniendo
buenos resultados.

Para controlar la transmisién a través de las tsnikstas pueden ser
tratadas con agua caliente ya que las esporasamgjohse mueren a 28 °C.
Ademas, los cultivos deberian establecerse sdlagerellos campos que hayan
permanecido libres de cruciferas por lo menos derdos afios (Sherf y MacNab,
1986).

La busqueda de resistencias, las medidas sanitargsdesarrollo de
técnicas de biocontrol, aplicadas solas o en camsiin con fungicidas, se
encuentran entre las estrategias de control daefeareedad. En este sentido, en
Inglaterra, se han desarrollado cultivares de addeBruselas resistentes como el
cultivar Moases (Van den Ende, 1998) , mientraslgsiefectos de defoliacion y la
mejor combinacion de defoliantes con fungicidasbiém han sido ensayadas y
recomendadas (Lorezco y Mariano, 2003).

Para el control de la enfermedad también se a@le@jcorporacion en
el suelo de los restos de cosecha con la finalittadque el material infectado se

descomponga por completo, el retirar las plantaspyulieran haberse infectado, el
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empleo de trasplantes libres de la enfermedadug@ide fungicidas que protejan
antes de que la infeccion tenga lugar, siempreapdo la mancha en anillo sea un

problema en la zona (UC Davis, 2007).
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. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El presente trabajo se planteé tratando de obtmrmitados sobre la
eficacia de la aplicacion de las técnicas de biafaoidn y de su combinacion con
solarizacién en el control de bacterias fitopat@ge®ara ello se seleccionaron dos
de las bacterias fitopatégenas cuya presencia duporlevados riesgos en los
cultivos, principalmente horticolas, y que podiianmermado su rendimiento.

Las bacterias seleccionadas fueRuaistonia solanacearum Clavibacter
michiganensissubsp. michiganensis La seleccion se realiz6 considerando dos
criterios: el primero de ellos es la inclusion debas bacterias en la lista A2 de
patégenos de cuarentena por la EPPO por lo que presencia se hace
potencialmente peligrosa exigiendo tratamientosti@s y soluciones rapidas. El
segundo de los criterios seguidos se basé en fadom de los tratamientos
quimicos empleados en su control, en especial t&l Bante la necesidad de
busqueda de alternativas menos nocivas para ebambiente.

Una vez elegidas las bacterias, y teniendo en augm¢ ambas habian
presentado focos de infeccion en diferentes areasltivo de tomate, se planteo la
necesidad de estudiar detenidamente los efectosaglegécnicas de control
seleccionadas buscando su eliminacidn en asociacidfos restos de cosecha, por
lo que toda la parte experimental se disefid pareealizacién en condiciones
controladas, de invernadero y laboratorio, antegatder aplicarlas en campo,
recordando de nuevo el elevado riesgo que supoagplrimentacion en campo
con bacterias de cuarentena.

Previo al disefio de las técnicas de biofumigacidniogolarizacién, se
llevé a cabo un estudio del comportamiento de Istados bacterianos en el
cultivo seleccionado, es decir, se convino con@taslcance que supondria su
presencia en plantas de tomate cv. Money-Maken Bs$ permitiria graduar la
agresividad y virulencia de los aislados proporadws e identificar de forma

precisa la sintomatologia asociada a los patégenos.
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Las técnicas de control en estudio fueron la bidgdagion y su
combinacion con solarizacion empleando restos deota de tomate, ya que,
aunque el efecto de las brassicas ha sido ampltanestudiado, en Espafia y
mayoritariamente en el sureste peninsular, se genemeladas de otros restos
horticolas, principalmente de pimiento y tomatee quodrian tener actividad
biofumigante. Su incorporacién en el suelo no silpondria una solucion a la
contaminacion ambiental, sino que se eliminariada#as principales fuentes de
reinfectacion de cultivos.

Continuando con el estudio del efecto de los red®mscosecha como
potencial fuente de indculo, la segunda parte de #@abajo consiste en la
aplicacion de control biologico contra el honigtycosphaerella brassicicolan
cultivos de coles de Bruselas, con el objetivo eftucir el empleo de productos
guimicos. Se trata de un ensayo en campo, realeattolanda durante el periodo
requerido de estancia en un centro de investigaeiiranjero, permitiendo el
trabajo con hongos al ser los patbgenos manejad@d grupo de investigacion
seleccionado. Se persigue controlar las fuenteéaateilacion secundarias, como
son los restos de cultivo de cruciferas que quedare la superficie del suelo vy,
para ello, se compararon distintos tratamientosirgleian desde acelerantes de la
descomposicion, a defoliantes y agentes de cdrittdigico.

Esta segunda parte afiade nuevas perspectivasude &lttrabajo inicial
realizado con bacterias, ya que la metodologiecagdi se podria adaptar a los

ensayos expuestos mejorando la deteccion y cudiifin de patégenos.
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lIl. MATERIAL Y METODOS

1. Biofumigacién y biosolarizacién en condicionesatroladas
1.1. Medios de cultivo y crecimiento de cepas bad@nas

Se emplearon dos cepas bacterianas e solanacearumy
C.m.michiganensigprocedentes de cultivos de tomate afectados. EI3,268€
reciben en el laboratorio de Virologia Vegetal deUniversidad Politécnica de
Valencia las bacterias crecidas en placas Petrienamdo medios nutritivos
generales. Los cultivos fueron solicitados a zodaade en alguna ocasion
esporadica se habian detectado las enfermedadesamditamiento y chancro
bacterianos, con la finalidad de manejar los aislaataptados a las condiciones
ambientales de los campos espafioles. El trabajercimreviviendo los cultivos
puros, continuando con el ensayo de los mediostasale mas adecuados y con la
seleccion de las condiciones Optimas de crecimie@tmmo medio general de
crecimiento se disponia de YDA (del inglégeast Dextrose AgarAgar de
levadura con dextrosa) preparado a partir de 2854gar 3 Plate count agar —
Standard Methods Agprde la marca comercial DIFCO, en un litro de agua,

autoclavado y volcado en placas Petri.

1.1.1.Ralstonia solanacearum
Las colonias bacterianas se hicieron crecer emedio modificado de
cloruro de trifeniltetrazolio TTC (Kelman, 1954; #@ay Heskett, 1970; Nesmith y
Jenkins, 1979)
- 10g de glucosa
- 10g de peptona universal
- 1g de caseina hidrolizada
- 18g agar

- En 1litro de agua destilada
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- Afadiendo 1 ml de una solucién al 1% de cloruro2®5 trifeniltetrazolio
esterilizado en autoclave por separado por cadar?de medio

Una vez preparado el medio y dispuesto en plaeas, Be realizaba la
siembra bacteriana repicando de las placas madm®e en cabina de flujo
laminar, con asas de siembra debidamente flamegdasanteniendo las
condiciones de esterilidad) y se dejaban creceanter48 h a temperaturas
cercanas a 30 °C (Nesmith y Jenkins, 1979).

Los cultivos se mantenian en la estufa, en osadyig se repicaban
semanalmente. Todas las placas eran selladas caafilmpaevitando la

deshidratacion del medio nutritivo.

1.1.2.C.m.michiganensis
Las colonias bacterianas se hicieron crecer erionig2l (Kado y Heskett,

1970) modificado:
- 10g de glucosa
- 4g de caseina hidrolizada
- 2g de extracto de levadura

1g CINH,
- 0,3g MgSQ7H,O
- 1,29 Tris
- 15g agar

- En 1litro de agua destilada

Una vez preparado el medio y dispuesto en plagd2etti, se realizaba la
siembra bacteriana de la misma forma que paradieitie anterior: repicando de
las placas madre (siempre en cabina de flujo lamioan asas de siembra
debidamente flameadas y manteniendo las condicitmesterilidad) y se dejaban

crecer durante 48 h a temperaturas cercanas@ @8évors y Finnen, 1990).
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Los cultivos también se mantenian en la estufa,oscuridad, y se

repicaban una vez a la semana. Todas las placasaladas con parafilm.

1.2. Reaccion de hipersensibilidad en hojas de tatia
Una vez al mes, se realizaban infiltraciones anespacios intracelulares
de hojas de tabaco con suspensiones bacterian@siemmio 1®UFC (Unidades
Formadoras de Colonias) Tipara la determinacién de la patogenicidad de los
cultivos puros, basada en el desarrollo de necintasnervial (Klementet al,
1964; Gitaitis, 1990).
Para la inoculacién, la solucién bacteriana sanelstrizaba (para mantener
cierta uniformidad) al estandar 0,5 de McFarlandje gcorresponde a
aproximadamente 1,5 x 4GFU mI* (Andrews, 2004), su preparacion se indica a
continuacion:
1,17g de BaGI2H,O en 100 ml de agua destilada (A)
1ml de HSO,en 100 ml de agua destilada (B)
Mezclar 0,5 ml de A con 99,5 ml de B
Distribuir en tubos del mismo tamafio y con capatipara el mismo volumen y
sellarlos para evitar pérdidas por evaporaciorreSemiendan alicuotas entre
4y 6 ml
Almacenar (hasta un maximo de 6 meses) a temparatabiente (entre 22 y 25
°C) y en oscuridad
Antes de cada uso, agitar bien mezclando el ptadipiblanquecino del sulfato de
bario
Una vez preparado el estandard 0,5 de McFarlarmhyrrecta densidad de
turbidez ha de verificarse. Para ello se empledbmétodo de las diluciones
seriadas (Figura 5).
Para el caso del estandard 0,5 de McFarland eégiroento seguido se recoge a
continuacion:

- Ajustar una suspension bacteriana a la turbidegtdetard
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- Mezclar 1 ml de muestra en 9 ml de agua fisiolégisgéril (A) (1/10) y
sembrar en placa 100ul en placa Petri

- Mezclar 0,5 ml de la dilucion A en otros 4,5 mlatpa fisioldgica estéril (B)
(1/100 6 10) y sembrar 100l en placa Petri

- Mezclar 0,5 ml de B en 4,5 ml de agua fisiologistésl (10°) y de nuevo
sembrar; asi sucesivamente

- Conteo de colonias

Las suspensiones bien ajustadas deben dar utadesde 1OUFC mil*

1mi
A -
;\ 9 mi de caldo
Muestra para 1710 17104 11108
contar Dilucién——>-

(0% (107

Muestras de 1 ml

L ! 159 17 2 0

]
Demasiadas colenias colonias  colonias®  colonias  colonias
159 x 10° = 159 x 10° -
Contaje Factor Células (unidades
de formadoras de colonias)
dilucicn por mililitro de la

muestra original

Figura 5. Método de las diluciones seriadas (Fuente: Makgal, 1998)
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Una vez preparadas y ajustadas, las solucionesrizas se inoculaban
en los espacios internerviales de las hojas decdatEmpleando jeringuillas y
agujas estériles que se cambiaban al cambiar dei&ol Las plantas de tabaco
tenian una edad minima de 15 dias, para facilamdculacion asi como la
observacion de sintomas y se mantenian siemprereficones de invernadero.
Todos los ensayos de invernadero se realizabaoretictmones de aislamiento en

las instalaciones de la Universidad Politécnic¥ dlencia.

1.3. Inoculacién en plantas de tomate: infeccion otrolada

La inoculacion de plantas de tomate se realizabdres objetivos: para la
obtencion de material vegetal artificialmente itdglo, para comprobar la
virulencia de las cepas bacterianas en plantapbdés y para la identificacién de
sintomas.

A continuacién se indica la metodologia de inocidla en plantulas de
tomate del cultivar Money-Maker, cuyas semillagrdnepreviamente sometidas a
un tratamiento térmico durante 24 h a 80 °C:

- Las plantulas se dejaban crecer en condicionessatroladas de invernadero
hasta llegar al estadio de 4 hojas expandidas

- Ajuste de soluciones bacterianas & WFC ml * segun el estandard 0,5 de
McFarland

- Empleo de agujas y jeringuillas estériles contedoeimos 30 pl de solucion

- Introduccion de la aguja produciendo microheridadas axilas de las hojas
(hasta 3 heridas por plantula)

- Deposicion de una gota de solucion en la zona dafiad

- Cubrimiento con algodon estéril, a su vez impregnadn la solucidn
bacteriana

- Tapado con parafilm permitiendo el desarrollo da imfeccion sistémica

- Las plantas inoculadas se mantenian bajo condiialee invernadero a

temperaturas comprendidas entre 18-30 °C
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Los sintomas se evaluaban transcurridos 15 disatraoculacion

La presencia de la bacteria se confirmaba mediabgervacion visual de
sintomas y usando la técnica seroldgica DAS-ELI8WIleando los antisueros
especificos para las bacterias en estudio: No. 3706 Loewe para
C.m.michiganensiy No. 07056 también de Loewe palRa solanacearum
(Loewe Biochemica GmbH, Sauerlach, Germany). Laodwbgia de la

técnica serologica seleccionada se indica a catian.

1.3.1. Técnica serolégicaDouble Antiserum Sandwich- Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (DAS-ELISA)

De acuerdo con Sanchez-Vizcaino y Cambra (198f8claica serolbgica

se realizé mediante la adicién secuencial de uria de reactivos, separados por

etapas de lavado. Se utilizaron, como soporteubsolb inmunoadsorbente, placas

de poliestireno de 96 pocillos de lectura y se iSigel protocolo de la casa

comercial Loewe, suministradora de los antisuer@Can.michiganensiy R.

solanacearum. Para ello, previamente, se prepararon los tampgoesserian

requeridos en cada una de las etapas:

1- Tamporcoatingo de tapizado:

1,86g NaCO; H,O
2,93g NaHCQ

1000 ml agua destilada
pH 9,6

2- Tampon de lavado:

8g NaCl

1,15g NaHPQ,
0,29 KH,PO,
0,5ml tween 20
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1000 ml agua destilada
pH7,2a74

3- Tampon conjugado y de extraccion (se empledsho)
20g PVP (Polivinilpirrolidona)

2g BSA (albumina de suero bovino)

- 0,1g NaN

1000 ml de tampdn de lavado

pH 7,4

4- Tampon substrato:

- 97ml dietanolamina

- 0,29 MgC}.6H,0O

- en 903 ml de agua destilada
- pH9,8

Una vez preparados los tampones, excepto edvdeld que se dejaba a
temperatura ambiente, se mantenian en nevera.a 4 °C

El procedimiento de la técnica DAS-ELISA se recagmntinuacion:

- Dilucién del antisuero (IgG) en una proporcion 0'2h el tampon de tapizado
afiadiendo 100ul en cada pocillo de la placa desgioieno. Las placas se
incubaban durante 4 horas a 37 °C.

- Transcurridas la 4 horas las placas se lavabamacopdn de lavado siguiendo
instrucciones de la casa comercial: dos lavaddesque suponian adicion del
tamp6n de lavado a los pocillos y retirada inmexdiat un tercer lavado
dejando actuar al tampdn durante tres minutos aletestirarlo.

- Adicién de las muestras: las muestras vegetalesrsegeneizaban en tampon
de extraccion en una proporcion de 1/20, y se anatloOul a los pocillos.

Para las lecturas se precisaban de controlesyussitinegativos: como control
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negativo se empleaban hojas de tomate completamsat@s que se
homogeneizaban en tampdn de extraccion de formdasiral resto de
muestras. Como controles positivos se empleabarcienks bacterianas en
agua fisiologica estéril preparadas directament@giplacas de cultivos puros.
Como blanco (pocillo sobre el que lee el espedtbofietro) se empleaba
tampon de lavado, al considerarse importante eldesano de los tampones
arrastrados durante la aplicacion de la técnici&ipahdo la deteccion de
posibles contaminaciones.

Tras la adicion de las muestras las placas seaheubdurante toda la noche a
4 °C, formandose el complejo antigeno-anticuerpalid siguiente se lavaban
3 veces con tampoén de lavado, de nuevo dos lavagidos precedian al
tercero de tres minutos antes de retirar el tamponsiguiendo eliminar los
restos de muestra no fijados y los antigenos gueauzionaran.

Adicion de anticuerpos conjugados con fosfatasaink la IgG conjugada se
diluia en tampdn conjugado en una proporcion 14266 afiadian 100 ul por
pocillo. Las placas se incubaban durante 4 horas a 37 &@ngcurrido este
tiempo, se lavaban de nuevo con la secuencia sliéatrados expuesta en pasos
anteriores.

Adicion del susbstrato sobre el que actua la fastaglcalina: se afiadian 100ul
por pocillo de una disolucion de p-nitrofenil fasfgde Sigma Chemicals) en
tampon substrato en una proporcion de 1mg/ml y ejabd incubar a
temperatura ambiente hasta reaccionar

Lectura de las placas: se realizaba en un espettmeétro (Multiskan plus)
midiendo la absorbancia de cada muestra a unadonde onda de 405nm. La
primera de las lecturas se realizaba a los 15 wendesde la adicion del

substrato y la Ultima a los 60 minutos.
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En los andlisis serolégicos realizados para la@cadéin de bacterias se
consideraron como positivas las muestras cuya ladsoia superaba en dos veces

la media de las absorbancias de los controlesimegat

1.4. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Con el objetivo de comprobar la adecuada infecdénlas plantas, asi
como el comportamiento de las bacterias en eliimtele los huéspedes, tras las
primeras inoculaciones se observaron las interaesialtraestructurales entre las
bacterias patdgenas y los tejidos vegetales afextaok su introduccion. Para ello
se empled la microscopia electrénica de barrido SEMI JSM-5410 Scanning
Microscope) en el “Servicio de Microscopia de laiv@rsidad Politécnica de
Valencia” bajo la supervisidon del servicio técnamla universidad. De este modo
se observaron la presencia y efecto de los patédeacterianos en el interior de
las plantas de tomate (Hagetnal, 1968; Huang, 1986). En el SEM se hace incidir
un delgado haz de electrones acelerados sobre westna opaca a los electrones.
Este haz se focaliza sobre la superficie de la rauee forma que realiza un
barrido de la misma siguiendo una trayectoria deal$ paralelas. Cuando la
muestra no es buena conductora se acostumbra hrirkecicon una pelicula
conductora metélica o de carbono para evitar qie ®s cargue cuando sea
irradiada.

Las muestras se prepararon partiendo de fragmeetptantas de tomate,
de aproximadamente 0,5 cm de longitud, que se afijadirectamente a los
portaobjetos especificos, y se procedia con ladokigia previa a su observacion.
Debido a la naturaleza de las muestras estas deb&@n recubiertas
superficialmente por un film conductor de electsynen este trabajo fueron
recubiertas mediante un film de oro. Previamerig nuestras se secaron tras su
paso por nitrégeno liquido y posterior sublimacdebido al elevado vacio que

debe ser suministrado a la columna del microscq@ma permitir que los
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electrones migren de su fuente de emisibn con urag®& suficiente para

interaccionar con la superficie de la muestra dete y poder dar sefiales.

1.5. Tratamiento en macetas: adicion de restos derhate como enmienda
organica

Para el experimento se emplearon restos vegetalegsmdate, variedad
Money-Maker precisando de grandes cantidades de mstterial infectado
artificialmente con las bacterias en estudio yrasmas cantidades de material
totalmente sano que se emplearian como contrololitencion del material
infectado se realizd siempre siguiendo la metodalegpuesta en el apartado 1.3.
Una vez preparado el material vegetal, y comprolsadafeccién con la bacteria,

se procedia con el ensayo en macetas.

1.5.1. Disefio de la experiencia de biofumigacion Wwiosolarizacién en
condiciones de invernadero

Para el experimento se emplearon restos vegetaldsndate infectados
que se introdujeron en macetas (de 15 cm de dianyeft5 cm de altura) que
contenian 500g de substrato preparado mezclanba yuarena gruesa de silice en
una proporcion 4:1 (v/v) favoreciendo el drenajespecto a las caracteristicas de
la turba empleada, se trataba de un substratoltiioc base de turbas de la marca
comercial Gramoflor (Gramoflor Vertriebs gmbH and. CAlemania): enmienda
organico natural, turba neutrédrtina di sfagn con un contenido en carbono
organico de origen biolégico del 35%, nitrégenocamigo 0,3%, sustancia organica
60% y con pH de 6,0.

El substrato se desinfectaba en autoclave, previsara su uso, durante 1h
a 121 °C y se disponia en las macetas.

Las plantas de tomate artificialmente infectadas tas bacterias en
estudio, se cortaban y se mezclaban con el substragayandose tres dosis

diferentes de material vegetal: 5g, 10g y 15g qamta 500g de substrato y con
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cuatro repeticiones. Del mismo modo se preparamsncbntroles negativos, de
modo idéntico pero empleando material vegetal sangplo el substrato sin
adicion de material vegetal y que se considerab@aosis 0.

Estas dosis fueron elegidas en relacion con la dsande las plantas de
tomate, de modo que trasladando el ensayo a camspdgl 10g y 15g por cada
500g de substrato corresponderian con 25, 50 yti@Gfe material vegetal por
hectarea, respectivamente, ajustando las cantidaldesindicadas por Bellet al.
(2003).

Se disefiaron 7 grupos de macetas, formado cadgpam&6 macetas,
coincidiendo con las semanas de tratamiento térraicque iban a someterse
(desde 0 hasta 6). En cada uno de los ensayoddd d@ las macetas (12 macetas
conteniendo material vegetal infectado, 12 maceteeniendo material vegetal
sano y 4 macetas sin material vegetal afiadidohsermban en bolsas de plastico
en condiciones herméticas y evitando la salidagelistancias volatiles generadas
durante el proceso de descomposicion de la maisgénica. Estas bolsas eran de
PE térmico transparente, de 300 galgas de espekouy tamafio de 25 x 40 cm.
Las macetas dispuestas en bolsas se rotulabanneoB (de bolsa) mientras que
las que permanecian abiertas se identificaban ¢¢Bnsin bolsa). El esquema de
preparacion y distribucién de macetas se recodge fegura 6.

Las temperaturas ensayadas a las que se somedidotds de macetas,
para estudiar la supervivencia de las bacteria8gpaas, fueron 25°C y 45°C
(Basu, 1970). Estas temperaturas se seleccionar@que una temperatura media
de 25 °C se puede alcanzar facilmente en condikideecampo debido a las
condiciones climéaticas en Espafia. Ademas, la téahécbiofumigaciéon aplicada
en campo puede combinarse con otras, como conldaizegion, cubriendo la
superficie del terreno con una lamina plasticanyeste caso, las temperaturas del

suelo en condiciones de campo podrian alcanzac)usb superar, los 45 °C.
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56 macetas . Macetas no embolsadas

. Macetas embolsadas

Material infectado Material sano
0000 . (0000
Q9009 Q9009
Q00 ® o, SO0 ®
Q900 ® ' X R X
Q9009 -, O00O
X R X Q909

So6lo substrato

Figura 6: preparacion de los lotes de macetas para setisasa los

tratamientos térmicos

Una vez preparadas, todas las macetas (las S€agarlote o “semana de
tratamiento”) se colocaban en estufas a las termyas experimentales.
Transcurridos los periodos de tratamiento, el $etsacaba de la estufa y todas las
macetas se trasladaban al invernadero, donde pecerdn en condiciones
semicontroladas de humedad y temperatura (18-30N¥&la més sacarlas, en cada

una de las macetas se trasplantaba una plantulandge, cv. Money-Maker de
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dos semanas de edad, totalmente sana, crecidasstisteato desinfectado y usada
como trampa biolégica. Posteriormente, las massgtasgaban hasta la saturacion.

El efecto de los tratamientos se evaluaba traridosr40 dias desde el
trasplante. Para ello todas las plantas, con gisiomas de enfermedad bacteriana,
se analizaban mediante la técnica serolégica DASALcomo se ha descrito en
el apartado 1.3.1. Cuando los analisis mostralmuitaelos negativos para todas las
plantas a la presencia de la bacteria correspaediese consideraba que el
patdbgeno no habia infectado las plantas y que,l@danto, las poblaciones
bacterianas habian sido reducidas, al menos, @jaldel limite de deteccién de
la técnica de diagndstico empleada. Sin embargms baiveles patogénicos
podrian permanecer todavia en asociacion con tratidy (Noble y Roberts,
2004).

En total se ensayaron:

7 lotes de 56 macetas correspondientes a los imtts (desde 0 hasta 6

semanas) par@.m.michiganensia 25 °C

- 7 lotes de 56 macetas correspondientes a los imitra (de O hasta 6
semanas) pata.solanacearum 25 °C

- 7 lotes de 56 macetas correspondientes a los imttos (desde O hasta 6
semanas) pai@.m.michiganensia 45 °C

- 7 lotes de 56 macetas correspondientes a los imitra (de O hasta 6
semanas) pata.solanacearum 45 °C

- Las correspondientes repeticiones en los tratansetd corte (de no deteccion

bacteriana) para ambos patdgenos, a las dos temmasrale estudio y en

diferentes estaciones del afio (verano e invierno)

1.5.2. Analisis estadisticos
La incidencia de la enfermedad, expresada comeptaje de plantas con
resultado positivo a la técnica DAS-ELISA, se eabl mediante el analisis

factorial ANOVA utilizando el programa Statgraphidslus softwre 4.1.
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(Manugistics Inc., Rockville, MD,USA). Los datosnsparando los controles con
las macetas conteniendo restos infectados se amwalizon dosis, semanas de
duracion de tratamiento térmico y tratamiento decetas (abiertas o cerradas)
como factores fijos.

Las diferencias significativas se analizaron campdo medias mediante
el test LSD (del inglesLeast Significance Differencgde Fisher (P< 0,05). Los
analisis de regresion se llevaron a cabo medidrmieograma EXCEL (Microsoft
Office, 2003).

1.6. Introduccién y recuperacion de cepas bacterias en sustratos infectados
artificialmente

Este experimento estd basado en el realizado paoiia y Finnen (1990)
pero fue modificado, recogiéndose la metodologtardginuacién y mostrando un

esquema en la figura 7:

- Preparacion de substrato autoclavado como se recogeapartado 1.5.1.

- Muestreo de 40g de substrato y se introdujeron lapap Petri de cristal
previamente autoclavadas: se prepararon un totlpdigcas (2 por bacteria en
estudio)

- Se afiadieron 10 ml (10UFC mI") de solucién bacteriana, preparada
directamente a partir de las placas crecidas yoveEndo con ayuda de una
espatula estéril

- Se afadié agua destilada estéril hasta alcanzaivehde humedad cercano al
60%

- Inmediatamente después se extrajo 1g de substsgtaijuy6 en 9 ml de agua
fisiologica estéril (8g de NaCl por litro de aguestilada) para el posterior
recuento de viables aplicando el método de lagidies seriadas (apartado
1.2)), extendiendo 1@0D por la placa de medio (se ensayaron medios
selectivos: TTC pardr. solanacearuny D2 paraC.m.michiganensiy se

comparaba con YDA como medio general)
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Se realizaban 5 diluciones (5 tubos de diluciomemdas) y dos repeticiones
de siembra para cada dilucién: en total 4 placastym de dilucion (2 en
medio selectivo y 2 en medio general) y por baaten estudio haciendo un
total de 20 placas por bacteria

Las 20 placas se incubaban invertidas a 25 °C tuvadias

Se procedia a la identificacion y conteo de lasréiftes colonias crecidas en
las placas

Las cuatro placas de cristal (2 por bacteria) Barea con parafilm evitando la
pérdida de humedad

Una placa por bacteria se incubaba a 25°C y a 4&e8@ectivamente, durante
6 semanas

Cada 7 dias toda la metodologia se repetia: sei@dtg de substrato por placa

y se realizaban las siembras para posterioresaonte

En total se preparaban 40 placas semanales paribataciendo un total

de 80 placas y con tratamientos térmicos desdst@ Bssemanas:

10 placas en YDA a 25 °C
10 placas en medio selectivo a 25 °C
10 placas en YDA a 45 °C

10 placas en medio selectivo a 45 °C

Se realizaban conteos de las diferentes colotiasreadas en las placas,

identificando las bacterias patdégenas en estudio gpaluacion visual de la

morfologia (forma, tamafo, coloracién, margenes) gtconfirmando mediante la

obtencion de sus cultivos puros, que eran analzado serologia DAS-ELISA,

con los antisueros especificos. Cuando el resukaal@ositivo, se procedia a la

inoculacion en hojas de tabaco como test de paitdad tras los tratamientos

térmicos, siguiendo la metodologia expuesta epatado 1.2.
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Algunas de las colonias seleccionadas en estgefmseron identificadas

mediante la técnica PCR (Reaccion en Cadena deoliendPasa) descrita en

apartados posteriores.

1.7. Determinacion de la supervivencia de los patégos en asociacion con

tejidos vegetales

Para la determinacion de la supervivencia del patdgn el suelo, pero en

asociacion con el material vegetal artificialmeritdectado se disefid un

experimento basado en el trabajo de Basu (1909, gopn modificaciones, cuyo

esquema se recoge en la figura 7:

se seleccionaron tres trozos de tallos de tomé&etados con las bacterias en
estudio, confirmando la infeccion de las plantaseolando sintomas (vasos
necrosados) y mediante analisis serolégicos

los trozos de tallo se introdujeron en tubos deaymsconteniendo 6g de
substrato estéril

Se prepararon un total de 24 tubos por bacterngesoh sellados con parafilm
evitando la pérdida de humedad

En grupos de 6 se colocaron en estufas a las tatupes de estudio (a 25 °C y
45 °C)

Cada semana se extraia un tubo (por bacteria yetatopa) de las estufas, se
sacaban los restos de tomate y se lavaban conesggrd para eliminar las
particulas del suelo

El material vegetal limpio se machacaba en moryese homogeneizaba con
agua fisioldgica estéril

Para determinar la presencia de la bacteria lasstnasese analizaban por
serologia DAS-ELISA

Parte de la solucion bacteriana se infiltraba srekpacios intracelulares de las

hojas de tabaco para medir el nivel de fitopataread
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409 substrato + 10ml sol. bacteriana

60% HR
R. zolanzcearum C.m. michigan
25°C 45 aC 15°C 45 aC
9ml AFE 9ml AFE 9ml AFE 9ml AFE

|
NENEN NNERN DDDDD NODOE

diluciones seriadas  diluciones seradas

gembrar 10 placas: gembrar 10 placas: sembrar 10 placas  sembrar 20 placas:

4 placas por who 4 placaz por twho 4 placas portube 4 placas por tubo
I TTC 1 TTC 1 D2 1 D2
YDA IYDA 1 TTC ITIC

]

Crecimiemto a 25°C 7 dias

Idemificacion ¥ comeo

Figura 7.A: Esquema de la introduccion y recuperacion semapalcepas

bacterianas en substratos infectados artificialen@hEE: agua fisioldgica estéril).
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Semanalmente extraceion,

tubos g substrato  Introducir 3 trozos de mat. veq. infectado lavade v machacado con
agua estéril

Anilisis

Figura 7.B: Esquema de la supervivencia de los patdgenosseciagion con

tejidos vegetales

También se estudio la longevidad de las bacterigssociacion directa con
los restos vegetales. Para ello un solo trozo He tafectado se introducia
directamente en tubos eppendorf estériles (de L &encapacidad). De nuevo se
preparaban 24 tubos por bacteria y la metodologhaidentica a la expuesta

anteriormente para tubos de ensayo conteniendaiaiategetal con substrato.

1.8. Identificacion de aislados bacterianos media@tPCR y secuenciacion
Diferentes cultivos puros obtenidos a partir de daknias bacterianas
aisladas en los apartados 1.6. y 1.7. se identificenediante secuencicion parcial
del gen 16S rDNA.
Previamente a la amplificacion de genes mediaatéétnica PCR, se
extraia el ADN de las muestras bacterianas (cdtpugoos en placas Petri). Para la
extraccion del ADN se ensayaron las dos metoddogjae se recogen a

continuacion:
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METODOLOGIA | DE EXTRACCION DE ADN BACTERIANO : usando el
protocolo del “kit” comercial EaZy Nucleic Acid Ikgion (E.Z.N.A.® OMEGA

BIO-TEK, Inc. USA) siguiendo las instrucciones memmdadas por la casa

comercial y que se indican en los siguientes pasos:

en tubos Eppendorf de 1,5 ml de capacidad resuspéngequefa cantidad de
cultivo puro en 600ul de tampon P1 (proporcionadoekkit) y agitar con
vortex

incubar 5 min a 65 °C removiendo los tubos durkniecubacion

afiadir 140 pl de tampdn P2 (proporcionado) y agitarvortex

centrifugar a 13000 rpm durante 10 min

pasar 600ul del sobrenadante a otro tubo Eppengimf afiadir restos
vegetales)

afadir 600ul de etanol absoluto frio y 300ul de(ft8porcionado) y agitar
con vortex

pasar 800ul a una columna HiBindDNA (proporcionaalegplada a un tubo
colector de 2ml

centrifugar a 13000 rpm durante 1min

descartar el filtrado conservando el tubo colector

afiadir el resto del extracto a la misma columneofamadamente unos 700ul)
centrifugar a 13000 rpm durante 1min

descartar el filtrado conservando el tubo colecRoner la columna en un
nuevo tubo colector

afiadir 750ul de wash buffer (proporcionado) vedifido que se le ha afiadido
la cantidad indicada de alcohol

centrifugar a 13000 rpm durante 1 min

descartar el filtrado

afiadir otros 750ul de wash buffer, centrifugar @003rpm durante 1 min y

descartar el filtrado
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centrifugar de nuevo la columna con el tubo coleet 13000 rpm para
eliminar los restos de alcohol de la columna

descartar el tubo colector e introducir la coluranaun nuevo tubo Eppendorf
estéril

afiadir 100ul de pD pcr precalentada a 65 °C, esperar 1min y centrifugar a
13000 rpm durante 1min

afadir otros 100ul de B pcrprecalentada a 65 °C, esperar 1min y centrifugar
a 13000 rpm durante 1min

Etiquetar y congelar hasta procesar si no seaitilezforma inmediata

METODOLOGIA Il DE EXTRACCION DE ADN BACTERIANO

resuspender una pequefia cantidad de cultivo purbmgérde agua bD pcr
esteril

agitar en vortex durante 2 min

hervir durante 10 min

centrifugar durante 10 min a 13000 rpm y recogeoblenadante

precipitar con 1/10 v de Ac Na (acetato s6dico)ydtbn 2v de etanol absoluto
dejar 2h a -20 °C

centrifugar durante 10 min a 13000 rpm y descaitaobrenadante

lavar con 500 pl de etanol al 70% y centrifugaadtg 5 min a 13000 rpm
secar durante 10 min al aire y el tubo boca abajo

resuspender en 100 pl de,Qbcrestéril

Los oligonucleotidos pA-pH (Edwards, 1989) se exapin en la PCR vy

posterior secuenciacion.

La amplificacion se realiz6 en un volumen de 106€pr 10ul de ADN,

100mM dNTPs, 10uM de cada cebador, 10 ul de tand@dRCR 10x (100mM
Tris-HCI pH 8,9, 1M KCI, 15mM MgGl 500pg mif albimina de suero bovino,
0,5% tween) y 5u rifide Taq DNA polimerasa (Roche Molecular Biochemicals
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Las condiciones de la PCR, respecto al perfil igymfueron las
siguientes: 36 ciclos de desnaturalizacion a 9dui@nte 1 minuto, temperatura de
anillamiento a 55 °C durante 2 minutos y una exbena 72 °C durante 6 minutos.
La PCR se realiz6 en un termociclador (Eppendor§thtaycler Personal) y los
productos obtenidos se analizaron mediante elecgsis horizontal en gel de
agarosa al 1,2% en tampon TBE y tefiidos en un 8afimomuro de etidio (0,5 pg
ml™) durante 15 minutos y visualizados en un transitacdor de luz UV. Para
estimar el tamafio de los fragmentos obtenidos sga@ron con un marcador de
ADN de 100pb (MBI Fermentas).

Los productos obtenidos fueron secuenciados ppyificacién usando el
kit comercial “High Pure PCR Product Purificatiorit’K(Roche). El protocolo
recomendado se recoge a continuacion:

- en un tubo Eppendorf se introducen 100ul de prodBE&R (llegando hasta
100 con HO pcrestéril si es necesario)

- afadir 500 pl de “binding buffer” (proporcionado)

- transferir los 600ul a un tubo colector (proporeido) y centrifugar a 1300
rpm durante 30 seg descartando el liquido

- afiadir 500ul de “washing buffer” (proporcionadogeantrifugar a 1300 rpm
durante 1 min descartando el liquido

- afadir 200pul de “washing buffer” de nuevo y cengdr a 1300 rpm durante 1
min

- descartar el liquido y el tubo colector e inseglrtubo con filtro en un
Eppendorf de 1,5 ml de capacidad estéril

- Anadir 50ul de HO pcrestéril y centrifugar a 13000 rpm durante 1 min

- Repetir el paso anterior: Afadir 50ul deCHcrestéril y centrifugar a 13000
rpm durante 1 min

- se obtienen 100ul de ADN purificado que se mant@naevera hasta mandar

a secuenciar
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La secuenciacion se llevd a cabo en el secuenceadoméatico ABI-337
(Perkin Elmer) del Instituto de Biologia MoleculaiCelular de Plantas (IBMCP)
de la Universidad Politécnica de Valencia mediasteempleo del kit de
secuenciacion de DNA “Big Dye Terminator Cycle Sauging (version 2.0)” (PE
Biosystem). Para establecer las secuencias nutitsstidefinitivas se emple6 el
programa CHROMAS (version 1.45).

2. Biocontrol de Mycosphaerella brassicicola: efecto de diferentes tratamientos
sobre restos de coles de Bruselas
2.1. Experiencia en campo

El experimento en campo se llevd a cabo en laittathlde Westmaas,
localizada en el suroeste de Holanda, en la estaiperimental de PPO-AGV.
Para el ensayo, se recolectaron hojas de colesrdselBs que presentaban
sintomas de la mancha en anillo provocada por efdd. brassicicola Estas
hojas se recogieron durante Septiembre de 2007ogegian de dos campos
sometidos a distintas técnicas de manejo. Asijtidnde las hojas procedian de un
campo “orgénico” (de produccién ecoldgica) localzan Nagele, mientras que el
resto de hojas procedian de un campo sometidon@anejo tradicional localizado

en Lelystad. Ambas localidades se encuentran eenélo de Holanda (Figura 8).
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Figura 8. Mapa de Holanda (punto verde: Nagele; punto dimalkelystad; punto
azul: Westmaas)

Las hojas (unas 700 por cada localidad) se llevdrasta la estacion
experimental en Westmaas y se prepararon para edaseta la experiencia
ensayada como se recoge a continuacion.

Las hojas, en grupos de 4, se colocaron bocaaagribparrillas metalicas
(50 x 50 cm) que se cerraban empleando varillaglioas. Se prepararon un total

de 72 parrillas por localidad que se dividieroréegrupos de 12 patrrillas.
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Para cada una de las localidades se preparabarriBap adicionales
conteniendo “packs” de hojas consistentes en &hmjperpuestas de modo que se
pudiera diferenciar los efectos de la descompasi€id los diferentes niveles:
arriba, en la zona central y en la inferior, quen@necia directamente en contacto
con el suelo (Figura 9).

Figura 9. Parrillas preparadas con 4 hojas y “pack” de 7shoja

Todas las parrillas se fijaron al suelo para sor@steal efecto de 7
tratamientos diferentes. En el campo, las parrdiaslistribuyeron segin se recoge
en la figura 10: se prepararon 3 bloques correspoted a las repeticiones para
cada localidad y se ensayaron 7 tratamientos difesepor bloque. Se planearon 4
épocas de muestreo retirando en cada uno dodgmpdr tratamiento y bloque, y
4 parrillas adicionales se empleaban para el estieldescomposicion.

La descomposicion de las hojas, en funcion déhrreento aplicado, se
estudiaba mediante fotografias periodicas de lasllas seleccionadas (siempre
las mismas que se dejaban en el suelo), realizadias momentos de muestreo.
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La identificacion mediante los correspondientedigds de las muestras se

recogen en el anejo 1.

BLOQUE1 BLOQUE2 BLOQUE3
LOC. LOC. LOC.
B . A . B
15m -« >
LOC. LOC. LOC.
A B A

»
»

A

30m
2m entre localidades y 1m
entre tratamientos
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Figura 10. Esquema de tratamiento en campo: Localidad A: Nageicalidad B:
Lelystad. Tratamientos: control con agua-Tween;afot hongo antagonista;
B255: bacteria codificada; urea; packs tratados egua-tween; Conioth:
Coniothyrium pyrinumErwinia: Erwinia carotovorasubsp.carotovoraactual P.
carotovorumLa evolucion de la descomposicion de las hojasakzd mediante

fotografias.

La posicion de los tratamientos en cada uno ddlgues y las parrillas
seleccionadas en cada época de muestreo, se aetetenforma aleatoria, al azar,
usando el programa informético GenStat 7 (GenStatrittee, Algorithm Group

Inc.). Todas las parrillas se colocaron en el seklpde Octubre de 2007 y al dia
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siguiente se aplicaron los tratamientos.
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2.2. Aplicacion de tratamientos

Para la aplicaciéon de los diferentes tratamiestgrepararon diferentes
suspensiones con las bacterias y hongos de bioteateccionados.

El hongo C. pyrinum crecia en medio PDA (Potato Dextrose Agar;
CMO0139, Oxoid LTD., Hamphsire, Inglaterra) y lastesias crecian en TSA 1/10
diluido (Trypticase Soy Agar 211043 BBL, Becton,ckison and Company,
Francia). Las bacterias se dejaban crecer a 2t@nte 3 dias y en oscuridad.

Las suspensiones se preparaban el mismo dia @gisacion al campo y
se mantenian en fresco hasta el momento de larjaalgi®n sobre las parrillas.

Para proporcionar una mejor cobertura de la sigpefbliar las soluciones
de placa se prepararon afiadiendo agua-Tween, adepaiiadiendo 1ml de Tween
50 al 10% por cada litro de agua (0,01%); el twaemitiria una distribucién méas
homogénea de las gotas sobre la superficie foliar.

Las concentraciones se ajustaron usando hemodtittsnepara las
bacterias las concentraciones se ajustaban a 20FmmI'y para los hongos a 2
x 10° esporas mil. La suspension conteniendo urea se preparé afiad&0y por
cada litro de agua. Tanto los controles como la&pae trataron con agua-tween.

Los tratamientos se aplicaron dos veces, dejaBdtigks entre la primera 'y
la segunda aplicacion. Para cada uno de los traténsi se calculaba la cantidad de
solucién aplicada.

La forma de aplicacion era mediante pulverizacidanual, de forma
continuada durante 18 segundos, para cada tratamextepto para los packs en
los que el tiempo de pulverizacién era de 12 seganillo s6lo se intentaba
homogeneizar la cantidad y tiempo, sino que toassplicaciones se realizaban a
la misma presién (1,5 bar).

El primer muestreo (T1) se realizé justo un mespdés de la aplicacion de

los tratamientos en campo (el 1 de Noviembre d&200
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2.3. Muestreos y procesado de muestras

Se planificaron 4 épocas de muestreo, pero ertrebi@o solo se recogen
los resultados obtenidos en los dos primeros,zaghds durante el periodo de
duracion de la estancia.

La recogida de muestras se realizaria mensualpesteodo que en esta
investigacion se aportan los datos correspondiegitggimer mes de ensayo en
campo.

Cada uno de los momentos de muestreo que seadetalldenominaron TO
yT1:

- TO: justo al comienzo del ensayo con hojas queenpusieron en patrrillas vy,
por lo tanto, no se sometieron a ningun tratamie@llevé a cabo con 12
muestras formadas por 6 grupos de 8 hojas, porloadidad. Los resultados
obtenidos de este primer muestreo resultarianeisaates al emplearlos con
propésitos comparativos.

- T1: transcurrido un mes desde la distribucién tatréento de las parrillas en
campo. Para cada tratamiento se extraian las 8s higa dos parrillas,
seleccionadas al azar. En total se retiraban 74llgsr Las 8 hojas se
agrupaban y pulverizaban conformando una Unica tmauesn el caso de los
packs, por cada dos parrillas se obtenian 3 musedtmaprimera de ellas
formada por las dos hojas de arriba, la segundéasaos hojas del centro y la
tercera estaba formada por las dos hojas inferdwesada una de las parrillas.

En total, para el muestreo T1, se obtuvieron 54stnag.
Una vez que se prepararon las muestras, todaslay waa de ellas se

procesaron para el conteo de ascosporas y pananéfecacion de ADN del hongo

M. brassicicola
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2.4. Conteo de esporas

Se siguio la metodologia propuesta por Van den Eh8i88) empleando
un método selectivo para la recoleccion de ascaspmsado en dispersion activa
del hongoM. brassicicola Este hongo libera rapidamente sus ascosporas en
condiciones de elevadas humedades, lo que le miopar cierta ventaja en su
manejo frente a otros patégenos comunes en braggieano tienen esta dispersion
activa de las esporas.

Este mecanismo de facil dispersién puede ser exthplpara la recoleccion
selectiva de ascosporas procedentes de hojas asfemtoles que se realiz6 como
se recoge a continuacion:

- 1. En cada hoja se localizaban las lesiones dehmagt anillo y se contaban.
Se seleccioné una de las lesiones por hoja y séartetd)

- 2. Las lesiones (una por hoja) se extrajeron atilito un sacabocados de 1cm
de diametro

- 3. Las lesiones seleccionadas se mantenian en exi@dl durante 10-15
minutos

- 4. Para evitar contaminaciones por levaduras ysotnicroorganismos las
lesiones se lavaban en etanol 70% durante 3 miyusesenjuagaban en agua
estéril. El tratamiento con alcohol no afecta a elgporulacion deM.
brassicicola

- 5. Las lesiones se colocaban sobre papel de filtrmedecido, lo mas
centradas posible, en la tapa de placas Petriadéiqu de 6 cm de diametro

- 6. La parte de abajo de las placas Petri se refencuna fina capa (4ml) de
agua-agar (159 de agar por litro de agua). Lasaplae colocaban boca abajo,
en bandejas con papel de filtro humedecido en mdldoe introducidas en
bolsas de plastico transparentes para evitar tidzéde humedad, en cdmara a
15 °C y ciclos de 16 horas de luz y 8 horas deriuaul

- 7. Bajo condiciones dptimas de esporulacion (1§ 90% HR), las ascosporas

salian disparadas recogiéndose en el agar-agua.
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- 8. El conteo de esporas se realizd bajo observaridmicroscopio (aumentos
10x). Se realizaban 8 conteos por cada una dddeasy se seleccionaba, para
cada una de las lesiones, la misma superficie @andb un ocular con
gradilla: 0,63 mrf)

2.4.1. Andlisis estadisticos

De acuerdo con Van den Ende (1998), los andlisectdis de los datos
arrastrarian un incremento del error en el promepio lo que las medias del
conteo de esporas para cada lesion se sometieeorélidis de la varianza tras la
transformacion logaritmica de los datos (jog+1)), donde x es el nimero de
esporas por mm Los datos se analizaron mediante el paquete isttad
Statgraphics (Statgraphics Plus software 4.1., Matias Inc., Rockville,
MD,USA). Las diferencias entre tratamientos se iaaan comparando medias
mediante el test LSD (del inglekeast Significance Differencitie Fisher con un
nivel de probabilidad del 95%.

2.5. Cuantificacién de ADN: PCR en tiempo real

Tras la extraccion de lesiones para el conteo peras, las 8 hojas de la
misma muestra se volvieron a agrupar, se pesakmoontinuacion, se procesaban
para la extraccion de ADN.

Los grupos de hojas (8 por tratamiento y 2 pasghks) se colocaban en

bolsas de plastico y se almacenaban a -18 °C siagteocesado posterior.

2.5.1. Procesado de muestras

Las muestras se troceaban empleando tijeras deisidhs con alcohol en
cada cambio de muestra e, inmediatamente, se dandds viales de plastico que
se almacenaban de nuevo a -18 °C.

El resto de muestra troceada se pesaba paradacoit de su peso seco

siguiendo 4 pasos:
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- Las muestras se mantenian 5 horas a 70 °C

- 7 horas a 105 °C

- Tras 12 horas las muestras se almacenaban a 5@it&@de una rapida re-
humificacion

- Las muestras se pesaban y se calculaba el peso seco

Las muestras recogidas en los dos viales de qgastservados a -18 °C,
fueron secadas en frio y seguidamente pulverizadash molinillo de laboratorio
(con cribado en malla de 1mm). EI molinillo se lialpa empleando aire
presurizado y con etanol (70%) en cada cambio destray implicando una
limpieza exhaustiva del material empleado, lo glaggaba todo el proceso de
pulverizado.

Las muestras, ya pulverizadas, se almacenaba® #C;len los viales de

plastico, hasta la posterior extraccion de ADN.

2.5.2. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizaba partiendo de 103amg de las
muestras pulverizadas mantenidas en los viales l&@&iqgn empleando el kit
comercialDneasy 96 plant kipara la purificacion de ADN procedente de tejidos
vegetales congelados (Qiagen, Westburg, Alemam@agadierdo con el protocolo
aportado por el fabricante y que permitia la exitat simultanea del ADN de 96

muestras.

2.5.3. PCR en tiempo real

Para la cuantificacion de ADN dé. brassicicolaen cada muestra se
empleaba la técnica de PCR en tiempo real.

Los primers y las sondas para la detecciorMddrassicicolaasi como
para la aplicacion del control interndreen Fluorescent ProteinGFP) se

empleaban siguiendo los protocolos cedidos pd?leht Research International de
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Wageningen (de Haas y Kohl, sin publicar y, portdoto, no pudiendo ser
facilitados en este trabajo).

Para la PCR en tiempo real las reacciones Tagkl#ievaban a cabo en el
formato de 96-pocillos en un aparato 7500 Real THGR System de Applied
Biosystems.

Para cada placa de 96 pocillos se preparabanatikg seriadas que iban
desde 30000 fg hasta 30 fg para el patdgeno comdgmnte,M. brassicicola
obtenidas a partir de cultivos puros y que se @oreh paralelo como cantidades de
referencia.

2.5.4. Analisis estadisticos

Las cantidades de ADN (fg ADN por gramo de pesm)ebtenidas a
partir de la PCR en tiempo real se sometieron disiae varianza tras una
transformacion logaritmica de los datos, esta vazng en base 10, sino la
transformacion logaritmica-normal o neperiana (knl)) que ajusta los datos a
una distribucion normal, donde x son los fg de ADN.

Los datos se analizaron mediante el paquete sstadiStatgraphics
(Statgraphics Plus software 4.1., Manugistics IrRRockville, MD,USA). Las
diferencias entre tratamientos se analizaron ccanmplar medias mediante el test
LSD (del ingles Least Significance Differencg’de Fisher con un nivel de
probabilidad del 95%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Clavibacter michiganensis subs.michiganensis

1.1. Crecimiento en placa y test de patogenicidacd ¢abaco

Como ya se ha comentado, previamente a la aglitat@ las técnicas de
control de las bacterias seleccionadas, se estnditatenidamente la morfologia y
comportamiento de dichas bacterias en los medommngiciones disponibles con el
objetivo de garantizar un manejo adecuado.

Para el caso d€.m.michiganensjdas colonias bacterianas crecieron en
medio selectivo D2 de Kado y Heskett (1970) mostoanna coloracién amarilla
(fAcilmente distinguibles) y lo hacian tras pernu@me48h en estufa a una
temperatura de 28 °C, con calor seco. No se observdiferencias de
comportamiento importantes en relacién con el orggito bacteriano entre los
distintos medios de cultivo empleados: general (YDAelectivo (D2), por lo que,
para evitar problemas de contaminacion y facilfiziuras identificaciones se
decidi6 mantener los cultivos puros iniciales (deimados placas madre) y
posteriores repicados en medio D2.

En la figura 11 se observan colonias de la cepgpleada de
C.m.michiganensisrecidasen D2.

Respecto al resultado de la inoculacion en losogspanternerviales de
plantas de tabaco, el avance de la enfermedad atee®do por las condiciones
ambientales del lugar donde se realiza la inoalita@n este caso, en condiciones
normales de invernadero. De acuerdo con dichasiaonds, la respuesta
hipersensible del huésped tardaba entre 3 y 4 eliaavanzar hasta observar
necrosis en las zonas de infiltracién. El avancdadeespuesta se observa en la

figura 12.
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Figura 11. Aspecto de las colonias €em.michiganensien D2.

Figura 12. Avance de la respuesta hipersensibléCda.michiganensien plantas
de tabaco, en las condiciones de ensayo en invenmait avance de sintomas
transcurrido 1 dia desde la inoculaciBnestado de la zona infiltrada transcurridos
4 dias desde la inoculacion
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La técnica expuesta de inoculacibn en hojas de ctabpara la
determinacion de la respuesta hipersensible (RH)nesde las técnicas que se
aplican habitualmente en el manejo de bacterias.d&sacuerdo con Klemest
al. (1964), tras la inoculacion de plantas de tabacodistintas cepas bacterianas,
se producia la muerte rapida de la zona inyectadea l& solucién ensayada.
Determinaron que densidades de in6culo inferioré€® &JFC mi* no producian
estos mismos sintomas sino que se observabandesienmuy pequefio tamario,
solo distinguibles bajo ampliaciones microscopicds 10 a 12 aumentos
proporcionales en numero al de bacterias inyectalldemas estas pequefias
lesiones no crecian con el paso del tiempo. Debidste resultado, en el presente
trabajo, se decidi6 inocular las plantas de talmmeoconcentraciones bacterianas
no inferiores a TUFC mil™.

Gitaitis, en 1990, ya indicaba la infiltracion des lespacios intercelulares
de las hojas de las plantas, con suspensionesagcdesacterias, como uno de los
métodos mas eficaces en la determinacion de unaeRHelacion con la
fitopatogenicidad de las colonias, incluso indicgba se trata de una técnica (util
en la identificacion de determinadas bacteriapéitégenas. Ademas, recuerda en
su trabajo que algunos autores dividen la RH enmowatipos diferentes que
incluyen el tipo | (la temperatura no afecta a IR)Rel tipo Il (las altas
temperaturas mejoran la RH) y el tipo Ill (las Baiemperaturas mejoran la RH).
Las plantas de tabaco, en el caso de ser inoculz@a€.m.michiganensjsse
incluyen dentro del tipo Ill, de modo que los sin&s de necrosis se observan sélo
temperaturas cercanas a 25 °C pero no a 38 °Qyubéaaimportancia de controlar
las temperaturas en condiciones de invernadem decde trabajar con plantas de

tabaco, como en el presente trabajo.

1.2. Inoculacién artificial en plantas de tomate: istomatologia asociada
La inoculacion artificial de las soluciones ba@mpds con la cepa en

estudio deC.m.michiganensien las axilas de hojas de tomate provocaba sintomas
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severos que se observaban transcurridos de 12 dias4desde la inoculacion.
Distintos autores (Strider, 1970; Chaeg al, 1991), estudiaron los sintomas
asociados a distintos métodos de inoculacion, &adnoh que las heridas se
convierten en los puntos logicos de entrada paranfieccion sistémica de
C.m.michiganensjsazon por la que se selecciond este tipo de iaoicn.

Los sintomas consistian en un marchitamiento pedgy que afectaba
primeramente a las hojas en cuya axila se habitadintido la solucién bacteriana.
Se producia su amarilleo, llegando a afectar ddiufe los foliolos, seguido de una
flaccidez y al presionarlo emanaban exudados bantes.

Conforme la enfermedad avanzaba en el tallo ajgaretancros, similares

a heridas abiertas (figura 13). En la zona intelomyasos conductores aparecian

necrosados. Estos sintomas se muestran en la figura

Figura 13. Plantas de tomate con sintomas de chancros observaas la

inoculacion deC.m.michiganensis

Los resultados en cuanto al periodo de tiempo toaescurre desde la
inoculacion hasta que se observan los primero®msad concuerdan con los
publicados por Gitaitis y Leben (1988) y Gitaiisal (1991). En los trabajos que

exponen, aunque la inoculacién se realiza de falifieaente, puesto que emplean
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herramientas infectadas cortando las plantas gigeequinocular, los sintomas de
la enfermedad bacteriana tampoco se hacen evideags que han transcurrido 17
dias. Por esta razon se corrobora que la enfermestadada a la presencia de
C.m.michiganenesisen plantas de tomate tras su inoculacion artificial
independientemente de la técnica empleada, muassraintomas entre 12 y 17
dias tras su introduccion en las plantas huéspedes.

Respecto a como se produce el avance de la idfecde pueden
diferenciar claramente las tres etapas indicadaslaiaret al (1999) ya que la
infeccidbn de huéspedes se produce mediante laditcidn de las bacterias a
través de heridas o a través de tricomas (Huar@f)19eguida por la invasion de
los vasos xilematicos y causando una enfermedazlilassistémica, que incluso
implica la aparicion de chancros. Estos Ultimosoms recogen, mediante
microscopia electrénica de barrido, como actUarmdaserias en el interior de los
tejidos respondiendo el por g@&michiganensisnduce el marchitamiento de las
plantas afectadas.

A continuacion se recogen los resultados de lauaea&n microscépica de

plantas con sintomas.

1.3. Microscopia electronica de barrido de tallos @ tomate inoculados
artificialmente
Las interacciones ultraestructurales entre laebiaoC.m.michiganensiy

los tejidos vegetales afectados por su inoculas@dmuestran en la figura 14.
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Figura 14. Imagenes observadas por microscopia electronidead@o de una
seccion transversal de un tallo infectado de tonflayeopersicon esculentym
colapsado por masas bacterianas. A: Masas bacter@ananando desde los vasos
conductores obstruidos B: Bacterias bloqueandudsss xilematicos
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Como se deduce de los resultados obtenidos, da®ees transversales de
tallos inoculados muestran que muchos de los vdebsistema vascular estan
colapsados y contienen masas bacterianas (Leyrs @l&ene, 1983; Gleasah
al., 1991), sintoma que implicara problemas en akparte de agua contribuyendo
al marchitamiento progresivo de la planta (Jtal, 1999).

Como adicion a lo anterior, no hay que olvidaraletuacion de los
exopolisacaridos (EPS) producidos por la bacteniaestudio, compuestos por
fucosa, galactosa y glucosa (2:1:1) con acetatoryvgto. Los EPS tienen un
caracter 4cido que les confiere actividad en er@ambio de iones, influenciando
también en el aporte de minerales y nutrientes.n®de varias cepas de
C.michiganensisproducen celulasas y pectinasas, enzimas extracedulque
pueden atacar y degradar las paredes celularesrsb#/ estudios morfologicos
sugieren que los enzimas extracelulares tambiétrilboyen al marchitamiento al
atacar a los vasos xilematicos y a las célulasngaimaticas adyacentes (Jadtr
al., 1999).

Se confirma, como resultado, que las plantas taflas se marchitan
lentamente y pueden observarse estrias marronesetaallos como en peciolos,
gue si se rajan se transforman en chancros. Dehanimodo se ha comprobado
gue los sintomas en las plantas de tomate inoculadtficialmente con
C.m.michiganensjgpueden observarse transcurridos 15 dias tramtaliacion en
plantas con cuatro semanas de edad, todo elloidi®indo con la informacion
aportada por la OEPP/EPPO (2005).

Una vez determinados el comportamiento y sintologia que provoca la
cepa bacteriana que se va a inocular en las pldntaspedes seleccionadas
comprobandose su patogenicidad, se puede comesz@l bioensayo en macetas
para determinar el efecto de la biofumigacion ysolarizacion en el control de
C.m.michiganensjsen las condiciones de ensayo. Se empleé la 8€R con
posterior secuenciacion de la cepa empleada (GénBaression No. EU857429)

para su previa identificacion con@m.michiganensisl inicio del bioensayo.
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1.4. Disefio de la experiencia de biofumigaciébn y dsolarizaciébn en

condiciones de invernadero

1.4.1. Tratamiento de biofumigacion en macetas: 2&

Siguiendo la metodologia expuesta en el apartaid.lel ensayo de
biofumigacién se realiz6 bajo condiciones de inadaro. Cabe recordar que se
consider6 biofumigacién cuando la temperatura exdsayue la de 25 °C y todos
los resultados se van a comparar con los obteaidds°C.

En los lotes, la mitad de las macetas preparadampiorando material
vegetal sano se consideraron como controles, al igue 8 macetas por lote
conteniendo Unicamente substrato, controlando [essiltontaminaciones y
observando aspectos sintomatoldgicos, especialnsdrgéecto en crecimiento y
desarrollo de vigor dependiendo de las condiciodes invernadero y sus
modificaciones.

En este caso, si que se observaron diferenciaessgerdllo en el lote 0, es
decir, sin ningln tipo de tratamiento, entre a@selplantas que crecieron sobre
substrato conteniendo material vegetal infectade s que lo hacian sobre
substrato conteniendo restos de tomate sanosdfifir Pero los efectos sélo se
observaron en este lote que servia como indicadbrnivel de la afeccion
bacteriana previa al desarrollo del ensayo. Cordoavanzaban las semanas de

tratamiento, incluso a 25 °C, y a partir de la prian estas diferencias desaparecian.
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Figura 15. Diferencia de crecimiento observada entre planedade 0
(sin ningun tipo de tratamiento térmico) crecidalsre substrato conteniendo restos
de tomate sanos (a la izquierda) y plantas solsetrstio con restos de tomate

infectados (a la derecha).

La disminucién de crecimiento se asocia a la p@aedel patdogeno en el
substrato alcanzando niveles en los que se coawiert factores limitantes para el
crecimiento de las plantas (Stapleton y DeVay, )98dbido a la posible
produccion de sustancias asociadas a la bactemstadio (Van der Bullet al,
1991).

Si se realiza una observacion de las raices dpldasas crecidas sobre
substratos infectados, el crecimiento se ve redueidfuncion de la dosis (5, 10y
15g) de material vegetal inoculado artificialmeqtee se habia enterrado en las
macetas: a mayor dosis, menor crecimiento y maysmedos dafios ocasionados a

nivel radicular (figura 16).
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Sana

Figura 16. Comparacién de raices de plantas de tomate cresmae
substratos conteniendo distintas dosis de restostodete infectados con
C.m.michiganensiy detalle de dafios ocasionados en raices de plargaidas
sobre substratos con 15g de material infectado oenparacion con raices de
plantas de tomate totalmente sanas.
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Considerando que en las condiciones de ensayadasrias penetran en el
interior de las plantas a través del sistema réali@l entrar en contacto con el
substrato infectado, se observaron dafios que esamziesde las partes inferiores
hasta alcanzar los vasos conductores, llegandoparte aérea y marchitando la
planta e incluso apareciendo chancros en tallosulgion de estos resultados, se
cifraron en 40 los dias que debian transcurrir eledransplante para asegurar la
deteccion de la bacteria por la técnica serolégacada. Los dafios observados
en la figura 2 confirmarian los estudios realizapos Gomezt al (2006) acerca
de la alta capacidad infectiva de la bacteria @radicular y sirven para asegurar
un modo de acceso garantizado en caso de presmmtexiana en el substrato, en
las condiciones de ensayo.

Para la obtencion del material infectado €am.michiganensisl tiempo
estipulado para asegurar la presencia de la baoterilas plantas de tomate,
artificialmente inoculadas por infiltracion en lkasilas de las hojas, era de 12 a 17
dias (Gitaitis, 1991), reduciéndose en aproximad&en@0 dias respecto a la
entrada del patdégeno via radicular.

Se compararon las diferencias observadas en réa@® en desarrollo
como en deteccion de sintomas de necrosis) deaplamiectadas a través de la
penetracion bacteriana por via radicular por cdatatirecto con el substrato
infectado con las raices de plantas que fueroruladas a través de infiltraciones
en las axilas de las hojas (que provoca una rapmdeccion sistémica),
comparandose con el aspecto del sistema radicellana planta sana (figura 17).

Observando la figura 17, no so6lo aparecen dafids zona radicular, con
mayor afeccion en el caso de contacto directo tenlestrato infectado donde las
zonas necrosadas son mas abundantes, sino quenasebbbservan dafios en la
zona del cuello de las plantas infectadas. Todo, @lhplicarda un menor
crecimiento y menor vigor de las plantas dafiaaeasnzando hasta un estado de

marchitamiento a causa de la mala absorcidn deyagu#ientes, efectos también
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indicados por Jahet al (1999). Sintomas a considerar en el caso deayulptes

no fuesen sometidos a ningun tipo de tratamiento.

Figura 17. Comparaciéon de dafios observados en raices de ldata
tomate dependiendo de la forma de penetracion dglgeno, de izquierda a
derecha: por contacto directo con substrato inflectapor inoculacion infiltrando
las axilas de las hojas y con una raiz de plama sa

Una vez tratadas a 25 °C, los porcentajes de plagte mostraron
resultado positivo a la presencia @an.michiganensitras ser analizadas por la
técnica serolégica DAS-ELISA transcurridas las egpondientes semanas de
tratamiento en macetas, que bien permanecieron rtabieo cerradas
herméticamente, se recogen en la tabla 11, coasidera “semana 0” o “semana
sin ningun tipo de tratamiento térmico” como el m@xnivel de infeccion del que
se partia.

Como se puede observar, para el estudio de la cidfecpor

C.m.michiganensjsen cada uno de los lotes preparados y coincislesua las
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semanas de tratamiento, se ha estudiado la inc&dddeda enfermedad en aquellas

macetas en las que se habian incorporado distitusis de restos de tomate

artificialmente inoculados con la bacteria seletada. De este modo, los estudios

recogidos a continuacion muestran el efecto obderea un total de 24 macetas

por lote (3 dosis de material infectado con en @gide macetas y con 4

repeticiones).

Tabla 11.Incidencia de la enfermedad, expresada en poreet¢aplantas

mostrando resultado positivo por DAS-ELISA a lagerecia déC.m.michiganensis

tras las semanas de tratamiento a 25 °C

Incidencia de la enfermed&b°C (%)
tipo de macetabs

Semana NB B
o 50 58,3
1 8,3 16,6
2 25 16,6
3 25 8,3
4 0 0
5 8,3 0
6 8,3 0

% NB: macetas no encerradas en bolsas de plastianaBetas encerradas

herméticamente en bolsas de plastico

® Semana 0 sin tratamiento térmico: méaximo nivelndeccion de partida

De los resultados expuestos se deduce que trasocsamanas de

tratamiento a 25 °C no se detecta la bacteria amtgs crecidas sobre macetas

conteniendo restos de tomate infectados que habpémmanecido encerradas

herméticamente en las bolsas de plastico durasitedtamientos.
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En cambio, tras las seis semanas de tratamien®°& 2n macetas que
permanecieron abiertas, todavia se detecta larmiasge la bacteria en las plantas,
sin resultar un método efectivo.

La principal diferencia entre macetas se encuamntrgue en las que fueron
encerradas no se permitia la liberacion de lasascisis generadas durante la
descomposicion del material vegetal, reteniendogiases con posibles efectos
bactericidas. El hecho de que tras la primera sardantratamiento el porcentaje
de infeccion fuera mayor en las plantas creciddsesmacetas embolsadas se
relaciona con las condiciones favorables de humegadiue no hay que olvidar
gue el sustrato se lleva a capacidad de campo emdneorporado el material
vegetal y previamente a los tratamientos térmi@mdicion esta, junto con la
temperatura, favorable para el desarrollo bacteridPor tanto, los efectos
asociados a la biofumigacién en relacion con lentligcién de la incidencia de la
enfermedad se observan tras dos semanas de tratiani25 °C.

Las plantas sanas trasplantadas que mostraronmsisitale infeccion
sistémica transcurridas 6 semanas de tratamie@°€ implican la presencia e
importancia del inéculo bacteriano que queda adocianto al suelo como a los
restos de cosecha.

Las diferencias especificas de los efectos dentratdos entre las macetas
abiertas o cerradas considerando las dosis ensagladaaterial vegetal infectado
incorporado se recogen en la figura 18, represdotdas medias de cuatro
repeticiones por tratamiento y empleandose Unictemecon propoésitos
comparativos, puesto que los andlisis estadisse@scogen a continuacion.

Los analisis de varianza para la incidencia denfarmmedad mostraron que
tanto las semanas de tratamiento como la dosisadleriad infectado incorporado
en macetas resultaron ser factores significativas; P<0,05, pero no sus

interacciones (Tabla 12).
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Figura 18. Efecto de los tratamientos a 25 &@ la incidencia final de la
enfermedad, expresada como porcentaje de plantandate infectadas por
C.m.michiganensien macetas encerradas en bolsas de plastico (B)nyaeetas
sin bolsa (NB) a los 40 dias del trasplante. Lostolgramas representan el
porcentaje de infeccidén obtenido en cuatro repetes por tratamiento y dosis de

material vegetal infectado e incorporado

En la tabla 13, se puede observar el resultadmiolitenediante el test
LSD de Fisher (P< 0,05) para los distintos factomsiderados.

De los resultados de la tabla 13 se deduce quejuaula bacteria se
detecta en mayor proporcidn en macetas que permamec@biertas durante el
tratamiento térmico, no existen diferencias sigaifivas, de modo que el efecto
que se obtiene de la descomposicion del materigétak a esta temperatura, a
efectos estadisticos, sera independiente del &poatetas empleadas.

Auln asi, cabe destacar que la no existencia desdifias significativas a
nivel estadistico, se debe a un andlisis de corjoaes numéricas equivalentes a
diferencias entre el nimero de macetas con incideie la enfermedad. Pero, a
nivel practico, la desaparicion de la enfermedas tuatro semanas de tratamiento
a 25 ° C para las macetas encerradas resulta raurgdante si lo que se tiene en
cuenta es la presencia/ausencia de la bacterigoeiaeion con los restos vegetales

infectados que entran en contacto con plantas sHiafsd que considerar que los
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resultados se han obtenido en condiciones conasladediante el disefio de un
modelo que reduce el manejo de material que segjiaerido en condiciones de
campo.

Los resultados obtenidos también ponen de manfiesdiferencia que
supondria el cubrir el suelo (o compactar las capgeriores) en el momento de
aplicar los materiales biofumigantes, accion recatada por distintos autores
(Tello y Bello, 2002; Belloet al, 2002) favoreciendo, en este caso, los efectos
asociados a la descomposicion de los restos dag¢aomo los recogidos por Kim
y Kil (2008) o por Rio%t al (2008).

Por otra parte, si que existen diferencias sigatifias respecto a las dosis
de material vegetal infectado que fue mezcladoelosubstrato, de modo que a

mayor dosis, mayor infeccion.

Tabla 12. Resultados obtenidos del andlisis de la varianzesiealores
medios de la incidencia de la enfermedad para dotoffes dosis de material
infectado, semanas de duracion del tratamientadérmntipo de macetas (abiertas

o0 cerradas), asi como para sus interacciones|gsat@tamientos a 25 °C.

Efectos G.L. Valores de P
dosis 2 0,042
semanas 6 0,002
macetas 1 0,509
Interacciones
dosis*semanas 12 0,132
dosis*macetas 2 0,641
semanas*macetas 6 0,823

#Valores de P<0,05 implican diferencias significasi
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Tabla 13. Resultados obtenidos mediante la realizacion derdaba de
Fisher (LSD con P<0,05) para los diferentes fastocensiderados en los
tratamientos a 25 °C: dosis, tipo de macetas (NBdsilsa, B=con bolsa) y
semanas de tratamiento, transcurridos 40 dias drasasplante. Las medias
representan la incidencia de la enfermedad segdoreéntaje de plantas afectadas

por C.m.michiganensis

Temp. Macetas LS medid Dosis (g) LS media SemanalS media

25°C Bx 14.28 4 10¢ 10.71 a 4 0 a
NB 17.85a 5 10.71a 6 446 a

15 26.78 b 5 4.46 a

1 125 a

3 16.66 a

2 20.83 a
0 5416 b

* Cuatro repeticiones por dosis y tratamiento

" Los valores de cada columna seguidos por la misetea Ino difieren
significativamente de acuerdo con el método LSD

% Incidencia de la infeccién expresada como porgenta plantas afectadas por la

bacteria transcurridos 40 dias tras el trasplanf@eando la técnica DAS-ELISA

Sin duda, uno de los resultados mas importantedesprende de las
diferencias observadas comparando la duraciénrakniento térmico ya que el
maximo nivel de infeccion obtenido para la semana Osin tratamiento”
disminuye con los tratamientos desde la primeraasamAungque no se observen
diferencias significativas entre las semanas dertianto si que disminuye la
incidencia de la enfermedad conforme estas avaramnodo que la menor
incidencia se obtiene tras la quinta y sexta semdaaexposicion a 25 °C. Como
dato anémalo se considera la no infeccion obserteta cuatro semanas de

tratamiento. Pero el hecho de que de nuevo apargtaatas afectadas en semanas
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posteriores implica que la bacteria nunca se clinaa25 °C tras 6 semanas de
tratamiento, interpretando los andlisis estadistiecordando que no se consideran

diferencias significativas entre el tipo de macetasolsadas y no embolsadas.

1.4.2. Tratamiento de biosolarizaciébn en macetas54C

Cabe recordar que se denomina biosolarizacion edtefconjunto de
biofumigacién y solarizacion, y por lo que el prmafecto de la combinacion de
ambas técnicas supondria que se alcanzasen teanpsratayores en los suelos o
substratos tratados. En este trabajo se consideramp temperatura de 45 °C seria
facilmente alcanzable en caso de combinacion deasirtérnicas, considerando
gue en condiciones de campo estos valores sediimdate superados.

En la tabla 14 se recogen los porcentajes de glaotaresultado positivo
a la presencia d€.m.michiganensisTras cuatro semanas de tratamiento a 45 °C,
ya no se detecta la presencia de la bacteria epldasas transcurridos 40 dias
desde el transplante en los dos tipos de macetayamhas (abiertas y cerradas). A
partir de los resultados empleados y al corrobereos las repeticiones realizadas
de los tratamientos correspondientes a la zonaode de la deteccion (cuarta y
quinta semanas) se desestim0 la sexta semanasayoeiDe este modo, para el
estudio de biosolarizacion, bajo condiciones cdatias, los ensayos comprendian
desde una semana hasta cinco semanas de tratatéremtm a 45 °C.

De nuevo se observa que el efecto de control daefermedad, a partir de
las técnicas de deteccion empleadas, es mas ramiddas macetas que
permanecieron encerradas de forma hermética easbdks plastico y reteniendo
las sustancias voléatiles procedentes de la descdonfno del material vegetal
afiadido, que en el caso de las macetas que peligrameabiertas. En este caso,
dos semanas de tratamiento a 45 °C para macet@saslas y cuatro semanas de
tratamiento a 45 °C para las macetas que permanoeabiertas, son suficientes

para controlar la enfermedad causada(ar.michiganensis
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Tabla 14. Incidencia de la enfermedad, expresada en porest¢gplantas
mostrando resultado positivo por DAS-ELISA a lasarecia de&C.m.michiganensis

tras las semanas de tratamiento a 45 °C

Incidencia de la enfermedatb°C (%)
tipo de macetas

Semana NB B
o° 83 75
1 0 8,3
2 16,6 0
3 25 0
4 0 0
5 0 0

% NB: macetas no encerradas en bolsas de plastianaBetas encerradas

herméticamente en bolsas de plastico
® Semana 0 sin tratamiento térmico: méaximo nivelndeccion de partida

Las diferencias especificas de los efectos de Hataniientos en la
incidencia de la enfermedad entre los factores iderslos: tipos de macetas
(abiertas o cerradas) y dosis de material vegefiattado afiadidse recogen en la

figura 19, representando las medias de cuatroicegegs por tratamiento.

Los analisis de varianza para la incidencia denfarsmedad mostraron, al
igual que para los tratamientos a 25 °C, que tasteemanas de tratamiento como
la dosis de material infectado afiadido en las maceesultaron factores

significativo con P<0,05, pero no asi ninguna ddréeracciones (Tabla 14).
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Figura 19. Efecto de los tratamientos a 45 &@ la incidencia final de la
enfermedad, expresada como porcentaje de plantandate infectadas por
C.m.michiganensien macetas encerradas en bolsas de plastico (B)nyaeetas
sin bolsa (NB) a los 40 dias del trasplante. Lostogramas representan el
porcentaje de infeccion obtenido en cuatro repetes por tratamiento y dosis de

material vegetal infectado e incorporado

Tabla 15. Resultados obtenidos del analisis de la varianzlgl®alores
medios de la incidencia de la enfermedad para dofoifes dosis de material
infectado, semanas de duracion del tratamientadérmntipo de macetas (abiertas
o0 cerradas), asi como para sus interacciones

Para los tratamientos a 45 °C.

Efectos G.L. Valores de P
dosis 2 0,016
semanas 5 0,000
macetas 1 0,064
Interacciones
dosis*semanas 10 0,109
dosis*macetas 2 0,339
semanas*macetas 5 0,129

#Valores de P<0,05 implican diferencias significasi
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En la tabla 16, se recoge el resultado obteniddiante el test LSD de

Fisher (P<0,05) para los distintos factores comaities.

Tabla 16. Resultados obtenidos mediante la realizacion derdeba de
Fisher (LSD con P<0,05) para los diferentes fastocensiderados en los
tratamientos a 45 °C: dosis, tipo de macetas (NBssilsa, B=con bolsa) y
semanas de tratamiento, transcurridos 40 dias erasasplante. Las medias
representan la incidencia de la enfermedad segooreténtaje de plantas afectadas

por C.m.michiganensis

Temp. Macetas LS medid Dosis (g) LS media SemanalLS media

45°C B 13.88 4 5 8.33a 5 0 a
NB 20.83a 15 20.83b 4 0 a

10 2291b 1 4.16 a

2 8.33 a

3 125a
0 79.16 b

X Cuatro repeticiones por dosis y tratamiento

" Los valores de cada columna seguidos por la misatea Ino difieren
significativamente de acuerdo con el método LSD

% Incidencia de la infeccién expresada como porgenta plantas afectadas por la

bacteria trasnscurridos 40 dias tras el trasplemig@eando la técnica DAS-ELISA

De los resultados de la tabla 16 se deduce guepiao ocurria en el
tratamiento a 25 °C, aunque la bacteria se detectaayor proporcién en el caso
de plantas crecidas sobre macetas que permanecabi@nas durante los
tratamientos, a efectos estadisticos, no existeredicias significativas.

Respecto a las dosis introducidas, si que hayrediféas, pero el
comportamiento a 45 °C resulta similar para lassdosyores de 10g y 15g,

diferenciandose la de 5g con la que la incidene@aad enfermedad es mucho
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menor. Se considerara, por tanto, que las doshg die material vegetal infectados
por cada 500g de substrato resultan significativaenenenos infectivas que el

resto, observandose un mayor efecto térmico yicelandose de forma directa con
la cantidad de material vegetal adicionada, puésnar menos cantidad de materia
organica, esta se descompone antes resultandsitardenos infectiva.

Al igual que en el caso de tratamientos a 25 P€stedio estadistico de la
incidencia de la enfermedad en relacion con lasaeem de duracion de los
tratamientos, indica que se observan reducciogesfisativas ya desde la primera
semana a 45 °C. Este resultado concuerda con estpidivios que sefialan a las
elevadas temperaturas alcanzadas en el suelo dofacta& que ejerce el efecto
adverso mas importante sobre el indculoGlm.michiganensi¢Gleasonet al,
1991; Antoniowet al.,1995; Basu, 1970).

El nimero de plantas enfermas se reduce hastazatckas semanas 4y 5
donde ya no se detecta ninguna. De nuevo, aundadisgt&camente los estudios
numéricos no muestren diferencias significativaseela duracion de tratamientos,
a nivel practico si que resulta interesante, puggtoentre la ausencia o presencia
de plantas enfermas si que hay claras diferencias.

Tras cuatro semanas de tratamiento a 45 °C, $mlkpola incidencia de la
enfermedad causada en plantas @on.michiganensiy transmitida a través de
restos de material vegetal infectados que se incanpal substrato.

A partir de los resultados se puede afirmar quenermedad ha sido
erradicada pero, basandose en la definicion deeNgtRoberts (2004), en este
trabajo también se considerard erradicacion comoolaeteccion de patégenos
mediante las técnicas seleccionadas y con losemie sensibilidad propios de
estos métodos, lo que no implica que esté totakreonitrolada.

La especificacién anterior adquiere un papel sty en la investigacion
debido a las condiciones en las que se ha llevathba el ensayo de biocontrol,
puesto que conviene insistir en que se trata deensayo bajo condiciones

controladas y de dimensiones limitadas debido eotadicion de manejo de una
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bacteria de cuarentena en Europa, sugiriendo oguesultados obtenidos seran de
vital importancia para asociarlos con el comporéamu bacteriano en caso de
detectarse una infeccion a nivel de campo.

Por otra parte, aunque hay que referirse con leautspecto a la
erradicacion bacteriana conseguida, estos resslt@deden adicionarse a la
informacion aportada por otros autores respectosaipervivencia de esta bacteria
en suelos y substratos (Strider, 1967; Trevors nnéi, 1990; Gleasoat al,
1991), al tratarse de informacion muy variada ddigmo de distintos factores
como la zona de estudio y condiciones de humed#&dtigo de suelo o existencia
de antagonismo bacteriano.

Aln asi, pese a la falta de uniformidad de redaftapublicados, los
obtenidos en este trabajo, tanto a 25 °C como®&€46oncuerdan con los de Basu
(1970) que no detecto la bacteria en suelos encasit con restos de cosecha tras
tres semanas de tratamiento en un rango de temp@atomprendido entre 25 °C
y 35 °C. A partir de este resultado, este autosugeria tratamientos térmicos a
altas temperaturas durante 4 semanas antes @enllarai

Ademas, en 1995, Antoniaet al, indicaron la solarizacion (ensayada sin
la adicion de material vegetal) como técnica efaatin el control de la enfermedad
causada pof.m.michiganensjsreduciendo su incidencia tras tratamientos de 6
semanas.

Los resultados obtenidos en este trabajo, apotamaninformacion a los
anteriormente mencionados, e incluso sugiriendoolabinacion de ambos que
reduciria la duracién aconsejada de los tratanmsende solarizacion: la
incorporacion de restos de tomate infectados dbsgsemetido posteriormente a
una solarizacién durante cuatro semanas emplea@mdiods de PE transparente,
alcanzando temperaturas de 45 °C, o superiores.

Debido a los resultados obtenidos y para reduesgds a la hora de

aplicacion de las técnicas en campo, se decididim@mr investigando el
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comportamiento de la bacteria en las condicionesmgyo, estudios que se

recogen a continuacion.

1.5. Introduccion y recuperacion de C.m.michiganensis en substratos
infectados artificialmente

La recuperacion de las colonias bacteriana€.demichiganensia partir
del substrato infectado se realiz6é para las dopdesituras de estudio (25 y 45 °C)
incluyendo el seguimiento semanal de las distiobd@nias observadas en placas.

Tras los tratamientos a 25 °C (tabla 17), las pidntes de la bacteria
patdbgena en el medio de crecimiento general YDAreddegron bruscamente
identificAndose hasta la segunda semana de tratfimi®in embargo, en el caso
del medio selectivo D2 se observaba una disminugi@uual de la densidad
poblacional deC.m.michiganensidiasta la tercera semana, ya que tras cuatro
semanas de tratamiento a 25 °C ya no se detectagmiento en las placas.

La identificacion y conteo de las colonias se padia de forma visual,
obteniéndose cultivos puros que se analizaban P@-BELISA caracterizdndose
las colonias correspondiente<Can.michiganensipor su coloracion amarilla, en
los dos medios de crecimiento ensayados.

Las soluciones bacterianas preparadas a partiodeudltivos puros con
resultado positivo a la técnica ELISA e inoculadas hojas de tabaco dieron
reacciones de fitopatogenicidad positivas, por e ge deduce que tras tres
semanas de tratamiento a 25 °C, las célulaS.semichiganensimtroducidas en
el substrato como células libres mediante la adidiirecta de la solucion
bacteriana al substrato, permanecen infectivas.

Tras los tratamientos a 45 °C nunca se detectaonias de

C.m.michiganensien las placas.
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Tabla 17. Promedio del conteo de colonias @an.michiganensiprocedentes del

substrato tratado tras un periodo de 6 semana¥a 2

Medio nutritivo  Log cfu g™ substrato®

Sem. tratam. 25°C

0 1 2 3 4 5 6
YDA 5,316 0 4,39 0 0 0 0
D2 4,748 5819 3,8673,238 O 0 0

2Promedio del conteo de ufé de substrato en placas Petri a partir del método de
las diluciones seriadas, con 5 diluciones y 2 riejpees por medio nutritivo

ensayado (5 x 2 x 2)

Los resultados obtenidos se asemejan a los obsepmoEchandi (1971),
gue indicaba queC.m.michiganensigpodia sobrevivir durante dos semanas al
introducirlo en el suelo como células libres miastque para Trevors y Finnen
(1990), y aplicando una metodologia similar a lpussta en este trabajo, la
bacteria no se detecto tras cuatro semanas dmieata a 22 °C.

Ademas de los resultados obtenidos tras su inaesbig, Trevors y Finnen
(1990) recogen mas datos sobre la supervivencidadeacteria en el suelo
indicando que en otros trabajos se afirmaba quéeppermanecer en el suelo
durante 8 afios, y sugirieron que la presencia atélgeno varia entre las distintas
cepas deC.m.michiganensislependiendo de distintos factores afiadiendo a las
condiciones ambientales y caracteristicas del sueferidas por Basu (1970),
otros como la competitividad con bacterias de omgito rdpido, competicion por
nutrientes, el nicho en el suelo y la accién de atedos que actuan como
predadores.

Por otra parte, respecto a la no deteccion deppatdtras 45 °C, resultaria

interesante considerar el comportamiento obseresdns suelos horticolas que
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han sido desinfectados tal y como lo recoge TelR/7). Segun este autor, la
recuperacion de la actividad microbiana de un swesomas rapida tras un
tratamiento a elevadas temperaturas, en su caseapon de agua, que cuando se
emplean fumigantes biocidas. En el proceso de iveaain intervendran los
microorganismos que ocupan zonas del suelo nozzdas por la desinfeccion asi
como zonas de suelo o aire limitrofes y, sobre,tadaellos microorganismos que
no han sido dafiados por la desinfeccion.

A partir de los resultados observadosvitro, al someter al substrato a
temperaturas de 45 °C, se habra producido unafelesiin del mismo tal y como
indica Tello (1977) que citando a Kreutzer sefala ka recolonizacién de suelos
desinfectados se produce de la siguiente formariemer lugar se produce una
reactivacion y desarrollo de las bacterias, solwdo tlas amonificantes,
posteriormente iniciaran su recolonizacion los nactiicetos y por ultimo, se
produce la recolonizacion de los hongos. Entresesttimos se desarrollaran
primero las especies que emplean azlcares y ddides de origen animal como
Mortiriella, Phytium Mucor, Aspergillus Rhizopusetc.

Tras los tratamientos a 45 °C, en las placas sei@bra partir de las
soluciones preparadas con 1g de substrato y ceeai@® °C durante una semana,
si que se observo el crecimiento de distintas bastgcuyo seguimiento semanal
se recoge a continuacion) y, en ocasiones, se\wb$erinvasion de placas por
Rhizopusen concreto en medio nutritivo YDA y tras 4 seaswde tratamiento a
45 °C (figura 20). Comportamiento que puede retaige con la reactivacion de
patégenos que han sobrevivido al tratamiento, ya distintas especies de
Rhizopuscomo R.azygosporus, R. microspoyuR. oligosporuso R. oryzae
soportan temperaturas de 45 °C o incluso supen@tessiempre inferiores a 50 °C
(Rusmin y Ko, 1974; y consulta en la pagina de Ntygyp 2008), comportamiento
también relacionado con la futura recolonizacidmuedio desinfectado

Al haberse realizado el seguimiento semanal dedistntos tipos de

colonias que se observaron en las placas, se eghki@cto de los tratamientos
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térmicos también sobre est#si, el nimero de otras colonias que crecieron tras
los tratamientos en el medio de cultivo selectivd, Bomo cabia esperar, era
inferior al observado en el medio para un crecitiggeneral YDA (figura 21),
observando que tras las semanas de tratamientha@saemperaturas, los niveles
de presencia de determinadas bacterias se mantienemltas densidades
poblacionales.

Figura 20. Rhizopus creciendo en placa de YDA sembrada conll@@ la

dilucién 10 del substrato tratado durante 4 semanas a 45 °C

Algunos de los cultivos puros de estas bacteriaglesatificaron como
Paenibacillus sp. y Brevibacillus sp. por PCR y secuenciacion (GenBank
Accessions No. EU857426 y No. EU857427, respectvde).

Estas bacterias han sido citadas en diferentasdiest por mostrar
antibiosis (actividad antibiética) frente algunogyamnismos fitopatdgenos. Asi,
Sturzet al (2005) cuando recogen en largas listas el paente actividad de
numerosas especies bacterianas coRtrgtopththora erythrosepticaFusarium
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oxysporumy Streptomyces scabiesambién citan distintas especies tanto de
Paenibacilluscomo deBrevibacillus llamando la atencién la actividad antibi6tica
frente a estos mismos patdogenos asociada a la ribacen estudio
C.m.michiganensisEs importante sefialar que esta actividad la titec en
ensayos realizadas vitro, y las bacterias procedian de aislamientos olierde
dos zonas: del suelo cercano a las raices de ltdgosude patata estudiados asi
como del interior de las mismas ya que los autooegpararon, en estas zonas, la
frecuencia en que se detectaban las multiplesrmstmon actividad de antibiosis y
gue favorecen la defensa de las plantas frents @dtdgenos que las atacan de
forma sistémica.

El efecto de los tratamientos térmicos en la disanpoblacional de
C.m.michiganensiyg del resto de colonias evaluadas a 25 °C (fig@airplica
diferencias entre estas colonias, especialmenpgects a su comportamiento en
funcién del medio nutritivo del que dispongan. lapgilisis de regresion para estos
resultados (siguiendo un modelo polinomial), m@estin descenso brusco en las
colonias patdgenas en ambos medios nutritivos, tramue las poblaciones de
colonias saprofitas permanecieron practicamentstantes tras las semanas de

tratamiento a 25 °C.
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Figura 21. Crecimiento de colonias bacterianas diferent€sna.michiganensien

los medios de crecimiento tras los tratamientasité@rs a 25 °C y 45 °C
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Figura 22. Efecto del tratamiento térmico a 25 °C en la diméanpoblacional de
C.m.michiganensig otras colonias de bacterias en los medios ratsiensayados
(YDA Yy D2).

1.6. Determinacion de la supervivencia d€.m.michiganensis en asociacion
con tejidos vegetales

Una vez estudiado el comportamienta@m.michiganensisn el substrato
elegido y en el que se habia introducido como asgllibres por medio de una
solucion bacteriana, se estudié el comportamieatbelbiano en asociacion con los

restos de tomate (tallos artificialmente inoculadmmfirmando su infeccién por
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DAS-ELISA) en dos circunstancias: introduciendohdg restos vegetales en el
substrato e introduciéndolos directamente en ladewide ensayo, intentando
diferenciar asi el efecto ejercido por el substeatdos tratamientos térmicos.

Las suspensiones que se obtenian directamentéradphmaterial vegetal
recuperado y extraido del substrato tratado a 25dR&€on resultado positivo
mediante la técnica DAS-ELISA hasta la quinta seamda tratamiento, mientras
gue tras los tratamientos a 45 °C, los resultagieddgicos nunca fueron positivos
a la deteccion d€.m.michiganensis

Tras la inoculacion de las soluciones bacterianasegentes de los
tratamientos a 25 °C en hojas de tabaco, se ohbavieacciones positivas de
patogenicidad hasta la cuarta semana de tratamiento

Estos resultados se han diferenciado por las texyvas de tratamiento,
pero para algunos autores como Moffet y Word (1984)ecuperacion de la
bacteria asociada a restos vegetales dependgal@disuelo o substrato, variando
en mas de 12 semanas segun se trate de suelosemasos 0 mas arcillosos. En
este caso, para substratos a partir de turba-aieemacteria permanece infectiva
durante 4 semanas en asociacion con tallos de déonparo si que resulta
importante la temperatura a la que se han somgtges si se detecta tras los
tratamientos a 25 °C pero no a 45 °C, en condisideeigualdad de substrato, el
efecto térmico puede ser el responsable, lo quéigamnexplicaria la diferencia
observada respecto a los resultados obtenidos Ipang@t al (1990) segun los
cuales, en asociacion con los tallos de tor@ate. michiganensise pudo recuperar
tras 196 dias desde la infeccion.

Respecto a los restos vegetales sin substratdpgdasatamientos a 25 °C,
el ELISA revel6 resultados positivos a la preseg&.m.michiganensidurante
todas las semanas de tratamiento, incluyendo ka seslitima. Sin embargo, tras
los tratamientos a 45 °C, el resultado se mostsdipo hasta la cuarta semana de
tratamiento, no detectandose la bacteria patégasdas dos ultimas semanas de

ensayo.
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Tras la inoculacion de las soluciones bacterianaxedentes de los
tratamientos a 25 °C y a 45 °C en hojas de tabsembtuvieron reacciones
positivas de patogenicidad hasta la cuarta semam@ihmiento. Es este resultado
el que pone de manifiesto que la técnica seroldgid8A detecta la presencia de
las bacterias, pero no su nivel de patogenicidadué se confirmaria en apartados
posteriores, pero para la bactdRasolanacearunmya que hay casos en los que las
formas bacterianas viables no son cultivables lsajodiciones adversas, pero
cuando estas mejoran pueden recuperar de nueaiagepicidad.

Los resultados de las siembras en placa de lazicois bacterianas
obtenidas a partir de estos residuos vegetaleggyiesido el método de las
diluciones seriadas, mostraron reacciones de asi#b{figura 23). Las bacterias
implicadas en estas reacciones se identificaroniantd PCR y secuenciacion
como diferentes cepas Bacillus subtilis(GenBank Accesion No. EU857428). La
figura 23 muestra el efecto bacteriostatico y natdsicida puesto que se frena el
crecimiento de las bacterias permaneciendo intasias destruccién pero sin
avance.

A partir de estos resultados, se enfrentaron lts/asi deBacillus subtilis
y C.m.michiganensien placas Petri (figura 24) obteniéndose zonaslubicion
de crecimiento.

El efecto deBacillus subtilisfrente aC.m.michiganensisambién se ha
estudiado por otros autores. Asi, Girish y Ume&@@%) comparando el efecto de
diferentes rizobacterias promotoras del crecimi€mcuyendo distintas cepas de
B. pumilus B. subtilis B. amyloliquefacieng Brevibacillus breviy midiendo el
nivel de infeccién encontraron que la incidenciacblancro bacteriano, en plantas
de tomate y en condiciones de invernadero, dismiauncluso mejoraba el vigor
de las plantulas en presencia Blesubtilis B. amyloliquefacieny Brevibacillus
brevis La disminucion de la enfermedad se asocié corinetemento de
determinadas enzimas como PAL (Phenylalanine Amambgase) y también de

fenoles totales.
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En funcion de todos los resultados expuestos yrms@gévors y Finnen
(1990), la supervivencia de las bacterias en ébsegemuy dificil de determinar de
modo que los resultados obtenidos se han de coasidemo aproximaciones,
aportando una valiosa informacion ecolégica paradetuado manejo agrario.

Como conclusiones, en asociacibon con el materialgetat
C.m.michiganensigesulta patdgena hasta la cuarta semana de tratanténto a
25 como a 45 °C, de modo que la temperatura nousefactor determinante, en
este caso. En cambio, al introducir la bacterieeiiente en el substrato nunca se
recupera tras tratar a 45 °C pero a 25 °C se debedta la tercera semana de
tratamiento observandose, ademas, reaccionesilimsisten placa, por lo que los
conteos de la bacteria patdgena pueden habereséanflaidos por estas reacciones.
En funcidén con estos resultados, se puede expticacurrido en el bioensayo en
macetas, ya que la deteccion de la bacteria hastadera semana de tratamiento a
45 °C se debe a que ha permanecido activa y vieuanasociacion con el material
vegetal, mientras que a 25 °C no se controla tisen@nas de tratamiento, por la
misma razon. El hecho de que las macetas permanabégartas o cerradas marca
una diferencia, por lo que resulta efectivo lamei@n de los gases procedentes de
la biodescomposicion del material vegetal y faverdas temperaturas elevedas en
el terreno, cercanas a 45 °C, equivalente al tratande la denominada como

biosolarizacion.
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I 10pm

Figura 23. Reaccidn de antibiosis observada bajo lupa y SEllasas de YDA.
La bacteria responsable de la inhibicién de cremtoi (A) se identificO como
Bacillus subtilis (A: Bacillus subtilis; B: zona d@ehibicion de crecimiento) y zona
de inhibicién observada por SEM (C: colonia baater; D: zona de inhibicion

causada paBacillus subtilig
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Figura 24. Antagonismoin Vitro entre Bacillus subtilisy C.m.michiganensisB.
subtillis se aplico en la placa de KB a partir de una gotgutlde una suspension
del cultivo puro (16cfu mit). Tras 48h de crecimiento a 28 °C una suspension d
C.m.michiganensi§10’ cfu mi') fue pulverizada sobre las placas. Tras 24h se

observaba la reaccion (Baetral, 1999).

2. Ralstonia solanacearum

2.1. Crecimiento en placa y test de patogenicidad ¢abaco

Las bacterias se hicieron crecer en medio setecfivC y en medio
general YDA, identificandose las coloniasRlesolanacearunprincipalmente, por
su coloracion y morfologia caracteristicas (figkd. En los dos medios nutritivos
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ensayados, las placas cultivadas se manteniar?@, 2 calor seco, creciendo en
48 h.

Las colonias pueden adquirir morfologias diferentes, en el medio
YDA, pueden ser mucosas O nO mucosas pero ambascaoraciones de
blanquecinas a cremosas mientras en TTC, adquéaienaciones rojizas en el
centro manteniéndose blanquecinas en los bordeisndar también en su
consistencia.

Respecto a la diferencia entre los distintos tigdescolonias se debe
principalmente a la virulencia de las cepas asi ocom la cantidad de
exopolisacaridos EPS (Caruso, 2005). Esta mismaraundica que las células
bacterianas formadoras de colonias mucosas seitdasaomo no flageladas e
inmoviles, mientras que las no mucosas, y menagevitas, estan formadas por
bacterias altamente moviles y flageladas.

Todas las colonias aisladas en la realizacién tie tegbajo, y como se

muestra en la figura 25, han adquirido consistsntias 0 menos mucosas.

Figura 25. Aspecto de las colonias @ solanacearumbservadagn YDA (Ay
B)yen TTC (Cy D).
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A partir de las placas madre iniciales, las colenise repicaron
semanalmente en medio TTC, comprobando su nivedatiegenicidad mediante
inoculacion en hojas de tabaco como ya sugiriemaho y Sequeira (1970) y, se
empled la técnica PCR con posterior secuenciacda depa empleada (GenBank
Accession No. FJ007371) para su previa identif@@aciomoR. solanacearumal
inicio del bioensayo.

Respecto al resultado de la inoculacién en logaaisp internerviales de
hojas de tabaco, al igual que ocurria en el cadd.aemichiganensien funcion
de las condiciones de invernadero donde se ddgaeblensayo, la respuesta
hipersensible del huésped ya se observaba traitssitas primeras 24 h desde su
infiltracidn. La evolucion de la inoculacién se ebs en la figura 26.

De acuerdo con la informacion aportada por Lozasequeira (1970), la
reaccion de hipersensibilidad observada dependedasdcondiciones de trabajo
recordando que concentraciones inferiores a 3,8'xélulas ml™* la retrasan e
incluso no la inducen, de este modo también coa batteria se emplearon

siempre concentraciones no inferiores % WEC ml™.
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Figura 26. Avance de la respuesta hipersensibl&kdsolanacearuren plantas de

tabaco, en las condiciones de ensayo en invernader@avance de sintomas
transcurrido 1 dia desde la inoculaciBnestado de la zona infiltrada transcurridos

4 dias desde la inoculacién

2.2. Inoculacién artificial en plantas de tomate: istomatologia asociada

La inoculacion artificial de las soluciones baceés en las axilas de hojas
de tomate provocaba sintomas caracteristicos apdgse principalmente en el
tallo, coincidentes con los descritos en asociacion la bacteria debido a su
capacidad de invadir los vasos conductores.

172



Estos sintomas se pueden observar en la figurde2fhodo que proliferan
los abultamientos en tallo y amarilleos de hojanpletas. Si se realiza un corte
transversal de las zonas severamente dafiadas, teetadeel avance del
oscurecimiento de la zona interior, quedando irdeagior las colonias bacterianas
y que implicara el marchitamiento total de la phadé tomate, transformandose en
fuente potencial de infeccion.

Conviene recordar la produccion masiva de EPS ade gle la bacteria y
gue son los responsables de los sintomas asocdiatas recogen Kangt al
(1999) vy, por tanto, se relacionan con el avanda ddeccion sistémica.

De acuerdo con otros autores (Caruso, 2005), tadate las bacterias en
las plantas ocurre a través de heridas, y en easealizarse desde la zona aérea,
avanzan hasta alcanzar el sistema radicular, delaaidrma de inoculacion
seleccionada para la obtencién de material vegdadtivo. Como indican Timms-
Wilson et al (2001) y Rahmaet al (1999), una vez en el interior, y alcanzado el
xilema, se expanden por toda la planta convirtiSadoda ella en un importante
foco de infeccion.

Los sintomas descritos coinciden con los recogpmsla OEPP/EPPO
(2004a), especialmente en lo que respecta a lossvasnductores, con su
coloracion parda y exudado mucoso. Ademas, en comnés favorables para el
patdégeno, el marchitamiento de las plantas océpa&lamente, en este caso y en
las condiciones de trabajo, se detectaba trasosriifl dias desde la inoculacion en
las axilas de las hojas llamando la atencion lai@pa de protuberancias en el

tallo que, de acuerdo con la OEPP, se identifinareno raices adventicias.
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Figura 27. Plantas de tomate con sintomas observados tramdalacion deR.

solanacearum

2.3. Microscopia electrénica de barrido de tallos @ tomate inoculados
artificialmente

También se han observado empleando el microscdpictr@ico de
barrido las interacciones ultraestructurales eatteacteriaR. solanacearuny los
tejidos vegetales afectados tras la introducciéradbacteria en las plantas de

tomate (figura 28).
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Figura 28. Imagenes observadas por microscopia electronidaad&o de una
seccion transversal de un tallo infectado de tommaieulado corR. solanacearum
A: se observan vasos obstruidos B: se observasosvabbstruidos y

desprendimiento de tejido en la parte inferior desedebido a la degradacion de

los tejidos.
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De nuevo se observa claramente la aparicion ddaebas bacterianos,
relacionandose con los exudados mucosos descdtda gPPO/OEPP (2004 a) y
los dafios a nivel interno debido a la degradac@mmterial por parte del avance
de la bacteria y por la produccion de EPS. Adeests, estudio permite observar la
formacion de las raices adventicias iniciadas cgunotuberancias que van
avanzando hasta su pleno desarrollo.

Una vez conocido el comportamiento de la bactamidas condiciones de
ensayo, respecto la invasion de plantas huéspelieExionadas y una vez descrita
sintomatologia asociada a la cepa en estudio, egepproceder con la técnica de
bioensayo disefiada para intentar el control denfec¢ion provocada poR.

solanacearum

2.4. Disefio de la experiencia de biofumigacion y dsolarizacion en

condiciones de invernadero

2.4.1. Tratamiento de biofumigacion en macetas: 2&

Los resultados obtenidos corresponden a la metgidolexpuesta en el
apartado 1.5.1.al igual que se hizo con la bactnamichiganensidDe nuevo se
obtuvieron los resultados al tratamiento térmicondeeetas con y sin enmiendas
vegetales y tras su introduccion o no en bolsgdé&dtico herméticas.

Al igual que se ha expuesto en el apartado 1.4 %ste capitulo, en los
lotes, la mitad de las macetas preparadas incorgoranaterial vegetal sano se
consideraron como controles, al igual que 8 maceias lote conteniendo
Unicamente substrato, controlando posibles contmitnes y observando
comportamientos anormales, especialmente el efactoecimiento y desarrollo de
vigor dependiendo de las condiciones de invernaglsts modificaciones. Pero en
este caso no se detectaron importantes difereantes las plantas de tomate sanas
gue crecieron sobre material vegetal infectadoespa las que lo hicieron sobre

material vegetal sano o incluso sobre substratadition de material vegetal.
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Tras los tratamientos a 25 °C, los porcentajeslaetgs que mostraron
resultado positivo a la presencia Be solanacearuntras ser analizadas por la
técnica serologica DAS-ELISA (transcurridos 40 dfas su trasplante) se recogen
en la tabla 18, recordando que el porcentaje @edidn alcanzado para la “semana
0” corresponde con el maximo nivel de infecciénamitado sin ningun tipo de
tratamiento y que sirve como dato de partida. Esgmifica que cualquier
reduccion de la infeccidn que se obtenga se casi@leomo un efecto positivo de

los tratamientos ensayados.

Tabla 18.Incidencia de la enfermedad, expresada en poreetiéaplantas
mostrando resultado positivo por DAS-ELISA a lasgrecia deR. solanacearum

tras las semanas de tratamiento a 25 °C

Incidencia de la enfermed&b°C (%)
tipo de macetas

Semana NB B
o° 41,6 33,3
1 16,6 16,6
2 16,6 16,6
3 0 0
4 0 0
5 8,3 0
6 0 33,3

% NB: macetas no encerradas en bolsas de plastianaBetas encerradas

herméticamente en bolsas de plastico

® Semana 0 sin tratamiento térmico: méaximo nivelndeccion de partida

Los resultados expuestos en la tabla 18, muedtefaato observado en un
total de 24 macetas para cada uno de los lotesg[8 de material vegetal con 2

tipos de macetas y con 4 repeticiones).
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Se observa que en el caso de las macetas que jpeieran abiertas se
detecta la presencia de bacterias que continUadcsimfectivas transcurridas 5
semanas de tratamiento a 25 °C, pero el resultédanteresante se observa en el
caso de las macetas que permanecieron encerradasisas, ya que tras las 6
semanas de tratamiento contintan siendo altamefgetivas, igualando el nivel
de infeccion de la semana 0 o sin tratamiento, déddose que, en las
condiciones de ensayo, el tratamiento a 25 °C nerfido efecto en el control de
R. solanacearum

Las diferencias especificas de los tratamienta® d#is macetas abiertas o
cerradas considerando las dosis ensayadas de ahatergjetal infectado
introducido en las mismas, se recogen en la fig@raepresentando las medias de
cuatro repeticiones por tratamiento, mostrandose dodlisis estadisticos a
continuacion.

Los analisis de varianza para la incidencia defarevedad s6lo mostraron

diferencias significativas entre las semanas damianto con P<0,05 (tabla 19).

NB B
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Figura 29. Efecto de los tratamientos a 25 &@ la incidencia final de la
enfermedad, expresada como porcentaje de plantagnue infectadas pdR.
solanacearumen macetas sin bolsa (NB) y en macetas enceretdmlsas de

plastico (B) a los 40 dias del trasplante. Losogistmas representan el porcentaje
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de infeccion obtenido en cuatro repeticiones patatniento y dosis de material

vegetal infectado e incorporado

Tabla 19. Resultados obtenidos del andlisis de la varianzeslealores
medios de la incidencia de la enfermedad para dofoifes dosis de material
infectado, semanas de duracion del tratamientadérmntipo de macetas (abiertas
o cerradas), asi como para sus interacciones|qsat@tamientos a 25 °C confRa

solanacearum

Efectos G.L. Valores de P
dosis 2 0,455
semanas 6 0,000
macetas 1 0,501
Interacciones
dosis*semanas 12 0,190
dosis*macetas 2 0,249
semanas*macetas 6 0,088

Valores de P<0,05 implican diferencias significasi

En la tabla 20 se recoge el resultado obtenido anésliel test LSD de
Fisher (P<0,05) para los distintos factores comatties.

Respecto a los resultados cabe destacar lo obsecaadlas semanas de
tratamiento, puesto que aunque la infeccion coattras la sexta y ultima, el nivel
de infeccion difiere significativamente respecttaasemana 0, por lo que si que
funcionaria el tratamiento si lo que se persigufelera una disminucion de la
infeccién, pero a nivel practico y considerando ridgeevo que se maneja una
bacteria de cuarentena, el que la enfermedad caypsadR. solanacearunpueda
transmitirse a través del suelo, y en asociacidnrestos de cultivo, es un riesgo
potencial. La no deteccion de la bacteria trass&manas 3 y 4 pierde todo su
significado al reaparecer tras las semanas possrile tratamiento, lo que no deja

de catalogar estos resultados como de arriesgpdesto que si no se hubiese
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continuado hasta la sexta semana de tratamiemtogés la no deteccion habria
resultado engafiosa. Todo ello también justificacérto de la ampliacién del

estudio con los posteriores apartados respectasoldacion y supervivencia de la
bacteria tanto en restos vegetales como en suissttaécho que habria evitado
resultados erréneos.

Este resultado de no deteccion tras las semagagé Buede relacionarse
con diversos factores considerando desde las dondg ambientales en el
momento de los muestreos o incluso que tras ghlanate y crecimiento de las
plantulas el sistema radicular nunca entrase etactoncon las bacterias asociadas

a los restos de tomate introducidos.

Tabla 20. Resultados obtenidos mediante la realizacion derdaba de
Fisher (LSD con P<0,05) para los diferentes fastocensiderados en los
tratamientos a 25 °C: dosis, tipo de macetas (NBssilsa, B=con bolsa) y
semanas de tratamiento, transcurridos 40 dias erasasplante. Las medias
representan la incidencia de la enfermedad segooreténtaje de plantas afectadas

por R. solanacearum

Temp. Macetas LS medid Dosis (g) LS media SemanalS media

25°C NB* 11.90& 5 10.71 a 3 0 a
B 14.28 a 15 12,50 a 4 0 a
10 16.07 a 5 416 ab

1 16.66 b

2 16.66 b

6 16.66 b

0 3750 c

X Cuatro repeticiones por dosis y tratamiento

" Los valores de cada columna seguidos por la misetea Ino difieren
significativamente de acuerdo con el método LSD

% Incidencia de la infeccién expresada como porgenta plantas afectadas por la

bacteria trasnscurridos 40 dias tras el trasplemig@eando la técnica DAS-ELISA
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En funcién de los resultados obtenidos cabe recayde, de acuerdo con
diversos autores (Caruso, 2005; Hayward, 1991)eraperatura es el principal
factor que afecta a la interaccion entre huésppdtggeno ademas de influenciar
en la supervivencia de la bacteria en el sueloasiose la temperatura 6ptima de
infeccion cercana a los 30 °C. El no haber obteeigatos en el control de la
enfermedad, tras aplicar la técnica expuesta,iagiimectamente relacionado con
esta circunstancia, ademas de considerar que [ztasase riegan hasta alcanzar la
capacidad de campo previamente a su introduccidaseramaras térmicas, donde
se someten a los tratamientos. El hecho mantenenitad de las macetas
encerradas en bolsas de plastico de forma hernfétioaece que se mantengan
elevadas humedades que junto a las temperaturé 8€,Zercana al 6ptimo de
desarrollo bacteriano, como indican en sus invasiimes Momolet al (2003),
favorece la proliferacion y supervivencia bacteaian el substrato favoreciendo la
incidencia y severidad de la enfermedad causadR pswlanacearum

Pese a la diferencia de los niveles de infeccetealados y pese a haber
encontrado la causa relacionada con estos efesstalisticamente no existen
diferencias entre macetas encerradas o abiertashresxdo de nuevo importancia
el factor térmico.

SoOlo quedaria pendiente recordar que los resultade® deteccion
bacteriana en plantas se han realizado medianéeihéca ELISA, que no facilita
informacion acerca del nivel de patogenicidad sjune so6lo confirma la presencia
del patdgeno. Considerando la naturaleza expuedta sblanacearurse exponen
nuevas hipotesis ya que quizas se esta detecRinslmlanacearumo patégena o

en estado VBNC (viable pero no cultivable).

2.4.2. Tratamiento de biosolarizacion en macetas54C
En la figura 30 se recogen los porcentajes de gdacdn resultado positivo

a la presencia d&®. solanacearumno se detecta en ninguna de las plantas

181



trasplantadas independientemente del tipo de n\aitdas dosis ensayadas y de
las semanas de tratamiento, por lo que un trataonden45 °C resultaria efectivo
en el control de la enfermedad de marchitamientctebano asociado &.

solanacearum.
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Figura 30. Efecto de los tratamientos a 45 é@ la incidencia final de la
enfermedad, expresada como porcentaje de plantasnuge infectadas pdR.
solanacearurren macetas encerradas en bolsas de plastico (B)rnyaeetas sin
bolsa (NB) a los 40 dias del trasplante. Los histogs representan el porcentaje
de infeccidén obtenido en cuatro repeticiones patamiento y dosis de material

vegetal infectado e incorporado

En funcion de los resultados obtenidos, el afirque la bacteria ha sido
eliminada, tras los tratamientos a 45 °C, suponeeasgo debido a determinadas
caracteristicas bacterianas que hay que tener entacuDe nuevo resultaria
prudente considerar esta eliminacién como la necd&in e la bacteria en funcién

de las técnicas de diagndstico empleadas, densogliémites de sensibilidad.
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Volviendo a considerar la temperatura como el ofactle mayor
importancia en la interaccion huésped-patdgeno ka emipervivencia en suelos y
substratos, el resultado concordaria con los adderpor Haward (1991), ya que
para este autor aquellos suelos sometidos a 43iP&htd solo 4 dias, aparecen
libres de la presencia @ solanacearum

A los efectos ejercidos por las temperaturas sogsra 43 °C, hay que
afiadir los efectos beneficiosos en la disminuciénla poblacion bacteriana
relacionada con la adiciébn de enmiendas al substtamo ya observaron Dagt
al. (1981) e Islam y Toyota (2004).

Los efectos reflejados en los resultados correbtambién los obtenidos
por Schonfelcetal. (2003) y por Gorissert al. (2004) que combinan la adicion
de enmiendas orgénicas con solarizacion, obtenikrsdmejores resultados en la
reduccion de la poblacién bacteriana Re solanacearumPero estos Ultimos
autores ya indicaron que, en ocasiones, plantaer@paente sanas en suelos
tratados mostraron la presencia de la bactermgeforma latente. Precisamente,
esta es una de las cualidades de la bacteria edieest considerar ya que, en
condiciones adversas puede entrar en estado deiatsin olvidar la posible
conversion fenotipica indicada por Caruso (2005¢ guermite a la bacteria
asegurarse la supervivencia en diferentes condisiambientales. A todo ello hay
que adicionar el estado VBNC que también permRe solanacearursobrevivir a
situaciones ambientales criticas, que incluyerdasliciones de suelos estériles.

En funcion de todo ello habra que incidir en que resultados expuestos
en este trabajo se han obtenido en condicionesotatds, afiadiendo datos
especificos a todos los efectos observados poestd rde autores en distintas
condiciones acerca del comportamiento Rlesolanacearumpara favorecer el

control de una posible infeccién en campo.
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2.5. Introduccion y recuperacion deR. solanacearum en substratos infectados
artificialmente

Tras los tratamientos a 25 °C (tabla 21), se ttealtos niveles
poblacionales dR. solanacearuran los dos medios de cultivo ensayados, general
y especifico. Los cultivos puros, identificados mete la técnica serologica DAS-
ELISA y sus soluciones inoculadas en hojas de tas@mmpre dieron reacciones
de patogenicidad positivas, por lo que se deduee equ condiciones térmicas
favorables de 25 °C, las células Resolanacearunmtroducidas en el substrato
como células libres, permanecen infectivas, redoltque también soluciona el
interrogante que quedaba pendiente en el apartddh:das bacterias presentes y
detectadas por ELISA se pueden cultivar y, adests supuestamente patdégenas
por dar reaccion de hipersensibilidad en tabacm €@uwlo ello ya se puede
confirmar que el tratamiento a 25 °C no result@cagfien el control deR.
solanacearum

Tras los tratamientos a 45 °C nunca se detectamonias deR.
solanacearunen las placas de cultivo.

Observando la figura 31, las poblaciones de otoéan@s observadas se

mantienen casi constantes tras los tratamientosces

Tabla 21. Promedio del conteo de coloniasRlesolanacearumen el substrato tras

un periodo de 6 semanas a 25°C

Medio nutritivo  Log cfu g substrato®

Sem. tratam. 25°C

0 1 2 3 4 5 6
YDA 5,544 5,506 5,7394,453 3,534 3,926 4,396
TTC 5,539 5,444 5,623,609 4,72 4 3,634

2Promedio del conteo de ufé de substrato en placas Petri a partir del método de
las diluciones seriadas, con 5 diluciones y 2 fiejpees por medio nutritivo

ensayado (5 x 2 x 2)
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Figura 31. Crecimiento de colonias bacterianas diferent@s solanacearunen

los medios de crecimiento tras los tratamientagitérs a 25 °C y 45 °C

Los resultados de supervivenciaRlesolanacearuren substratos, tras las
semanas de tratamiento a 25 °C, concuerdan nuet@mman los expuestos por

Caruso (2005) respecto a que la bacteria es capaslorevivir durante largos
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periodos de tiempo, incluso en ausencia de plémsygedadoras y con condiciones
ambientales favorables. En este caso, se ha coagodu presencia hasta la sexta
semana pero, atendiendo a otros autores, como kécGa®76), puede llegar a
persistir hasta 4 afios en aquellos suelos infestdedorma artificial.

Teniendo en cuenta los resultados negativos dediétebacteriana tras
los tratamientos a 45 °C, de nuevo hay que comsider importancia de la
temperatura en el control de la enfermedad traidanjior R. solanacearuna
través del suelo, por lo que se puede concluir gugatamiento de suelos y
substratos a temperaturas cercanas a 45 °C, sighguando superen los 43 °C,
resulta efectivo para minimizar riesgos de tranigmis

En la deteccidn de las colonibacterianas, se ha empleado el método mas
antiguo y efectivo de aislamientos como indican ewgwos autores (Chen y
Echandi, 1982; Karganilla y Buddenhagen, 1972; NbsynJenkins, 1979) pero,
también se pueden obtener resultados negativomigibicién del crecimiento del
patégeno debido a la presencia de otras bactarias medio, en este caso, en el
substrato. Por ello se han realizado otros estudgpecialmente de la evolucion de
distintas colonias bacterianas observadas y difeseamR. solanacearuntras los
tratamientos térmicos que se recogen en las figBlay 32. Respecto a la
evolucion del numero de colonias, este permanesiecoastante tras las semanas
de tratamiento a 25 y 45 °C.

Las colonias d&. solanacearurse enfrentaron a las colonias bacterianas
con actividad de antibiosis que tuvieron efectae &im.michiganensjspero en
este caso no se observo actividad freni aubtilis

En la figura 32 se observa la tendencia del eféetdos tratamientos
térmicos en la dinamica poblacional & solanacearuny de otras colonias
evaluadas a 25 °C. En funcion de los medios nudstilas mayores poblaciones se
obtienen para la bacteria en el medio selectivama gl resto en medio general,
aunque tras las 6 semanas de tratamiento todasolasias se mantienen a

elevados niveles. Considerando que durante loantiahtos a 25 °C, el campo
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habria de permanecer libre, superadas las 6 sernamaspondientes a un mes y
medio ya no resulta viable, pues los agricultoreesitan practicas de
desinfeccion efectivas y rapidas, que puedan campeh otras técnicas de

desinfeccion, especialmente, con los tratamienié®iqos.

Dinamica poblacional 25 °C
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Figura 32. Efecto del tratamiento térmico a 25 °C en la diranpioblacional d&.
solanacearumy del resto de colonias de bacterias observadak®medios
nutritivos ensayados (YDA 'y TTC).
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2.6. Determinacion de la supervivencia d&. solanacearum en asociacion con
tejidos vegetales

Las suspensiones que se obtenian directamentéradpmaterial vegetal
recuperado y extraido del substrato tratado a 25dR€on resultado positivo,
mediante ELISA, hasta la sexta semana de tratamiettigual que tras los
tratamientos a 45 °C, en cambio, las solucionesuiadas en tabaco procedentes
de los restos vegetales infectados, enterradosupeeados nunca dieron resultado
positivo tras inocularlas en hojas de tabaco.

Respecto a los restos vegetales sin substrats, %C2el ELISA reveld
resultados positivos hasta la sexta semana denteatt, al igual que se observé
tras las semanas a 45 °C. Pero de nuevo, las @udscinoculadas en tabaco
procedentes de los restos vegetales recuperades migron resultado positivo
tras inocularlas en hojas de tabaco.

En las dos experiencias descritas, el hecho dmebtesultados positivos
aplicando la técnica ELISA, no es de extrafar, fougee detecta la presencia de
células bacterianas, activas o muertas, y hay egerdar que los restos vegetales
empleados presentaban un elevadisimo nivel decigfecEl resultado interesante
se plantea al considerar una posible pérdida gmukencia bacteriana debido a la
asociacion con los restos de tomate, lo que apoyasi efectos obtenidos por
Pradhanang (2003) y por &l al. (2005) respecto a la actividad de determinados
compuestos volatiles como el Thymol, presente enréstos de tomate como
indican Kim y Kil (2001) abriendo la posibilidad @etuacion antibacteriana del
restos de compuestos liberados e identificados | esstadio de estos ultimos
autores o por Riost al.(2008), Yu (1999) y Abdel-Mallekt al. (1995).

Como conclusiones, en asociacién con materialtabgebacteria siempre
se detecta, pero el hecho de no resultar patégasssti inoculacion en tabaco,
puede relacionarse con que la técnica serolégid@Ales capaz de reconocer la
presencia del patdbgeno, aunque este no esté aktivootra parte, la bacteria se

detecta siempre tras los tratamientos a 25 °C esulg$trato, por lo que el
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tratamiento térmico no le afecta. El hecho de rnieafarse a 45 °C puede deberse a
que su incorporacién se realiza de forma direcanoc células libres, e
inmediatamente se trata térmicamente, por lo qgerakter las placas de cristal a
45 °C la bacteria puede no resistir y no coloretaubstrato.

En funcion de lo expuesto, se explicarian loslt@dos observados en el
bioensayo en macetas, de modo que la bacteria detseta a 45 °C ya que a esta
temperatura no coloniza el substrato y en asociaané el material vegetal puede
no ser patogenicamente activa. Por otra parte,°€2funca se controla, pudiendo
pasar al substrato e infectandolo o, incluso, nmemge asociada al material
vegetal.

Para finalizar, no hay que olvidar que esta bacteme un estado VBNC
asi como una posible conversidn fenotipica, queeleite permanecer en estado
de latencia hasta entrar de nuevo con materialtaegevolverse patdégena de
nuevo. Se podria considerar como “un estado dsteesia’ que permite R.

solanacearunpermanecer asociada a substratos infectando @uftivsteriores.

3. Biofumigacién y biosolarizacién en el control débacterias fitopatégenas:
discusién general

Los resultados obtenidos en estbajo ponen de manifiesto el efecto que
puede ejercer la combinacién de las técnicas deization y biofumigacion en el
control de las enfermedades bacterianas transsiifida las bacterias ensayadas:
C.m.michiganensig R. solanacearum

A partir del bioensayo en macetas se demuestraefedto de las
temperaturas, superiores a 40 °C, en la erraditat®dlas bacterias patdgenas
asociadas al substrato, especialmente en el caRost#anacearungorroborando
los resultados de Pullmaet al. (1981a; 1981b). En este caso conviene sefalar que
se ha utilizado la combinacion de los métodos decdi#n aconsejados por Noble
y Roberts (2004) y Graham y Lloyd (1978), autones gmplean, respectivamente,

la técnica seroldgica ELISA al ser la técnica maminmente empleada para la
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deteccién de patdgenos en suelos y composts, asemtie los segundos apoyan el
empleo de plantas sanas de tomate como trampaicimlque detectan facilmente

la presencia de las bacterias patdégenas capadesgadir las plantas por contacto

directo con el sistema radicular, proporcionandengis una informacion sobre su
capacidad de instalacion y multiplicacion en lanfda

Las infecciones asociadas al in6culo bacterianoegueapaz de sobrevivir
en suelos y substratos, libremente 0 en asociamarrestos de cultivo, resultan
problematicas, causando la aparicion de sintomagageque son responsables de
importantes pérdidas en el rendimiento. A partir loe resultados obtenidos,
también se demuestra la importancia del inéculoattancapacidad infectiva y que
lo convierte en focos de infeccion, habiendo cotbpdo la transmision de
enfermedades bacterianas a partir de restos dgocattmo indican numerosos
autores (McCarter, 1976; Gram. y Lloyd, 1979; LebE®81; Nesmith y Jenkins,
1983; Noble y Roberts, 2004; &i al, 2005) y que se demuestra a partir de los
altos niveles de infeccion alcanzados en las dagte crecieron sobre macetas
enmendadas con restos de cultivo altamente infectjue no se sometieron a
ningun tipo de tratamiento (correspondientes adéasanas 0).

Considerando los niveles de infeccién anteriormeeteridos, respecto a
la presencia de patdégenos en los substratos era@éoccon material vegetal, si
gue se observan efectos positivos tras los tratdosea 25 °C, para las distintas
dosis de restos adicionados, técnica consideradzo doiofumigacion. Estos
efectos supondran una disminucion en el nivel decaidon de la enfermedad
bacteriana en las plantulas crecidas sobre substtedtados, pero, al manejar
bacterias de cuarentena, no se pueden considemnsw oesultados favorables,
puesto que una disminucion no implica la erradimaciel patégeno, con el riesgo
potencial que supondra la presencia bacterianarmpa. Aldn asi, si que se obtiene
informacion interesante acerca del comportamierdolas patdgenos, en las

condiciones de ensayo, y que se pueden considecase de detectarse un foco de
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infeccion, adicionandose a los resultados obtenpdo<el resto de autores, en sus
condiciones.

Ademas, se ha estudiado el comportamiento de leterizs saprofitas
presentes en los substratos tras los distintogntrahtos térmicos, observandose
reacciones de antibiosis, aunque sélo se han dbteni condicionem vitro, y con
resultados positivos contra la bacter@m.michiganensis También resulta
especialmente interesante, el aislamiento de difesebacterias empleadas para el
control biolégico de determinados patégenos, sdbd® en la busqueda de
alternativas para el control quimico.

Todos los resultados apoyan la efectividad de @ulici los restos de
cosecha al suelo (pero enterrados) con altos sividehumedad, obteniéndose un
doble beneficio: el aprovechamiento de las susdaneolatiles liberadas de su
descomposicién asi como la eliminacién de los segégetales que se abandonan
tras la cosecha y que pueden actuar como imporfizerée de infeccion. Ademas,
la incorporacion de estos restos en el suelo, slrporun aporte extra de material
organico, lo que permitird una disminucion en leiad de estiércoles, aporte que
favorece el nivel de nutrientes en el suelo asioctam caracteristicas del suelo,
principalmente, de su estructura.

Como conclusién general, se ha obtenido que la t@widn de las
técnicas de biofumigacion empleando restos de has@n este caso diferentes de
tomate) junto con la solarizacion, que permiteratea temperaturas elevadas en el
suelo, puede ensayarse en campo como alternaterapg¢éo de BM en Espafia en
el control de las enfermedades ocasionadas poerztfitopatdogenas, efecto
favorecido con las condiciones climéaticas del padgibinacion que se asocia con

un incremento de rendimiento y mejora de produttdidide los cultivos.
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4. Efecto de diferentes tratamientos sobre restoedcoles de Bruselas para el
control de la enfermedad de mancha en anillo causadpor Mycosphaerella
brassicicola

Como ya se ha expuesto anteriormerites resultados obtenidos a
continuacion, aportan informacién acerca del efegtccomparacién de los
tratamientos de biocontrol mas empleados en utasdsonas mas afectadas por el
hongoM. brassicicola precisamente en restos de una brassica, y cegtssrse
abandonan sobre la superficie del suelo. Se bustatamiento que reduzca el
in6culo fungico para posteriores cultivos y se gasaécnicas de determinacion
del nivel de virulencia, en relacion con la presgmel patbgeno. Para ello, se ha
cuantificado el ADN sobre las distintas muestrasey ha comparado con la
cuantificacién patdégenica mediante el método atédeconteo de esporas.

Toda esta informacién supondra una experiencieoadiciones de campo
de las técnicas de biocontrol asi como conocimgeswdre una de las técnicas mas
avanzadas de cuantificacién de ADN, en relaciénlaopresencia del patégeno;
técnicas que podrian aplicarse también en los easayteriores de biofumigacion
y biosolarizacion en condiciones controladas, @moid informacion sobre la
presencia patogénica en restos de tomate y errataissy que podrian compararse

con los métodos seleccionados como los de conteoldrias.

4.1. Experiencia en campo

Los estudios realizados de manera previa a la @pusmstcampo de la
experiencia permitieron conocer las caracteristasl hongdM. brassicicolaasi
como su comportamiento en las condiciones de latrawaa las que se iban a
someter a las muestras. El resultado més inteeesespecto al manejo, se obtuvo
respecto a la esporulacion: en las placas de gatteniendo agar-nutriente, con
alta humedad y manteniéndolas en camara a 18 °Grcoggimen de 16 h luz, 8 h

oscuridad, las lesiones tardaron en esporular &tyel4 dias.
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La imagen de las esporas en el agar se recoge fgguta 33: tamafio de
20um con aumentos 10x y facilmente distinguibles popilesencia de un septo
central; esporas que deberian ser contadas sigui@nmdetodologia descrita: en 8
zonas diferentes para cada placa, con sus repeticiopara todos los tratamientos,

con sus multiples repeticiones.

Figura 33. Esporas déJl. brassicicolaobservadas en el microscopio Optico (20 x
1,25).

4.1.1. Lesiones en hojas
Las hojas recolectadas en las dos localidadescsat@cdas, mostraron
diferencias en cuanto a la presencia y caractasste las lesiones. De este modo,

las hojas procedentes de la localidad A (campabicd) se veian afectadas por un
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mayor nimero de lesiones de pequefio tamafio, nseqika las hojas de coles de
Bruselas procedentes de la localidad B (campodiatil) se veian afectadas por

un menor numero de lesiones pero de mayor tamafias Hiferencias se pueden

observar en la figura 34.

Figura 34. Lesiones de mancha en anillo, causadasMhobrassicicola
observadas en hojas procedentes de las localidad@gampo biologico) y B
(campo tradicional)

Una vez que todas las hojas se colocaron en laigsay se distribuyeron
en el campo, se aplicaron los diferentes tratamsede la forma mas uniforme
posible, como se recoge en el anejo 2.

Para los dos muestreos TO (previo al ensayo en@aynpl (transcurrido
un mes desde la aplicacion de tratamientos en datmol@as las hojas fueron
procesadas y de cada una de ellas se selecciarlésidn, extraida para el conteo
de esporas. Los datos obtenidos correspondientasirakro aproximado de
lesiones en cada una de las hojas asi como laslasesliperficiales de cada lesién
seleccionada (mfhse emplearon para calcular la superficie dafiada gada una
de las muestras. Como resultado de este célcutdytgeo que la superficie dafiada
en las hojas procedentes de la localidad A fugrifgiativamente mayor que para
las hojas procedentes de la localidad B (figura 35)
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Transcurrido un mes desde que las parrillas fueobocadas en el campo,
y tratadas, se estimé la superficie dafiada, ohs#éog& una evolucion de modo
que para T1 dicha superficie era mayor que parajdflp en el inicio del

experimento.

Superficie dafiada en hojas TO+T1

10000

8000 +—— —— O Antago
o
2 6000 B B255
}Es O Urea
2 4000 1 O Erwinia
£ 2000 m Coniothyrium
SN B
u:) £ 0 @ Control

A B ETO
Localidad

Figura 35. Estimacion de la superficie dafiada por localidamt alores para TO
(sin ningun tratamiento) y para T1 (diferentesatmdentos y control) se muestran

juntos (datos numeéricos recogidos en el anejo 3)

Para T1, los andlisis estadisticos de la variaaza la superficie dafiada,
tras la transformacion logaritmica de los datos ({t+1), donde x es la superficie
dafiada), no mostraron interacciones entre localjdadtamientos. Ademas, tras
un mes desde la aplicacién, las hojas tratadassktbpngo antagonista y con la
bacteria E. carotovora no mostraron diferencias significativas respeeio
tratamiento control (empleando agua-Tween). Losomsjresultados, expresados
como la menor superficie dafiada, se obtuvieron pasahojas que fueron
pulverizadas con el hongB. pyrimumy con la bacteria B255, que mostraron

diferencias significativas con respecto al tratant@iecontrol (tabla 22).
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Transcurrido 1 mes desde los tratamientos, lasshojacedentes de la
localidad A, mostraron una superficie dafiada Sicativamente mayor que las

hojas procedentes de la localidad B (tabla 22).

Tabla 22. Diferencia de superficie dafiada (Mran las hojas transcurrido

un mes desde los diferentes tratamientos (T1).Daiméricos en anejo 3.

mn? superficie dafiada (Ln(x+1)) por hoja

Tratamiento Localidad
Antago 7.58 4(1957.628) A 7.98 a (2920.931)
Erwinia 7.34 ab (1539.712) B 5.87 b (353.248)
Control 7.02 ab (1118.786)
Urea 6.60 bc (734.095)
Coniot 6.57 ¢ (712.369)
B255 6.43 ¢ (620.173)

¥ Los valores de cada columna seguidos por la migtna ho difieren
significativamente de acuerdo con el método LSDFd#er con un nivel de
probabilidad del 95%

¥ Valores medios por replicado y localidad. Valomemsformados de los

expresados entre paréntesis

4.1.2. Conteo de esporas

Cabe recordar quel muestreo TO, estaba formado por 6 muestras eue s
recogieron en el momento previo a la disposicioniageparrillas en el campo.
Estaba formado por 3 grupos de 8 hojas, para caddidad. 48 hojas, de las que
se selecciond una lesion. Para cada una de lass#hés, que esporularon en el
agar, se realizaron 8 conteos de esporas.

En funcion de los resultados para la esporuladi@p las condiciones
seleccionadas (15 °C, 16/8 h luz/oscuridad) la gnérriberacion de esporas se

observo transcurridos 10 dias. De este modo selide@alizar doble conteo de
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todas las placas: transcurridos 11 dias y, luegaofocaba una nueva placa de
agar sobre la lesion para un nuevo conteo trandoar8 dias mas (dia 14).

Para las muestras transcurridos un mes, paranTasenismas condiciones
y mismo tratamiento de las muestras que para TOpdsacion de esporas se
observo transcurridos sélo 5 dias de incubaciorfueion de estos resultados, los
conteos se adelantaron a los 6 y se repitierorsdueridos otros 6 (dia 12),
intentando capturar el mayor nimero de esporas.

La comparacion entre los dos momentos de mue@akla 23), recoge los
diferentes porcentajes de lesiones que esporulpuas, no todas las seleccionadas
lo hicieron, obteniendo como resultado que el pusje de lesiones que
esporularon durante TO diferia en funcién de lalidad de procedencia, pero,
transcurrido un mes y comparando con los resultastienidos para TO, el
porcentaje de lesiones que esporularon fue el misrenlas dos localidades.

En datos generales, el nimero de ascosporasfareoinpara T1 y no se
observaron diferencias significativas entre lo@aes. Sin embargo, para TO, el
ndmero de ascosporas era mayor para la las legpooesdentes de la localidad B.

Respecto al tamafio de lesiones, este siempre seivoamayor para las
lesiones de hojas procedentes de la localidad B.

En general y transcurrido un mes, el tamafio ddekienes evolucion6

aumentando de forma considerable.
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Tabla 23. Comparacion de esporulacion entre lesiones de hojas
procedentes de distintas localidades

TO localidad %lesiones que esporularofi Promedio n° ascosp. Promedio tamaiio lesi6f

A 45,833 68,817 4491

B 90,509 96,641 61,25
T1 A 85,481 23,493 67,889

B 85,648 26,722 107,723

*Porcentaje de lesiones que esporularon: para TOwedr es el promedio
de 24 lesiones y para Tl cada valor es el promddidl62 lesiones (packs
incluidos)

Y Promedio de ascosporas por mpara TO cada valor es promedio de 192
conteos (8 conteos por lesion y 8 lesiones podittazh con 3 repeticiones). Para
T1 cada valor es el promedio de 1296 conteos, yaoldo paks (8 conteos por
lesiéon, 8 lesiones por muestra, 6 tratamientos, 8orepeticiones y para 3
posiciones en los packs, 8 conteos por lesionsries por muestra y con 3

repeticiones). Todos los conteos se realizarorc@sve

?Tamafio de las lesiones (fmpara TO cada valor es el promedio de 48

lesiones y para T1 cada valor es el promedio @deliones (packs incluidos)

Los andlisis estadisticos de la varianza para fabla 24), tras la
transformacion logaritmica de los datos (Log(x+ddnde x es el numero de
ascosporas por nfjinmostraron diferencias significativas entre traeamos pero
no entre localidades y tratamientos. Transcurriones de la aplicacion, las hojas
tratadas con urea produjeron menos ascosporassgjeensideradas como control,
incluso que las tratadas con antagonistas, mostrdifierencias significativas. Por
otro lado, las hojas tratadas con la bacteria B2&®6lujeron, también de forma

significativa, menos ascosporas que las tratadakiainia y conConiothyrium
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Tabla 24. Diferencia de ascosporas (log(x+1) donde x eglglero de esporas por
mnT) en las muestras sometidas a distintos tratansieB@tos numéricos en anejo
4.

Ascosporas (Log(x+1))
Tratamiento
Erwinia 1.69 a(49y

Coniot 1.68 ab (47.86)

Antago. 1.39 abc (24.66)

Control 1.35 abcd (22.38)
B255 0.96 cd(8.12)
Urea 0.45 e (2.81)

*Los valores en cada columna seguidos por la migtra ho difieren
significativamente de acuerdo con el método LSDFdder, con un nivel de
probabilidad del 95%

Y Los valotes son promedios por replicado y localidams valores sin
transformar se muestran entre paréntesis

Estos resultados muestran que el tratamiento & mostré como el

mejor tratamiento para reducir la esporulaciéradddsiones.

4.1.3. Cuantificacion de ADN: PCR en tiempo real

La cuantificacion de ADN realizada para todas lagestras de TOy T1
mostr6 que aquellas en las muestras procedentels diecalidad A (campo
bioldgico), se detectaban menores cantidades dAD#ede M. brassicicolaque
para las muestras procedentes del campo B (camiexitos tradicionales).

Respecto a los tiempos de muestreo, también sevalbsn diferencias, de
modo que para TO se detectaron menores cantidad®®M que para las muestras
del T1, evidenciando la evolucién de la enfermettatiscurrido un mes del
abandono de las muestras en la superficie del.suelo

Todos estos resultados se recogen en la figura 36.
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Por otra parte, los resultados del estudio estealide cuantificacion de
ADN comparando el efecto de los distintos tratategnpara el periodo de

muestreo T1, se recogen en la tabla 25.

Resultados taq TO+T1

1400000
1200000 O Antago
7 1000000 W B255
£ ] O Urea
< 800000 o
Z O Erwinia
A 600000 + .
o m Coniothyr.
= 400000 -+
@ control
200000 +— m 70
0 Ce—————r—
A B
Localidad

Figura 36. Resultados de la cuantificacion de ADN de M. brassia (fg ADN
mg" de peso seco) por localidad. Los valores para §i® fingin tipo de
tratamiento) y para T1 (diferentes tratamientos gntiwl) se muestran

conjuntamente. Datos numéricos en anejo 5.

Los analisis de varianza para T1, tras la transdorom logaritmica de los
datos (Ln(x+1) donde x es la cantidad de ADN ennfg') no mostraron
interacciones en tre localidad y tratamiento. Asilos resultados recogidos en la
tabla 16, se observa que transcurrido un mesaraplicacion de los tratamientos,
no existen diferencias significativas para la dimmién de la enfermedad causada
por M. brassicicola con respecto al tratamiento control excepto pEganuestras

tratadas con urea. De los datos se deduce queasateiento redujo la cantidad de

ADN fangico en un 52%.
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Tabla 25. Diferencia en la cuantificacion de ADN d@. brassicicolapara los

diferentes tratamientos para T1

Cantidad de ADN presente en muestras (Ln(fg de ADN+

Tratamiento Localidad
Antago 12.457°a(257042.34) A 13.183 a (531255.37)
Erwinia 12.167 ab (192335.16) B 10.584 b (39496.79

Control 11.978 abc (159212.28)
B255 11.786 bcd (131398.81)
Coniot 11.657 bcd (115496.01)
Urea 11.254 d (77187.05)

*Los valores en cada columna seguidos por la migtra ho difieren
significativamente de acuerdo con el método LSDFaser, con un nivel de
probabilidad del 95%

Y Los valotes son promedios por replicado y localidams valores sin

transformar se muestran entre paréntesis

En la figura 37 se recoge la relacién entre tolbss valores
obtenidos referidos a las cantidades de ADMWdérassicicolay la estimacidn de
la superficie dafiada. Como resultado se obtuvoegistia una relacion lineal y
directa de modo que las cantidades detectadas d¢ ddM. brassicicolason

mayores cuando la superficie dafiada es mayor.
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Figura 37. Relacion entre las cantidades de ADN (fg'jng la superficie dafiada

en las hojas afectadas (fnDatos numéricos en anejo 6.

4.1.4. Descomposicion de las hojas en funcion ds teatamientos

La descomposicion de las hojas tras la aplicaceod tratamientos, se
estimé mediante la comparacion de la evolucioradéibjas sobre la superficie del
campo en los periodos de muestreo TO y T1 y eltegBuse recoge en la figura 38.

Los andlisis estadisticos de la varianza para eldes de la
descomposicion de las hojas, indicaron deferersifpsficativas entre localidades
(facilmente observables en la figura 38), peromtoegtratamientos.

En funcion de estos resultados, el nivel de desosiién para las hojas
procedentes de la localidad A era mayor que paocbsdrvado en las hojas de la
localidad B, aunque todas las hojas fueron reanliedt, colocadas en campo y
tratadas al mismo tiempo, con los mismos tratamgeny en las mismas
condiciones.

Esta diferencia en la velocidad de descomposicidtrip afectar a los
posteriores muestreos, puesto que segun el calertdata experiencia habia que

mantener las hojas en campo hasta un maximo de&me
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% de descomposicion (del 5.10 al 15.11)
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Figura 38. Porcentaje de descomposicion de las hojas trasesrdmla aplicacion

de los tratamientos. Datos huméricos en anejo 6.

4.1.5. Efectos observados en los packs de hojasasfaglos

Respecto a los efectos de la descomposicion enspaeklizado para
comparar los efectos en tres niveles diferentasndgrupo de hojas, puesto que la
mayoria de las veces no so6lo aparece una Unicabbia la superficie del sueloy,
aparentemente, la evolucion del patdégeno podriarsupe diferente en las hojas
situadas mas externamente (en contacto directdasocondiciones ambientales),
que en hojas situadas en las zonas centrales (yratasdose de brassicas, con el
conocido efecto de liberacion de isotiocianatosjug en las hojas en posiciones
inferiores (que se mantienen en contacto directoetcsuelo, incluso sometidas a
la actividad antagonista de organismos y compuelgiosismo).

Asi, los resultados obtenidos en funcion de lestet observados en estas
tres zonas diferentes de los packs, estan refesidm®sporulacidon de lesiones y a

las cantidades de ADN dé. brassicicoladetectadas.
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Los resultados, recogidos en la tabla 26, indig@a menor liberacion de
esporas y menores cantidades de ADN en las muestt@spondientes a las hojas
localizadas en la zona central, aunque los an&@gtedisticos (para el primer mes
transcurrido desde la aplicacion de los tratam@ntwo muestres diferencias

significativas entre las tres zonas.

Tabla 26. Ascosporas y cuantificaciéon de ADN en las difereqtesiciones de los

packs.
Localidad Pack Ascosporas (fim  ADN (fg mg*)

A Superior 5,04 804819
Centro 2,752 524199
Inferior 13,256 715645

B Superior 9,375 80737
Centro 1,831 57769
Inferior 5,472 75183

4.2. Control de M. brassicicola en restos de coles de Bruselas: Discusion
general

La aparicibn de sintomas relacionados con la poisettel hongoM.
brassicicolase produce de forma mayoritaria durante el finhlvdeano y durante
todo el otofio, coincidiendo con el momento Optireaddsarrollo de las plantas de
coles de Bruselas y con las condiciones optimas mar desarrollo de la
enfermedad asociada al hongo (entre 5-20 °C y dn @3 HR), segun recoge Van
den Ende (1993 a).

Como se ha indicado, las hojas afectadas emplemulaste trabajo se
seleccionaron en dos localidades con diferente jmamelos campos (ecoldgico y
tradicional). Las diferencias observadas en ellmieial de infeccion, referente al
ndmero y tamafio de lesiones, puede relacionarseestanprocedencia. Asi, las

hojas procedentes del campo sometido a un manajsglio mostraban un mayor
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namero de lesiones pero de menor tamafio y, endiurde los resultados, la
superficie total afectada para las hojas selecdamaambién era mayor, siendo
este un dato importante a considerar en el momeetocuantificacion de
patdégenos.

La superficie foliar dafiada en las hojas medidacainienzo del
experimento, fue inferior a la observada un mes n#de en el campo,
independientemente de los diferentes tratamiemiisados. Esta tendencia difiere
en funcion del origen de las hojas, de modo quéndgams procedentes del campo
convencional mostraron una menor superficie daBadaomparacion con las hojas
procedentes del campo biolégico. Ademas, se obsgue los tratamientos
ensayados con el objetivo de acelerar la desconiposio redujeron los dafios,
incluso los niveles mas elevados de infeccionasrbjas del campo bioldgico, se
detectaron tras los tratamientos d®&ncarotovora Este resultado concuerda con
los obtenidos en aquellos trabajos en los que giersula combinacion de
defoliantes con fungicidas, como los aportadosljooezco y Mariano (2003) para
el control de la enfermedad de mancha en anillo eercoles.

Respecto a las condiciones éptimas para la likerade esporas en los
diferentes momentos de muestreo, se obtuvieroftades variados. Asi, para las
primeras lesiones seleccionadas (T0) la esporulamid la liberacion de esporas
tuvo lugar transcurridos 10 dias desde que se aancen las condiciones de
ensayo en el laboratorio (en camara a 15 °C y 98%bcdn 16/8 luz/oscuridad) y
la liberacion de esporas continué hasta llegarialld. Sin embargo, para las
mismas condiciones, pero para las lesiones protesiéras el primer mes de la
aplicacion de tratamientos (T1) la esporulacion askelantd observandose la
liberacion de esporas a partir del dia 5. Resudtage también concuerdan con los
datos aportados por Kennedy al (1999) y por Van den Ende (1998) que
indicaron que las ascosporas e brassicicolapueden germinar en un amplio
rango de temperaturas en presencia de agua lilereacDardo con Gotet al

(1993) la produccion de ascosporaduilebrassicicolapueden ser diferentes en el
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caso de condicionas vitro en funcion de la variacion de temperaturas, detipH
medio ensayado y de las condiciones de ilumina&aéreste trabajo y para evitar
grandes variaciones en la esporulacion, todas da®rles obtenidas de los
diferentes muestreos se sometieron a condiciongsotadas idénticas. Debido a
estas condiciones, la diferencia observada pagagdarulacion entre muestreos se
relacionaria con el momento del muestreo y conléa e las lesiones. En funcion
de todo lo anterior se puede concluir que las hesianas jovenes necesitan mas
tiempo para esporular.

También se observo una variacion interesante ehinémero de lesiones
gue esporularon en funcién de las diferentes ldadés y en el caso del primer
muestreo (T0), de modo que de acuerdo con estkagsprodujeron mas esporas
las lesiones procedentes del campo tratado de foomaencional. Sin embargo,
transcurrido un mes, se igual6 el porcentaje deralgxion de las lesiones. Este
resultado adquiere una gran relevancia debido a d¢oeas las lesiones
independientemente del lugar de procedencia, piaseel mismo riesgo de
comportarse como importante fuente de in6culo gomfovan madurando.

Transcurrido un mes tras la aplicacion de losrelifees tratamientos, solo
las hojas que fueron pulverizadas con urea mostraemor produccion de esporas
en comparacion con las hojas pulverizadas conlieisa control (agua —Tween).
De acuerdo con este resultado, la aplicacion da seemostr6 como el mejor
tratamiento contra la esporulacionMebrassicicolaen las lesiones tratadas.

Los resultados de cuantificacion de ADN Me brassicicolamostraron
diferencias en funcion de la procedencia de lderles. Estas diferencias podrian
relacionarse con las diferencias ya comentadagctsp la superficie dafiada, ya
gue las mayores cantidades de ADN se obtuvierondou$a superficie dafiada
aumentaba. La comparacion de tratamientos mos&é&gjo la aplicacion de urea
redujo la presencia de ADN respecto al tratamieatdrol. De nuevo, y segun este
resultado, el tratamiento con urea se mostré cdmaeegor para el control disl.

brassicicolareduciendo los riesgos de reinfectacion desdeckiss de cosecha.
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Respecto a la descomposicion observada transasi@iddemanas desde la
aplicacion de los diferentes tratamientos, sélersmntraron diferencias entre las
localidades de procedencia pero no entre los difiese tratamientos. Esta
diferencia parece estar relacionada con la catiédds hojas.

Asi, de acuerdo con Van den Ende (1993 b), lost@$ade la edad de las
plantas respecto al desarrollo del patégeno sooriaptes en la expresion de la
enfermedad. En funcién de estos resultados, lasitexk de seleccionar hojas lo
mas uniformes posibles resultaria un factor prinabrén todos los ensayos
experimentales.

Para concluir, cabe recordar que este trabajosf@ante de un ensayo que
permanecié en campo durante tres meses, mostrargideelos resultados

correspondientes al primer mes de muestreo.
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V. CONCLUSIONES

Respecto al empleo de la biofumigacion y bioscdaiin para el control

de C.m.michiganensis

1.

Bajo condiciones controladas, de laboratorio y neernadero, tras 6
semanas de tratamiento a 25 °C, tratamiento caadiole como
biofumigacién,C.m.michiganensiso fue erradicado en aquellas macetas
gue permanecieron abiertas y que fueron enmendada®siduos frescos
de tomate previamente infectados, de forma aslficon el patégeno
C.m.michiganensiao se detecto tras 4 semanas de tratamiento @ 85 °
macetas enmendadas y que permanecieron encerraddslsas de
plastico, evitando la salida de sustancias vofatieducidas durante la
descomposicién del material vegetal

Bajo condiciones controladas, de laboratorio y neerinadero, tras 4
semanas de tratamiento a 45 °C, considerado cowsolaiizacion,
C.m.michiganensisio fue erradicado tras los tratamientos en acuella
macetas que permanecieron abiertas

C.m.michiganensiao se detecto tras 2 semanas de tratamiento @ éh °
las macetas que permanecieron encerradas en Helgédstico

Respecto a la introduccién y posterior recuperad®@.m.michiganensis
en substratos artificialmente infectados, las pwobies del patdgeno
sufrieron un fuerte descenso tras 4 semanas denigatto a 25 °C o tras 1
semana a 45 °C, tratamiento tras el que nunca teetae colonias de
C.m.michiganensis

Respecto al estudio de supervivenciaCde.michiganensien asociacion
con los residuos vegetales, el patdgeno permanedéttivo tras 4
semanas de tratamientos a 25 °C y a 45 °C.

Se observo reaccion de antagonisnho Vitro entre Bacillus subtilisy

C.m.michiganensis
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Respecto al uso de biofumigacion y biosolarizacgara el control deR.
solanacearum

8. Bajo condiciones controladas de laboratorio y deerimadero, tras un
tratamiento de 6 semanas a 25 °C, considerado contoatamiento de
biofumigacién,R. solanacearunmo fue erradicada en macetas abiertas o
cerradas que fueron enmendadas con restos de tartdteialmente
infectados con el patégeno

9. R. solanacearumo se detecto en las macetas, abiertas o certeass
tratamientos a 45 °C

10. Respecto a la introduccion y recuperacién Re solanacearumen
substratos infectados de forma artificial, se dateoa colonias del
patégeno tras 6 semanas de tratamientos a 25 °Gramdo reacciones
positivas tras su inoculacion en hojas de tabaocoséNdetectaron colonias
deR. solanacearurtras 1 semana de tratamiento a 45 °C

11. Respecto a la determinacion y supervivenciaRlesolanacearumen
asociacion con el tejido vegetal infectado, laspsosiones bacterianas
obtenidas tras los tratamientos e infiltradas gashde tabaco mostraron
reacciones negativas

12. La biosolarizacion se mostr6 como el mejor dettatamientos para el
control de bacterias patégenas. Es importante dersi estos resultados
respecto al efecto de las diferentes técnicas dmfdecion del suelo o

entre las alternativas ecoldgicas

Respecto al efecto de los diferentes tratamientdsesresiduos de coles de
Bruselas para controlar la enfermedad causadi pbrassicicola
13. La aplicacién de urea resultd el mejor tratamiemtatra la esporulacion de

M. brassicicola
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14. Todos los residuos del. brassicicolaobtenidos en campos tratados de
forma diferente (organicos o convencionales) supoglemismo riesgo
respecto a la produccién de indculo infectivo

15. La cuantificacibn de ADN déV. brassicicolamostré que las mayores
cantidades de ADN se obtienen cuando mayor epkxfstie dafiada

16. La edad de las hojas juegan un papel importantta exxpresion de la
enfermedad causada plgr brassicicola La necesidad de seleccionar las
hojas lo mas uniformes posibles se convierte efactor de importancia

en aquellos experimentos con propdsitos compagativo
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CONCLUSIONS

With regard to the use of biofumigation and biosat&on for the control

of C.m.michiganensis

1.

Under laboratory and greenhouse conditions afenaek treatment at 25
°C, considered as biofumigatiof,.m.michiganensisvas not eradicated
after treatments in open pots that were amenddd fidgsh tomato debris
which was either artificially infected with the pagen
C.m.michiganensisvas not detected in the amended pots after a #svee
treatment at 25 °C in pots that were enclosed astigl bags to avoid the
release of volatile substances produced duringdd@mmposition of the
plant material

Under laboratory and greenhouse conditions aftemaek treatment at 45
°C, considered as biosolarizatiob,m.michiganensisvas not eradicated
after treatments in open pots

C.m.michiganensisvas not detected in the amended pots after a Ravee
treatment at 45 °C in pots that were enclosedastigl bags

With regard to the introduction and recovery@in.michiganensifrom
artificially infected substrate, population deresti of the pathogen
displayed a slight decrease after a 4-week tre@t@e25 °C or after 1
week at 45 °C, when no cells@fm.michiganensizere detected

With regard to the determination of the longevitly the pathogen in
association with the host tissué,m.michiganensisemained pathogenic
after 4 weeks of either thermal treatment at 2&8/€ 45 °C

In Vitro antagonism betweeBacillus subtilisand C.m.michiganensiwas

observed
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With regard to the use of biofumigation and biosatson for the control oR.

solanacearum

8.

10.

11.

12.

Under laboratory and greenhouse conditions afenaek treatment at 25
°C, considered as biofumigatidR, solanacearunwas not eradicated after
treatments in open or enclosed pots that were agdewith fresh tomato
debris which was either artificially infected witie pathogen

R. solanacearunwas not detected in the amended pots after tredasnae
45 °C in open or enclosed pots

With regard to the introduction and recovery Rf solanacearunirom
artificially infected substrate, colonies of thelpyen were detected after
a 6-week treatment at 25 °C, showing positivetieas in tobacco leaves.
After 1 week at 45 °C no cells Bf solanacearurwere detected

With regard to the determination of the longevifytlee R. solanacearum
in association with the host tissue, bacterial ensns obtained after the
treatments and infiltrated in tobacco leaves shomezghtive reactions
Biosolarization was the best treatment for thetr@mbnof pathogenic
bacteria. It is important to take these resulte extcount with regard the

effect of different soil dissinfection techniquasegological alternatives

With regard to the effect of different treatments Brussels sprouts debris to

control the ring spot disease causedvbybrassicicola

13.

14.

15.

Application of urea was the best treatment agaimstsporulation oM.
brassicicolain the treated lesions

All M. brassicicola debris obtained from differently treated fields
(organically or conventionaly treated) has the saisk of inoculum
production

M. brassicicolaDNA quantifications showed that higher amounts dfAD

are obtained when the damage surface is bigger
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16. Leaf age plays an important role in the expreseidihe disease caused by
M. brassicicola The need to select leaves as uniform as possbés

important factor for comparative experiments
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ANEJO 2

Volumen de suspension aplicada por pulverizacitratamiento

Pulverizacion 1 (5 Octubre 2007)

Suspension
Volumen inicial restante Suspension aplicada
Tratamiento (ml) (ml) (ml)
Control 3000 750 2250
Pack 3000 1700 1300
Urea 3000 950 2050
B255 3000 800 2200
Erwinia 3000 750 2250
Antagonista 3000 560 2350
Coniothyriu
m 3000 850 2150
Pulverizacién 2 (19 Octubre 2007)
Suspension
Volumen inicial restante Suspension aplicada
Tratamiento (ml) (ml) (ml)
Control 2500 160 2340
Pack 2500 1000 1500
Urea 2500 350 2150
B255 2500 160 2340
Erwinia 2500 165 2335
Antagonista 2500 220 2280
Coniothyriu

m 2500 160 2340
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ANEJO 3

A. Estudio de lesiones en hojas del primer muestréd (T

peso después

Tagman peso antes (@) (9) lesion medida (cm) | lesiones totales
217 175,34 172,65 1 0,3-0,3 16
2 0,5-0,6 41
3 0,6-0,7 11
4 0,3-0,5 15
5 0,3-0,5 9
6 0,5-0,6 28
7 0,7-0,8 23
8 0,3-0,3 10
218 197,37 195,19 1 0,5-0,5 5
2 1-0,8 8
3 0,6-0,8 9
4 0,3-0,3 10
5 0,5-0,5 19
6 0,3-0,3 10
7 0,6-0,6 11
8 0,3-04 15
219 201,04 199,05 1 0,3-0,3 26
2 0,5-0,8 7
3 0,3-0,4 15
4 0,6-0,8 18
5 0,5-0,3 14
6 0,3-0,3 10
7 0,5-0,5 8
8 0,3-0,3 24
220 201,59 199,16 1 0,5-0,5 2
2 0,3-04 13
3 0,9-1 47
4 0,5-0.4 4
5 0,2-0,3 32
6 0,5-0,5 21
7 0,3-0,3 6
8 0,5-0,5 84
221 198,95 196,47 1 0,6-0,8 14
2 0,8-,8 31
3 0,3-0,5 53
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0,5-0,5

0,6-0,6

1-0,8

0,4-0,5

0,5-0,5

222

229,54

226,53

0,3-0,3

0,3-0,2

0,2-0,4

0,5-0,5

0,5-0,5

0,3-0,3

0,4-0,4

0,6-0,7

223

182,6

180,21

0,9-0,9

0,5-0,5

0,5-0,5

0,8-0,8

0,8-0,8

0,6-0,5

0,6-0,6

0,9-0,9

224

183,86

182,18

1,0-1,0

0,6-0,6

0,5-0,5

0,8-1

0,7-0,8

0,8-0,8

0,3-0,3

0,5-0,5

225

182,44

180,74

0,8-0,7

1-11

0,8-1,1

0,5-0,7

0,7-0,5

1,2-1,2

0,5-0,7

0,8-0,8

226

167,62

166,32

1-11

0,3-0,5

0,5-0,5

1-11

QR |WIN|IP[ONO|OI|AWINIP|IONO|O|ARWINP|IONOOT|AWINRP|IONOOT|A|W|IN(F|0(NO|OA~

0,9-1

NIWINIFPIARWIFRPFPODWIFRLINIARIWINIOIO | [DRWWINOWIN|W|~
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0,5-0,7

11-1

0,6-0,5

227

167,03

165,24

0,6-0,6

0,9-1

0,8-0,8

0,6-0,7

0,8-0,8

0,5-0,5

0,9-1,1

0,8-0,7

228

181,73

180,56

0,5-0,6

0,8-1

1,6-0,7

0,5-0,4

0,6-0,8

0,7-0,7

0,8-0,8

NN WINFRP|ONO|OAWIN(|[F|00 (N[O

0,7-0,5

OO WINWOOAINIW[OIN|W|F[FP[DN

B. Estudio de lesiones en hojas del segundo muestigo (

peso lesiones
Tagman | peso antes (g) | después (g) lesién medida (cm) totales
1 109,6 107,64 1 1.0-1.0 177
2 1-0.8 43
3 1.5-0.8 50
4 1-1.5 1000
5 0.7-0.7 33
6 1-1.5 32
7 0.4-0.8 74
8 0.7-0.8 27
5 109,1 106,59 1 0.5-0.6 25
2 1.1-1 51
3 1.1-1.2 7
4 1-0.8 15
5 0.7-1 5
6 0.6-0.9 7
7 0.8-0.8 78
8 0.8-0.9 88
9 115,28 113,19 1 0.8-1.6 36
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2 0.5-1 49
3 0.5-0.7 9
4 0.5-0.5 6
5 0.7-0.9 29
6 0.5-0.7 25
7 0.6-1 65
8 0.7-0.8 35
13 93,27 92,23 1 0.6-1 48
2 0.6-1.1 8
3 0.5-1.1 12
4 1.0-1.0 98
5 0.5-1.1 19
6 1.0-1.0 110
7 13-1.1 103
8 0.5-0.5 33
17 88,2 86,9 1 0.7-0.8 97
2 0.6-1 58
3 0.7-1 32
4 0.8-1.2 16
5 0.6-0.7 16
6 1.0-1.0 37
7 0.6-0.6 27
8 1.0-1.0 2
21 97,5 96,14 1 0.6-0.7 30
2 0.9-0.9 22
3 0.6-0.7 24
4 1-0.8 10
5 0.7-0.7 48
6 0.8-0.6 400
7 0.6-0.6 79
8 0.5-0.6 200
25 26,03 25,54 1 0.8-1.2 38
2 0.9-1 1000
26 36,47 35,57 1 0.7-1 59
2 1.0-1.0 76
27 38,66 37,43 1 0.6-0.6 49
2 1-1.2 87
37 147,81 145,24 1 0.5-1 30
2 0.7-0.8 29
3 1-0.7 2
4 0.8-1 1
5 1.3-15 8
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0.6-1

1.0-2

1-1.8

41

140,52

137,77

0.7-0.8

0.9-0.7

1.3-1

0.7-1.5

1-0.5

1.0-1.0

0.7-0.5

0.5-1

45

92,9

90,11

1.3-1.3

0.7-0.8

0.9-0.9

0.9-1

1.0-1.0

QBIN(RIPPIWOIINININ|IPW|RL|W|O |(©

0.5-0.5

al
o

1-0.7

w

1.0-1.0

~

49

134,51

132,31

1.0-1.0

(61

1.2-1.2

N

1-1.3

(=Y
o

0.7-1.2

1.1-1.3

1-0.8

1.0-1.0

3-0.7

53

131,47

129,13

1.0-1.0

0.8-1

1-0.5

1.2-1.3

1.1-1.2

0.7-1.3

1.0-1.0

15-15

57

135,41

133,37

1-0.7

0.8-0.3

1-1.2

0.7-1

1.3-15

1.0-1.0

N[OOI WINFPONODONIARIWINIP|IOINO(OTAR[WINIFP[ONOOAR|IWIN|P|O|NO (O™ WIN(F|0(N|O

1.0-1.0

GWINFPINFPW[OTON|ARINIFPIFPINIOIWININ|A~
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8 1-1.2 1
61 37,12 36,59 1 0.6-1 4
2 1.0-1.0 4
62 38,02 37,71 1 1-1.1 4
2 1-1.2 5
63 25,25 24,94 1 0.8-1 2
2 1.2-1.2 3
73 89,98 88,39 1 0.6-0.5 75
2 0.6-0.5 34
3 0.6-0.6 93
4 0.6-0.6 27
5 1-1.2 85
6 1-0.8 102
7 0.7-0.7 40
8 1-1.1 141
77 105,23 104,47 1 1-0.7 8
2 0.8-1 36
3 0.6-0.7 73
4 0.7-0.8 23
5 0.7-0.7 94
6 0.8-0.7 54
7 0.7-0.7 34
8 0.7-1 59
81 110,6 109,7 1 0.6-0.9 12
2 0.7-0.9 6
3 1-0.5 3
4 0.6-0.7 43
5 0.6-0.7 25
6 0.7-0.7 47
7 1.0-1.0 105
8 0.5-0.5 30
85 96,67 95,71 1 0.7-0.8 12
2 0.5-04 36
3 0.7-0.7 112
4 1.0-1.0 19
5 0.8-1.2 86
6 0.5-0.5 1000
7 0.7-0.8 13
8 1.0-1.0 19
89 124 1229 1 0.7-0.5 7
2 0.8-0.5 24
3 0.6-0.5 20
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4 0.6-0.8 43
5 0.7-0.8 9
6 0.5-0.6 68
7 0.7-0.8 130
8 0.7-0.7 17
93 96,23 95,31 1 0.6-1 20
2 1.0-1.0 51
3 0.6-0.6 15
4 0.6-0.7 3
5 0.8-1 56
6 0.6-0.6 18
7 0.6-0.8 500
8 1.0-1.0 3
97 25,89 25,75 1 0.7-0.7 1
2 0.8-1 51
98 31,23 30,78 1 1-1.2 12
2 1.0-1.0 60
99 29,35 29,32 1 0.8-0.5 20
2 1.0-1.0 75
109 145,99 144,54 1 1-1.2 27
2 0.8-1 1
3 15-15 5
4 1.0-1.0 4
5 1.3-1.3 7
6 0.8-0.8 6
7 0.5-0.7 2
8 0.6-0.6 4
113 124,74 123,25 1 0.5-0.8 3
2 0.8-0.5 1
3 1.0-1.0 3
4 1.0-1.0 5
5 0.7-0.9 6
6 1.4-2 3
7 0.8-2.1 2
8 1.2-1 6
117 128,74 127,07 1 0.9-1.1 4
2 0.5-0.3 2
3 0.3-0.5 5
4 0.7-0.8 1
5 0.7-0.8 2
6 11-1 2
7 1.0-1.0 2
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1.2-15

121

128,61

127,8

1.0-1.0

[ee]

0.6-0.8

=
[

0.8-0.8

1-0.8

0.8-1.1

0.8-0.7

0.5-0.6

0.7-0.8

125

138,16

136,08

0.6-0.5

1.3-1.6

1.1-0.8

1.2-1

1.0-1.0

0.4-1

1-1.1

1-1.1

129

138,2

135,83

0.7-0.7

0.8-0.9

1-0.8

0.7-0.7

0.6-0.8

1.0-1.0

1.0-1.0

0.6-0.7

133

34,31

33,84

0.5-0.8

1.3-15

134

39,79

38,97

1.3-1.6

1-1.1

135

41,47

40,93

1-0.8

1.2-1.2

wiNlwkR[MRrR(Nlw v w(N|ORw N wla|s|ww|o NSk o

145

104,2

103,08

0.2-0.3

131

1.0-1.0

0.6-0.5

1.0-1.0

0.6-0.7

0.5-0.5

0.8-1

0.5-0.5

149

95,72

94,92

0.7-0.6

1-0.8

WIN|IP|ONODBRWINIFPINIPINIPINIP|ONOOORARWNRFP|IONIOIO|RA|WIN|FP |0 (N[OOI [WN |-

0.6-0.6
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4 0.6-1.1 4
5 0.7-0.8 3
6 0.6-0.7 31
7 0.6-0.7 21
8 0.7-0.6 17
153 92,71 91,78 1 0.7-0.8 19
2 0.5-0.5 43
3 0.5-0.5 6
4 0.7-0.7 24
5 0.6-0.6 47
6 0.7-1 63
7 0.7-0.7 35
8 0.7-0.4 23
157 88,89 87,84 1 0.6-0.8 20
2 0.6-0.6 53
3 0.3-0.4 18
4 1-0.8 26
5 0.6-0.6 220
6 0.8-0.7 15
7 0.5-0.5 200
8 0.8-0.8 1000
161 104,56 103,79 1 0.6-0.7 4
2 0.7-1 23
3 0.5-0.5 46
4 11-1.1 43
5 0.7-0.7 14
6 1.0-1.0 11
7 0.5-0.3 3
8 0.5-0.5 17
165 94,23 93,56 1 0.5-0.5 35
2 0.7-0.7 24
3 0.9-0.9 45
4 1-1.1 16
5 0.5-0.5 7
6 0.5-0.5 31
7 0.6-0.6 11
8 0.7-0.8 46
169 26,84 26,7 1 1.0-1.0 1000
2 0.5-0.5 15
170 24,94 24 1 0.5-0.5 10
2 0.7-1.1 17
171 40,68 40,08 1 15-13 65
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1.3-1

=
0]

181

141,56

140

0.3-0.2

0.5-0.5

0.8-0.5

0.7-0.7

0.6-1

0.7-0.7

0.7-0.7

1.0-1.0

185

132,83

131,48

0.4-1.5

0.7-0.3

11-1

1-1.2

1.2-1

1.2-1

0.8-1

0.6-0.6

189

130,28

128,51

0.6-0.6

1-1.2

0.7-0.7

0.6-1

1-1.1

0.5-0.5

0.6-1.2

0.6-0.7

193

168,7

166,93

1.2-1.2

0.6-0.6

1.0-1.0

0.8-1

1.2-1.3

1.3-2

0.9-1

0.9-1

197

131,33

130,53

1.2-1

0.7-0.7

0.6-0.7

0.8-1

0.8-0.8

1-0.9

0.6-0.6

0.7-1.2

WIARWIWIFLIPININFEPINWWOAINIARIWINIPIPIPIPIFPIRARINININIOINIWIW|O|RPI|ININ|OFRIN[AFIN

201

166,78

165,59

RPN O |RWINIFP[ONIOIO|IAR|IWIN|IP|IONOOORARWINFP|IONIOIO|IRAR|IWIN|FP |0 (N[OOI WIN(FIN

1.1-1.2

=
w
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1.1-1.1

=
=

0.6-0.6

0.6-0.7

1.0-1.0

0.5-0.6

0.6-0.8

15-1.3

205

43,92

43,59

1.0-1.0

1.0-1.0

206

42,02

41,65

1.1-1

15-15

207

26,2

25,46

15-1.8

NP INFP NP NO|[O A~ W|N

15-1.1

NWWWINFP|[ANOW[|N |~
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ANEJO 4

A. Conteo de esporas en el primer muestreo (T0)

Taq | Blogue |Loc | Lesion | Segmento | Sub. | Esporaslld | Esporasl4d
217 |Block 1| A 1 a 1
a 2
b 1
b 2
c 1
C 2
d 1
d 2
217 |Block 1| A 2 a 1 2 14
a 2 0 0
b 1 0 387
b 2 0 5
C 1 27 2
C 2 13 0
d 1 309 5
d 2 657 0
217 |Block 1| A 3 a 1 0 253
a 2 1 273
b 1 0 4
b 2 0 6
c 1 0 247
C 2 0 145
d 1 0 39
d 2 0 24
217 |Block 1| A 4 a 1
a 2
b 1
b 2
c 1
c 2
d 1
d 2
217 |Block 1| A 5 a 1
a 2
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290
65
31

28

195
79
117
41

32
10
123
106
84
110

349
505
237

324
45

214
25

21

114

79

643
82
200
304
170
64

567
1156
237

2

6

7

8

1

2

217 |Block 1| A

217 |Block 1| A

217 |Block 1| A

219 |[Block 2| A

219 |[Block 2| A
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174
101

57
214

99

18
16

227
53
26

176
25

250
66

110

29

127
55

3

4

5

6

7

219 |Block 2| A

219 |Block 2| A

219 |Block 2| A

219 |Block 2| A

219 |Block 2| A
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17
14

11

30
11

8

1

2

3

4

219 |Block 2| A

221 |Block 3| A

221 |Block 3| A

221 |Block 3| A

221 |Block 3| A
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28
11
18
21

87
51

36

405
30
268
61

92
90
226
67

604
720
207

117
599
142
608
439

67

24

59
32

16
19

a

a

5

6

7
no Myc

8
no Myc

1

221 |Block 3| A

221 |Block 3| A

221 |Block 3| A

221 |Block 3| A

223 |Block 1| B
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16
16
236
203
141
216
128
202
39
55

222
335

176
57

252
64

169
149
228
258

23

23

207
127
77
18
80
17
202
70

2

3

4

5

6

223 |Block 1| B

223 |Block 1| B

223 |Block 1| B

223 |Block 1| B

223 |Block 1| B
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45

133
73
19
79
36
44

109
86

438
53
35

32

13
89
86

75

23

64
31

120
101
22

15
58
47

47

35
43

17
18
19

107
124
89
37

78
137
84
33
415

1205
134
277

101
71

462
255
773
371
369
43

413
58
655
316

12
10
17
278
92
298

144
101
131
42

15

2

7

8

1

2

3

223 |Block 1| B

223 |Block 1| B

225 |Block 2| B

225 |Block 2| B

225 |Block 2| B

285



464
130
66

84

407
68

11
21

18

31

20

43

21

30

36

53
47

66
23
42

40

32

65

107

251
256
21

18

251
279

145
130
41

49

65
22

4

5

6

7

8

1

225 |Block 2| B

225 |Block 2| B

225 |Block 2| B

225 |Block 2| B

225 |Block 2| B

227 |Block 3| B
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11

115
39
351
258

17

14
10

217
94

15

347

156
369
778
246
418
43

11
269
263

2

3

4

5

6

227 |Block 3| B

227 |Block 3| B

227 |Block 3| B

227 |Block 3| B

227 |Block 3| B
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110
52
47

12
52
67
67

43

391
52

112

173
36
382
200

7

8

227 |Block 3| B

227 |Block 3| B

B. Conteo de esporas en el segundo muestreo (T1)

12dias

10

35

14 | 29

1

11

11138 15

25

1

9

2

21|59

70

0

0

1

3

7

20| 29

6dias
143

0

2 1116|334|184| 4

4

1

8

68 |110| 61 |143| 70 |119| 9

10

2 |138] 91 |125|130| 1

1

7
18
5

28
402)|328|443|279|318(147| 6

15
88

32
164

76
24
76

50
166

Taq |Les.

288



11|13

7 |106| 34

0 |277|389

0
0

5

16

6 [112( 37 | 25

0

15

24 | 77114 | 75

4

0

0

11

0

8

0
11|16 |270| O

0

0
0

75

2

0

0

0
0
0

0

0 |137|272| O

4

9

2

17

0 |101| 14

4

0

40

38

5

29 | 65

0

6 |346|580( O

0

7

3

0

71

26 | 44| 12

24 14731 | 63

3
16

0 (311(106(222(373| 40 | 89 | 12 |203| 6

67

7

2

17119

571|397(524(318(415( 88 (68 [ 69 [ 85 | 75 | 98 | 46 | 47 | 40

180|500( 32 [ 39 [ 91 (111 98 |359| 11 | 17

118|131 11

0

438|137| 20 | 16 | 82 | 45

33

88 |69 |33

33

2141 22 |192]| 42 |349]| 49
104| 34 |303|235] 13

56
7

11

309|172| 40 | 77 | 16

203
184

536
17
241
60

14
99

8
34
239
0

116

739

20

546

59
125

46

78

68

50

95
112

84

13

17

21

25

26

27

37
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0

11

63

12

9

13

11

0

11

12

9

8

8 (211|289

17

11

22130

8

0

1] 11

25152 |125]| 14

8

12

21 |1263|354|198| 226

3

0 (374(430(179|295

6

31

0

13|44 | 37 | 54

2
2
1

6

0

0

9

24

1
3

3 (173 71 |117| 78 | 25

0

0

17

0
1

38 | 43

3

49 [ 73

7

0 (1211564 | 94

1

1

28

5

0
16

43

0
0

0

0

56 | 53 | 85

0
9

6239|2010

290

2

0 |130(266( 1

8

0

13
1

74134 |54

15| 47

48 | 21

64 1153|416|133| 75| 95| 68 | 17

43

38

97 | 77

30

0

0

0

0
7

0

3

12

12 22

307| 98 |55|22]|28)|32

1

211226| 1

50| 70| 37|13

43

8

103 72 |20 | 43| 52| 23

73

4
36

91 |110|176|213| 38

271|377| 88 | 36 (137 76

14
0

31

19

0

21
27

100

1
33

33
13

137

182
147

80

123

154

12
35
85
33

84

37

23
124

190
15

40

196

47

58

41

45

49

53

57




8

14

19|15

52| 16

18 | 13

15| 28

13| 44

4

9
1112 | 36

6

0

1

1

6

14
2

18

3

10

5

0

10 | 10

3

0

27

0

1

0

13

0

4

2

3

0

4

0

12

0

0

3

27

2

33

0

4

11|13

0

5

3
0

0

0

8

18 | 37

0

66 | 12 | 13

0

49 [ 15

0

0

0 [102| 6

7

0

3

5

10 | 15

0

9

5
0

5

362|626|170|272|157( O

60 |152|51|82|34|48(39(30(45]|62

506|166|247(301| 41 [ 39 [ 23 | 29

260| 14 (168 73 (210( 77

17 | 12

35
0

36 78|47 |16 |36 |140| O

21
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ANEJO 5

Resultados de cuantificacion por Tagman PCR

Taq

© 01

13
17

25
26
27
37
41
45
49
53
57
61
62
63
73
77
81
85
89
93
97
98
99
109
113
117
121
125
129
133
134

fg/ 2 ul
186890,6
116479,6
60813,29
94564,17
40962,05
167011,2
98108,38
121372,3
119616,7
14149,77
10083,53
7053,07
12586,57
11522,99
7338,02
31638,33
18527,58
17127,84
196322,4
164470,4
107363,6
325262,2
128213,7
179336,7
61446,34
149789,4
182578,2
26778,29
14226,45
7292,03
5837,59
13446,61
6069,61
13376,19
7584,23

x50

fg / 100 ul
9344531
5823982
3040665
4728209
2048103
8350561
4905419
6068614
5980833
707488,5
504176,5
352653,5
629328,5
576149,5

366901
1581917

926379

856392
9816120
8223519
5368178
16263111
6410686
8966834
3072317
7489471
9128910
1338915
711322,5
364601,5
291879,5
672330,5
303480,5
668809,5
379211,5

peso [mg]

12

10,7
11

10,6
12,5
12,4
11

10,3
11,2
12,1
11,8
11,4
12

10,6
115
11,6
11,3
10,9
11,6
12,2
11,2
12,3
115
10,6
11,5
12,4
10,6
10,7
11,4
11,8
10,8
12,6
10,6
12,3
12,1

297

fg / mg peso
seco

778710,875
544297,3364
276424,0455
446057,4057
163848,2
673432,3387
445947,1818
589185,8252
534002,9464
58470,12397
42726,82203
30934,51754
52444,04167
54353,72642
31904,43478
136372,1121
81980,44248
78568,07339
846217,1983
674058,9344
479301,6071
1322204,146
557450,913
845927,6887
267158
603989,5565
861217,8774
125132,1963
62396,71053
30898,4322
27025,87963
53359,56349
28630,23585
54374,7561
31339,79339



135
145
149
153
157
161
165
169
170
171
181
185
189
193
197
201
205
206
207
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228

28709,07
246543,1
38872,55
67004,16
367232,5
71391,55
85124,72
377700,3
82714,02
192438,7
12150,65
7083,21
1282,5
8343,98
7230,19
18064,94
12248,81
13676,78
7271,29
2124,98
1863,23
2853,78
3347,72
3691,53
3123,09
2651,09
1843,93
1706,99
3328,49
3793,47
2530,15

1435454
12327153
1943628
3350208
18361627
3569578
4256236
18885016
4135701
9621933
607532,5
354160,5
64125
417199
361509,5
903247
612440,5
683839
363564,5
106249
93161,5
142689
167386
184576,5
156154,5
132554,5
92196,5
85349,5
166424,5
189673,5
126507,5

12,2
10,6
10,7
11,6
10,9
11,9
11,4
111
10,9
12,8
11,8
12,2
111
11,6
12,1
10,8
11,9
11,4
12,4
10,7
10,8
12,4
10,8
12,2
11,7
10,9
12,5
11
12,3
11,4
10,7

298

117660,123
1162938,915
181647,4299
288811,0345

1684552,89
299964,4958
373354,0351
1701352,748
379422,1101
751713,5156
51485,80508
29029,54918
5777,027027
35965,43103
29876,81818
83633,98148
51465,58824
59985,87719
29319,71774
9929,813084
8626,064815
11507,17742

15498,7037
15129,22131
13346,53846

12160,9633

7375,72
7759,045455
13530,44715
16638,02632
11823,13084



A. Procesado de datos para el tiempo de muestreo TO

T0
A B
9930 12161
8626 7376
11507 7759
15499 13530
15129 16638
13347 11823
Media 12340 11548

B. Procesado de datos para el tiempo de muestreo T

fg / mg peso seco

Tl

A Bloquel Bloque2 Bloque3 Media
778711 846217 1162939 Prophyta 929289
544297 674059 181647 B255 466668
276424 479302 288811 Urea 348179
446057 1322204 1684553 Erwinia 1150938
163848 557451 299964  Coniothy 340421
673432 845928 373354 Control 630905
445947 267158 1701353  Pack top 804819
589186 603990 379422 Pack middle 524199
534003 861218 751714 Pack bottom 715645

B
58470 125132 51486 Prophyta 78363
42727 62397 29030 B255 44718
30935 30898 5777 Urea 22537

52444 27026 35965 Erwinia 38478
54354 53360 29877  Coniothy 45863
31904 28630 83634 Control 48056
136372 54375 51466  Pack top 80737
81980 31340 59986 Pack middle 57769
78568 117660 29320 Pack bottom 75183

299







ANEJO 6

Tabla resumen de resultados del ensayo en campo

Bloque LOC.
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TRATAM.

Prophyta
B255
Urea

Erwinia

Coniothyr.

Control
Prophyta
B255
Urea
Erwinia

Coniothyr.

Control
Prophyta
B255
Urea
Erwinia

Coniothyr.

Control
Prophyta
B255
Urea
Erwinia

Coniothyr.

Control
Prophyta
B255
Urea
Erwinia

Coniothyr.

Control
Prophyta
B255
Urea
Erwinia

Coniothyr.

Control

Superf.
dafada mm?

16536,4375
2570,25
1793,875
4067,5625
2493,75
5182,875
4580,109375
2809,875
1799,609375
10173,34375
1709,25
5223,9375
2384,25
611,5625
1373,125
8657,25
1124,484375
1340,390625
1225,125
138,046875
820,5625
557,4375
364,84375
224,71875
725,375
408,71875
226,765625
334,40625
352,625
244,6875
343,921875
224,875
194,1875
203,046875
209
970

301

1,801606045
0,544123924
0,627581862
2,157901899
1,683432195
0,693383096
1,074668744
0,768687966
0,111110791
1,916401392
1,669918193
1,417700754
1,032568631
1,07868279
0
1,491583224
1,505257491
1,430267683
1,353722059
0,911278016
1,157731404
1,447107669
1,968543791
1,894904449
1,976772135
1,761034274
0,274524483
1,496360541
1,597747964
1,417555182
1,110176576
0,751639727
0,566216458
1,684616254
1,695411625
1,244009249

ESPORAS(log(x+1) DNA(fg/mg)

778711
544297
276424
446057
163848
673432
846217
674059
479302
1322204
557451
845928
1162939
181647
288811
1684553
299964
373354
58470
42727
30935
52444
54354
31904
125132
62397
30898
27026
53360
28630
51486
29030
5777
35965
29877
83634

%DESC.
15,05628
14,15235
8,964905
9,519689
11,10107
9,837282
10,39729
9,812598
18,56117
16,09201
10,86614
15,79865
15,50225
14,92692
20,39336
14,90685
15,70255
17,77656
4,417669
4,100593
3,705568
0,268411
4,771884
8,150556
6,890853
14,19629
4,526399
3,956372
8,651174
8,095002
7,537923
7,49053
2,552624
4,801824
5,90073
3,173397





